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RESUMO

O estresse é uma resposta complexa do organismo a estimulos desafiadores,
envolvendo alteragbes neuroenddcrinas, fisiologicas e comportamentais. A
exposicao prolongada e crbnica ao estresse afeta a saude fisica e mental,
aumentando a vulnerabilidade a transtornos como ansiedade e depressao.
Evidéncias sugerem que os efeitos do estresse séo diferenciados por variaveis
como sexo e idade. Em modelos animais, o estudo do estresse social tem sido
feito com o modelo de derrota social; no entanto, este apresenta diversas
limitacdes. O modelo de estresse de testemunha a derrota social (ETDS) surge
como uma alternativa que inclui condi¢cdes biologicamente relevantes que sdo
excluidas no modelo original (diferencas sexuais, estresse fisico vs psicolégico).
Por isso, este estudo teve como objetivo avaliar respostas relacionadas a
ansiedade em camundongos machos e fémeas expostos ao modelo de estresse
(ETDS) em duas fases de desenvolvimento: precoce (21-31 dias pos-natal -
DPN) e tardia (56-70 DPN), avaliando indicadores como tempo gasto e o nimero
de entradas em entornos abertos e de interacdo social. Para isso, dois
experimentos foram conduzidos. No Experimento 1, camundongos machos e
fémeas, aos 58-70 DPN, foram submetidos a 10 dias de ETDS ou a um protocolo
de interacdo nao agressiva (TINA) e, posteriormente, a testes comportamentais
para medir respostas relacionadas com ansiedade: (i) teste de interacdo social
(T1S), labirinto em cruz elevado (LCE) e campo aberto (CA). No Experimento 2,
foi avaliado o efeito tardio do ETDS precoce. Camundongos machos e fémeas,
aos 21-31 DPN, foram submetidos a 10 dias de ETDS ou TINA, seguidos por um
periodo de 29 dias sem exposicdo a estressores. No DPN 59, os animais foram
submetidos a uma sesséo de gatilho (ETDS ou TINA) e, em seguida, realizaram
0S mesmos testes comportamentais do Experimento 1. Os principais resultados
demonstraram que o modelo de ETDS tem efeitos diversos e dependentes do
sexo e da idade dos animais nas alteracdes comportamentais relacionadas com
ansiedade em testes como o TIS, LCE e CA., No entanto, 0 modelo parece ter
um efeito menos intenso do que a derrota social direta, e o nivel de estresse
pode nédo ser suficiente para produzir mudangas comportamentais significativas
em todos os grupos ou condicdes.

Palavras-chave: Estresse de testemunha de derrota social; derrota social;
estresse precoce e tardio; diferencas sexuais em camundongos; ansiedade;
comportamentos relacionados com ansiedade.



ABSTRACT

Stress is a complex response of the organism to challenging stimuli, involving
neuroendocrine, physiological, and behavioral changes. Prolonged and chronic
exposure to stress affects physical and mental health, increasing vulnerability to
disorders such as anxiety and depression. Evidence suggests that the effects of
stress are differentiated by variables such as sex and age. In animal models, the
study of social stress has been conducted using the social defeat model;
however, this model presents several limitations. The witness to social defeat
stress (WSDS) model emerges as an alternative that includes biologically
relevant conditions excluded in the original model (sexual differences, physical
vs. psychological stress). Therefore, this study aimed to evaluate anxiety-related
responses in male and female mice exposed to the WSDS model in two
developmental phases: early (21-31 postnatal days - PND) and late (56-70 PND),
evaluating indicators such as time spent and the number of entries in open
environments and social interaction. Two experiments were conducted. In
Experiment 1, male and female mice, at 58-70 PND, were subjected to 10 days
of WSDS or a non-aggressive interaction protocol (NAIP) and subsequently to
behavioral tests to measure anxiety-related responses: (i) social interaction test
(SIT), elevated plus maze (EPM), and open field test (OFT). In Experiment 2, the
late effect of early WSDS was evaluated. Male and female mice, at 21-31 PND,
were subjected to 10 days of WSDS or NAIP, followed by a 29-day period without
exposure to stressors. On PND 59, the animals were subjected to a trigger
session (WSDS or NAIP) and then performed the same behavioral tests as in
Experiment 1. The main results demonstrated that the WSDS model has diverse
effects depending on the sex and age of the animals on anxiety-related
behavioral changes in tests such as SIT, EPM, and OFT. However, the model
appears to have a less intense effect than direct social defeat, and the level of
stress may not be sufficient to produce significant behavioral changes in all
groups or conditions.

Keywords: witness to social defeat stress; social defeat; early and late stress;
sexual differences in mice; anxiety; anxiety-related behaviors.
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1 INTRODUCAO

E essencial adaptar-se as circunstancias em constante mudanca, enfrentando
situacdes imprevisiveis e desafiadoras ou que possam representar uma ameaca a
saude e a sobrevivéncia (Ulrich-Lai; Herman, 2009). Para lidar com esses entornos, o
corpo humano possui uma rede complexa e integrada de sistemas de resposta ao
estresse, que inclui diversas alteracbes neuroenddcrinas, fisioldgicas e
comportamentais. Essas reacdes visam manter o bom funcionamento do organismo,
independentemente do tipo de estressor enfrentado (Selye, 1936; Hariri; Holmes,
2015).

A resposta ao estresse € influenciada tanto por fatores intrinsecos ao estimulo
estressante (como duracéo e intensidade) quanto por caracteristicas individuais (Ellis;
Jackson; Boyce, 2006; Joéls; Baram, 2009). Essa resposta varia entre os individuos,
tornando um mesmo estimulo relativamente inofensivo para alguns e uma ameaca
potencial para outros (Lazarus; Folkman, 1984). Essa variacdo € baseada em fatores
objetivos, como idade, sexo e genética, assim como em fatores subjetivos, como
memorias armazenadas que afetam a interpretacao das entradas sensoriais (Novais
et al., 2017). Além disso, a capacidade de lidar com um estressor também depende
de fatores individuais, incluindo genética (Kloet; Joéls; Holsboer, 2005; Boyce; Ellis,
2005), idade e sexo (Bale; Epperson, 2015), além das caracteristicas do proprio
estressor, como intensidade, imprevisibilidade e duracéo (Luine, 2023).

A deteccao de estimulos estressantes, sejam fisicos ou psicolégicos envolve
uma variedade de &reas cerebrais, como o0 cOrtex pré-frontal, a amigdala e o
hipocampo, que combinam esforcos para interpretar eventos como perigos reais ou
potenciais (estressores) (Ellis; Jackson; Boyce, 2006; Doewes; Gangadhar; Subburaj,
2021). As respostas fisioldgicas e comportamentais emitidas em situagdes de estresse
estédo reguladas principalmente pela atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) e
do eixo hipotalamo-pituitaria (ou hipoéfise)-adrenal (HPA) (Hariri; Holmes, 2015; Kloet;
Joéls; Holsboer, 2005).

Quando uma situacao estressante é percebida, os neurdnios parvocelulares do
nacleo paraventricular hipotalamico liberam CRH (hormoénio liberador de
corticotrofina) na corrente sanguinea, o que estimula a glandula hipdéfise anterior a
liberar ACTH (horménio adrenocorticotrofico). Este horménio viaja até as glandulas

adrenais, situadas acima dos rins, ativando o cértex adrenal a produzir e liberar
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glicocorticoides (como o cortisol e corticosterona, em humanos e roedores,
respectivamente) (Figura 1) (Kloet; Joéls; Holsboer, 2005; Ulrich-Lai; Herman, 2009).

Simultaneamente, o sistema nervoso simpatico é ativado, resultando na
liberacdo de noradrenalina pelos nervos simpaticos e de adrenalina pela medula
adrenal. Esses hormoénios aumentam a frequéncia cardiaca, alteram o didmetro dos
vasos sanguineos e aumentam a respiracdo, preparando 0 corpo para uma resposta
imediata de luta ou fuga diante da situacéo estressante. Apos a resolucdo do estresse,
o sistema se normaliza através de mecanismos de feedback negativo; o cortisol atua
sobre o hipotadlamo e a hipéfise para reduzir a liberacdo de CRH e ACTH e encerrar a
resposta ao estresse (Joéls; Baram, 2009; Hariri; Holmes, 2015; Doewes; Gangadhar;
Subburaj, 2021).

Figura 1. Resposta do eixo HPA ao estresse. llustra a sequéncia de eventos que
ocorrem na ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), desde a percepgao
do estresse até a regulacéo pelo feedback negativo: (1) ativacdo do hipotadlamo e
liberacéo do horménio liberador de corticotrofina (CRH), (2) estimulacéo da glandula
hipofise anterior e liberagdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), (3) ativacao
do coértex adrenal e liberag&o de glicocorticoides (cortisol).

Negative feedback

T £
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Fonte: Esquema adaptado do eixo Hipotalamo-Hipdéfise-Adrenal. Fonte: Adaptado de
“Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis”, por BioRender.com, 2024.

Quando o corpo enfrenta uma ameaca imediata, como um perigo fisico ou um
evento emocionalmente intenso, a ativacao rapida do eixo HPA e do sistema nervoso
simpatico permite uma resposta eficaz e adaptativa. Se 0 organismo gera uma
resposta rapida e de curta duracgéo, trata-se de um estresse agudo (Sapolsky, 2010).
No entanto, quando as demandas ambientais excedem as habilidades adaptativas do
organismo (exposicdo prolongada ou desregulada a estressores) e a resposta se
prolonga ao longo do tempo (constante ativacédo do eixo HPA), ocorre desgaste nas

fungbes bioquimicas, resultando em um estado de estresse crénico (Hariri; Holmes,
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2015; Kloet; Joéls; Holsboer, 2005; Doewes; Gangadhar; Subburaj, 2021; Novais et
al., 2017).

O estresse crénico exerce um efeito significativo em varios sistemas do corpo
humano. Provoca ativagao persistente do sistema cardiovascular, aumentando o risco
de hipertenséo e doencas cardiovasculares (Fontes et al., 2023). A nivel metabdlico,
induz alteracdes que predispdem a doencas como a diabetes, afeta 0 armazenamento
de gordura abdominal e gera alteracdes no comportamento alimentar. No sistema
imunologico, a ativacdo das defesas € temporaria e gera supressao imunoldgica,
aumentando a probabilidade e a gravidade de doencas infecciosas (Glaser; Kiecolt-
Glaser, 2005). No sistema nervoso, a funcao cerebral é afetada, prejudicando o
aprendizado, a memoria e a regulacdo emocional (Kloet; Joéls; Holsboer, 2005).

Diversos estudos mostram que a exposicdo ao estresse cronico pode nao
apenas agravar doencgas pré-existentes, mas também enfraquecer as defesas do
organismo contra novas doencas (Mcewen, 1998), além disso, o0 estresse predispde
0 organismo a alteracdes que estdo relacionadas ao desenvolvimento de transtornos
psicolégicos como ansiedade, depressdo e estresse pos-traumatico (Planchez;
Surget; Belzung, 2019; Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020).

Atualmente, na area da satide mental, os transtornos de ansiedade s&o os mais
prevalentes em nivel global, afetando aproximadamente 4% da populacdo mundial, o
gue equivale a 301 milhdes de pessoas, sendo as mulheres mais acometidas (7,7%)
do que os homens (3,6%) (Institute For Health Metrics And Evaluation, 2019). A
ansiedade é um estado natural e adaptativo que prepara o corpo para situacdes
potencialmente ameacadoras, caracterizado por alteracdes fisioldgicas como
aumento da frequéncia cardiaca, sudorese, tremores e falta de ar; reacbes
emocionais, incluindo medo intenso, preocupacao excessiva e dificuldade de
concentracdo; alteracdes comportamentais, como evitacdo e fuga de situacbes
ansiogénicas, inquietacéo e vigilancia aumentada. No entanto, quando a ansiedade é
persistente, excessiva e desproporcional em relacédo a situacdo, ela pode se tornar
um transtorno de ansiedade, interferindo significativamente na vida diaria e no bem-
estar do individuo (Mobbs et al., 2015).

A utilizacdo de modelos animais para estudar respostas relacionadas aos
transtornos psicolégicos em um contexto experimental € uma abordagem comum e
valiosa na pesquisa cientifica (Kokras; Dalla, 2014). Esses modelos permitem

investigar a etiologia dos transtornos, identificando as causas e os fatores que
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contribuem para o seu desenvolvimento, possibilitam a exploracdo de novas
abordagens terapéuticas, testando tratamentos e intervencbes antes de serem
aplicados em humanos, permitem examinar circuitos neuronais especificos e vias
moleculares, proporcionando uma compreensao detalhada de como diferentes areas
do cérebro e os processos moleculares estdo envolvidos (Bartolomucci et al., 2009).

Os modelos animais estao baseados em 3 tipos de validade: (i) a validade de
construto ou etiologica diz respeito a adequacdo dos meétodos utilizados para
desenvolver um modelo, replicando os processos causais de uma doenca em seres
humanos; (ii) a validade aparente indica que um modelo reproduz caracteristicas
essenciais de uma condicdo humana, como aspectos anatbmicos, bioquimicos,
neuropatolégicos ou comportamentais; (ii) a validade preditiva ou farmacologica
implica que um modelo responde aos tratamentos de maneira que antecipa seus
efeitos em humanos (Willner, 1984).

Para estudar alterac6es comportamentais e neurobioldgicas relacionadas com
estresse e ansiedade, destaca-se a exposi¢cao ao estresse de derrota social (EDS) em
roedores, devido a sua relevancia etologica e similaridade com o estresse psicossocial
vivenciado por humanos (Huhman, 2006; Takahashi et al., 2018). O protocolo envolve
a exposicao de roedores a confrontos intensos, inescapaveis e imprevisiveis com um
coespecifico agressor (Tidey; Miczek, 1996; Sgoifo; Carnevali; Grippo, 2014). Este
procedimento, que gera altos niveis de estresse fisico e psicoldgico, pode causar
alteracdes comportamentais e neuronais similares as observadas em humanos com
ansiedade e/ou depressdo (Golden et al.,, 2011; Nestler; Hyman, 2010; Planchez;
Surget; Belzung, 2019; Santos-Costa et al., 2021).

Embora o modelo de EDS tenha alta valida¢do e seja amplamente utilizado,
suas limitag6es também sdo consideraveis. Uma das principais dificuldades é que as
lesbes fisicas envolvidas podem influenciar nas alteragcbes comportamentais
observadas posteriormente nos animais (Bartolomucci et al., 2009; Nakatake, et al.,
2020). Além disso, o protocolo original apresenta dificuldade para avaliar respostas
comportamentais e fisioldgicas em fémeas, pois a maioria das cepas de camundongos
deste sexo apresenta niveis baixos de agressividade, sendo necessarias
modificagcdes contextuais ou biologicas para induzir os efeitos do EDS (Palanza,
2001). Consequentemente, a maioria das pesquisas com o modelo tem sido realizada

apenas com machos, deixando um vazio conceitual na compreensao dos efeitos do
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estresse social em fémeas, a populagdo mais afetada por doencas de caréter afetivo-
emocional (Kokras; Dalla, 2014).

Essa lacuna também dificulta a compreensao das distingdes marcantes entre
machos e fémeas na resposta ao estresse e na manifestacdo de comportamentos
relacionados com transtornos psicologicos como ansiedade e depressao (Takahashi
et al., 2018). Diversos estudos mostram que roedores fémeas tem maior resiliéncia ao
estresse, mostrando maior exploracdo em entornos novos e maior interacdo social
com um animal desconhecido em testes de interacdo social, enquanto os machos
tendem a apresentar maior suscetibilidade a comportamentos de evitacdo e
passividade, como congelamento em condicfes de estresse (Carnevali et al., 2020).

Os efeitos do estresse podem variar significativamente ndo apenas devido as
diferencas sexuais, mas também em fun¢éo da idade do animal e do momento da vida
em que ocorreu a exposicdo ao estresse (Planchez; Surget; Belzung, 2019). Em
roedores, identificam-se marcadores comportamentais e neurobiolégicos especificos
em diferentes estagios da vida (Kokras; Dalla, 2014; Adriani; Laviola, 2000; Laviola et
al., 2003).

No periodo inicial (DPN 21-34), ocorrem mudancas no desenvolvimento neural
e comportamental, com aumento na plasticidade sinaptica (Laviola et al., 2003).
Roedores expostos ao estresse nessa fase podem desenvolver respostas exageradas
ao estresse e a novidade na vida adulta, afetando a regulacdo emocional e
aumentando a vulnerabilidade a comportamentos relacionados com ansiedade e
depresséao (Bartolomucci et al., 2009). A fase peripuberal (DPN 28-42) é critica para a
consolidagéo e refinamento dos circuitos neurais, especialmente aqueles envolvidos
na regulacdo emocional e no processamento de recompensas (Schneider, 2013). A
exposicdo ao estresse durante essa fase pode levar a respostas Unicas ao estresse e
a novidade, indicando uma maior sensibilidade e uma possivel "programacao” do
sistema de resposta ao estresse para ser hiper-reativo na vida adulta (Adriani; Laviola,
2000; Bangasser; Valentino, 2014).

No meio da adolescéncia (DPN 34-46), ha intensificagdo de comportamentos
exploratorios e na atividade dos circuitos neurais relacionados a recompensa e a
aversao; a exposicao ao estresse durante este periodo pode reduzir o comportamento
exploratorio, levando a uma diminuicdo na capacidade de se adaptar a novos
ambientes, isso pode resultar em um comportamento mais restrito e de evitacdo na
vida adulta (Babicola et al., 2021). Na fase tardia da adolescéncia (DPN 46-59),
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ajustam-se as redes neurais, aumentando a eficiéncia na comunicagao cerebral. A
exposicdo ao estresse pode perturbar esses processos, levando a alteracbes
duradouras na estrutura e funcdo cerebral e mudancas comportamentais que
compreendem comportamentos de enfrentamento passivo em situacbes
estressantes, maior aversao ao risco e uma preferéncia por ambientes familiares e
seguros (Schneider, 2013). Na fase adulta jovem (DPN 60), a maioria dos processos
criticos de desenvolvimento neural ja foram completados (Premachandran et al.,
2020). Eventos estressantes durante esta fase podem aumentar os comportamentos
relacionados com ansiedade, como a preferéncia por areas protegidas no labirinto em
cruz elevado e maior tigmotaxia no teste de campo aberto (Babicola et al., 2021). Isso
reflete uma maior aversdo ao risco e uma tendéncia a evitar situacdes potencialmente
ameacadoras (Bangasser; Valentino, 2014).

A adolescéncia e a vida precoce sao periodos criticos onde o estresse pode
levar a alteracbes duradouras na funcdo cerebral e no comportamento, com
diferencas notaveis entre machos e fémeas (Navarrete et al., 2024). Na fase adulta
jovem, embora o cérebro seja mais resiliente, o estresse ainda pode causar mudancas
significativas na fungéo cognitiva e comportamental, aumentando a vulnerabilidade a
apresentar comportamentos relacionados com transtornos psicolégicos como
ansiedade e depresséao (Bartolomucci et al., 2009).

E crucial desenvolver e validar modelos apropriados para estudar o estresse
social, contemplando mais variaveis e superando as limitacées atuais. O modelo de
estresse de testemunha a derrota social (ETDS) inclui condi¢Bes biologicamente
relevantes que no modelo original de derrota social tradicionalmente sdo excluidos
(Warren et al., 2020). Este modelo envolve a exposi¢cdo de um animal a observagéao
de um coespecifico sendo submetido a uma confrontacdo e, posteriormente, a uma
derrota social, sem que o observador sofra diretamente qualquer agresséao fisica
(IRiguez et al., 2018, Warren et al., 2013). Esse modelo é particularmente util para
estudar os efeitos do estresse em fémeas, ja que evita as dificuldades associadas a
baixa agressividade das fémeas em protocolos de derrota social (Finnell et al., 2018),
além de permitir a distingédo entre estresse fisico e psicolégico observados durante o
procedimento (Warren et al., 2020; Nakatake et al., 2020).

Estudos demonstram que o0 estresse vicario pode induzir respostas
comportamentais e fisiologicas semelhantes as observadas em situagdes de estresse

direto (Ifiguez et al., 2018; Carnevali et al., 2020; Sial et al., 2016). Pesquisas indicam



17

que roedores tanto machos quanto fémeas expostos ao estresse vicario podem exibir

comportamentos relacionados a ansiedade (reducdo na exploracao, preferéncia por

areas fechadas, evitacéo social e congelamento) e depressao (desamparo aprendido,
perda de peso, anedonia) (Iniguez et al., 2018; Patki et al., 2014, 2015; Finnell et al.,

2018; Warren et al., 2014; Huhman, 2006), embora possam existir diferencas

significativas nas respostas dependendo de cada sexo (Finnell et al., 2018), das

diferentes fases de desenvolvimento em que é experimentado o estresse (Warren et
al., 2014), e das diferencas entre espécies (Patki et al., 2014). A inclusdo do estresse
social vicario como uma ferramenta experimental permite uma abordagem mais ampla
€ menos invasiva para investigar os mecanismos subjacentes as respostas ao

estresse e aos transtornos psicolégicos (Warren et al., 2014, 2020).

2 HIPOTESE
Com base nas evidéncias que demonstram que o modelo de estresse de

testemunha de derrota social (ETDS) provoca mudancas comportamentais e
emocionais, a hipotese deste estudo prevé que a exposicdo ao ETDS em
camundongos pode modificar as respostas comportamentais associadas a ansiedade
avaliadas no (i) labirinto em cruz elevado (LCE) e campo aberto (CA), além de gerar
alteracdes no comportamento social no (ii) teste de interagéo social (T1S), sendo que
essas alteracdes comportamentais podem variar de acordo com o sexo e a idade dos
sujeitos experimentais.

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar as respostas relacionadas a ansiedade em camundongos machos e

fémeas expostos ao modelo de estresse de testemunho de derrota social (ETDS) em

duas fases de desenvolvimento: precoce (21-31 DPN) e tardia (56-70 DPN).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliar respostas relacionadas a ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE)
e no campo aberto (CA) em camundongos machos e fémeas expostos ao
modelo de estresse de testemunho da derrota social (ETDS) tanto precoce (21-
31 DPN) quanto tardio (56-70 DPN).

3.2.2 Avaliar respostas de evitacdo social no teste de interacdo social (TIS) em
camundongos machos e fémeas expostos ao modelo de estresse de
testemunho da derrota social (ETDS) tanto precoce (21-31 DPN) quanto tardio
(56-70 DPN).

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Sujeitos

Foram utilizados noventa e seis camundongos Swiss-Webster, machos e
fémeas, com 21 e 56 dias pos-nascimento (DPN), para testemunhar a derrota social
e as interacbes nao agressivas. Além disso, foram usados vinte e quatro
camundongos Swiss-Webster machos como intrusos (60 DPN), quarenta e oito
machos para interacdo ndo agressiva (60 DPN) e vinte e cinco machos como
residentes na derrota social (70-365 DPN). Os animais foram fornecidos pelo Centro
de Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA) da Universidade Estadual Paulista em
Botucatu, SP, Brasil. Todos os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr-
UNESP).

Os camundongos foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas, com
as luzes acendendo as 07:00 horas, em um ambiente com temperatura controlada (23
+ 1 °C). Eles foram alojados em grupos de seis animais em caixas grandes de
polipropileno (41 x 34 x 16 cm). Comida e agua foram disponibilizadas ad libitum,
exceto durante breves periodos de teste. Todos 0s animais eram ingénuos no inicio
dos experimentos. Os camundongos agressores (residentes) foram alojados
individualmente em gaiolas de 28 x 17 x 12 cm sob condi¢des ambientais semelhantes
(ciclo claro/escuro e temperatura controlada) e foram reutilizados de acordo com um
cronograma de rotacao estabelecido pelo experimentador.

4.2 Estresse de testemunha de derrota social (ETDS)

O modelo de ETDS utilizado nesta pesquisa adota um protocolo similar ao de
Golden et al. (2011). O protocolo foi realizado na caixa de alojamento do agressor,
onde se introduz um acrilico transparente com duas divisées e uma grade que cobre
a caixa. Inicialmente, todos os animais passam por 10 minutos de habituacéo a luz do
ambiente (90 lux). Posteriormente, um animal intruso é colocado por 5 minutos em
uma gaiola individual perfurada e levado, junto com duas testemunhas (um macho e
uma fémea), para ter uma interacdo auditiva, visual e olfativa com o residente. Em
seguida, o animal intruso é retirado da gaiola e introduzido na caixa de alojamento do
agressor por mais 5 minutos, onde ocorre uma confrontagéo fisica com o residente.
ApOs isso, o0 intruso é recolocado na gaiola individual, dentro da caixa de alojamento
do agressor, por mais 5 minutos (ver figura 2). As testemunhas permanecem sem
contato fisico com o residente durante todo o episddio, interagindo apenas de forma

visual, auditiva e olfativa. No final do procedimento, o intruso e as testemunhas séo
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levados de volta para suas caixas-moradia. Esse procedimento € repetido diariamente
por 10 dias consecutivos, cada dia os animais intrusos foram expostos a um residente
gue néo era conhecido e que foi determinado por um cronograma de rotacao.

No experimento 2, 29 dias apds as 10 sessdes de derrota, € realizada uma
sessdo de gatilho (ver Figura 8). Esta sessédo consiste em expor novamente 0s
camundongos para testemunharem mais uma sessdo de derrota, seguindo o

procedimento descrito anteriormente.

Figura 2. Representacdo do protocolo de ETDS. R, residente; I, intruso; TM,
testemunha macho; TF, testemunha fémea; F, camundongo familiar.
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Fonte: Elaboragédo propria.
4.3 Interacdo ndo agressiva (TINA)

O procedimento utilizado para o grupo controle, interacao ndo agressiva (TINA),
foi semelhante ao realizado no ETDS, porém as testemunhas presenciaram uma
interacdo entre dois animais familiares (que estavam alojados na mesma caixa
moradia dentro do biotério) sem agressividade. Para isso, foi adaptada uma caixa com
maravalha dos animais familiares, um acrilico transparente com duas divisdes, e uma
grade para cobrir a caixa. Inicialmente, todos 0s animais passaram por 10 minutos de
habituacdo a luz do ambiente (90 lux); para os animais familiares, 5 desses minutos
foram passados interagindo na caixa adaptada com maravalha para evitar possiveis
confrontos durante o procedimento.

Posteriormente, um dos camundongos familiares (intruso) foi colocado por 5
minutos em uma gaiola individual perfurada e levado, junto com duas testemunhas
(um macho e uma fémea), para ter uma interacao auditiva, visual e olfativa com um

camundongo do grupo familiar (residente). Em seguida, o animal intruso foi retirado
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da gaiola e introduzido na caixa por mais 5 minutos, onde ocorreu uma interagdo nao
agressiva com o residente. Apds isso, o camundongo foi recolocado na gaiola
individual, dentro da caixa adaptada, por mais 5 minutos (ver figura 3). As testemunhas
permaneceram sem contato fisico com nenhum dos animais durante todo o episodio,
interagindo apenas de forma visual, auditiva e olfativa. No final do procedimento, todos
0s animais foram levados de volta para suas caixas-moradia. Esse procedimento foi
repetido diariamente por 10 dias consecutivos, com 0s animais familiares seguindo
um cronograma de rotacao durante o protocolo.

No experimento 2, 29 dias ap0s as 10 sessdes de derrota, foi realizada uma
sessdo de gatilho (ver Figura 8). Esta sessdo consistiu em expor novamente 0S
camundongos para testemunharem mais uma sessdo de interacdo ndo agressiva,
seguindo o procedimento descrito anteriormente.

Figura 3. Representacdo do protocolo de TINA. TM, testemunha macho; TF,
testemunha fémea; F, camundongo familiar.
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Fonte: Elaboracéo propria.
4.4 Teste de interacdo social (TIS)

Vinte e quatro horas apds o ultimo episédio de estresse a Ultima derrota no
experimento 1 e o gatilho para o experimento 2, foi avaliado o comportamento de
interacdo social nas testemunhas machos e fémeas. O protocolo, baseado em Golden
et al. (2011), foi realizado em uma arena composta por uma caixa opaca de acrilico
de assoalho cinza (42 x 42 x 42 cm) com uma caixa de contencdo de acrilico
transparente (10 x 6 x 15 cm) fixada a uma das paredes, formando uma zona de
interagcdo ao seu redor, e duas zonas de afastamento demarcadas nos cantos
opostos. Inicialmente, os camundongos foram colocados individualmente no extremo

oposto da caixa de contencado para avaliar a exploracdo basal durante 150 segundos
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(sem alvo). Apos esse periodo, os animais foram retirados da arena e um residente
agressivo foi colocado na caixa de contengdo. Em seguida, os camundongos foram
retornados a arena por mais 150 segundos para avaliar o comportamento de interacao
social na presenca do agressor (com alvo) (ver Figura 4). Todo o procedimento foi
registrado com uma camera fixada ao teto sob iluminagéo de luz vermelha (5 lux) no
periodo claro-escuro e registrada pelo programa ANY-Maze.

Os parametros comportamentais analisados incluiram o tempo de exploracao
das zonas de interacéo (ZI) e de afastamento (ZA) registrados na auséncia e presenca
do alvo. O comportamento de evitagdo social foi expresso como uma proporgao de
interacdo social, comparando o tempo gasto nas zonas na presenca e auséncia do
alvo. A razao de interacao (RI) foi calculada como a razdo entre o tempo gasto na
zona de interacdo na fase com alvo pelo tempo gasto na zona de interacdo na fase

sem alvo.
Figura 4. Representacédo do teste de interacdo social (TIS).
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Fonte: icones adaptados de “Editable Icons - Mouse Housing
& Equipment”. Fonte: Adaptado de BioRender.com, 2024.

4.5 Labirinto em cruz elevado (LCE)

A estrutura do labirinto em cruz elevado (LCE) segue o protocolo descrito por
Lister (1987). O aparato consiste em dois bracos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois
bracos fechados (30 x 5 x 15 cm), conectados por uma plataforma central comum (5
x 5 cm), sendo elevado a uma altura de 38,5 cm acima do solo. A superficie do labirinto
€ de madeira, e as paredes dos bracos fechados sao de vidro transparente (ver figura
5). Todos os experimentos foram realizados sob a iluminacédo de uma lampada de 60

W durante a fase clara do ciclo claro-escuro (50 lux no piso da area central do LCE).
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Os comportamentos relacionados a ansiedade foram avaliados por meio do
LCE apenas nas testemunhas machos e fémeas dos experimentos 1 e 2, 24 horas
apos o TIS. Os animais foram colocados individualmente na plataforma central do
aparato, voltados para um braco aberto. Cada sesséo durou 5 minutos, e entre cada
sujeito o labirinto foi limpo com &lcool a 15%.

Os parametros comportamentais analisados incluiram as medidas espago-
temporais convencionais: frequéncias de entradas nos bracos fechados (EBF) e
abertos (EBA) (considerando entrada quando todas as quatro patas estavam em um
braco) e o tempo gasto nos bragos abertos (TBA) do labirinto. Esses dados foram
usados para calcular a porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EBA)
[(entradas nos bracos abertos/entradas totais) x 100] e a porcentagem de tempo nos
bracos abertos (% TBA) [(tempo nos bracos abertos/300) x 100]. A exposicdo ao LCE
foi monitorada por meio de uma camera montada verticalmente, conectada a um
computador para analise e registro automatico do comportamento pelo programa
ANY-Maze.

Figura 5. Representacdo do labirinto em cruz elevado (LCE).

I
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Fonte: adaptado de “Mouse Maze Tests”, por Biorender.com
(2024).

4.6 Campo aberto (CA)

O teste de campo aberto (CA) permite uma avaliacdo rapida e eficaz dos
comportamentos de exploracdo do ambiente, atividade locomotora geral e
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores (Hall, 1941). Neste estudo,
foi seguido um protocolo semelhante ao descrito por Mikics et al. (2005). Foram

avaliados comportamentos relacionados a ansiedade por meio do CA apenas nas
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testemunhas machos e fémeas dos experimentos 1 e 2; o teste foi realizado 2 horas
apos o LCE.

Os animais foram colocados individualmente em uma caixa quadrada de
madeira laminada, medindo 40 x 40 cm e dividida em 16 quadrados menores, com
um revestimento de plastico laminado e cercada por uma parede de 50 cm de altura
(ver figura 6). A caixa foi iluminada por uma lampada de 60 W durante a fase clara do
ciclo claro-escuro (50 lux na area central do piso). Cada camundongo foi colocado no
centro da caixa por 5 minutos, com o tempo gasto no centro e 0 movimento entre 0s
quadrados sendo registrados pelo programa ANY-Maze. Todas as sessdes foram

filmadas por uma camera montada verticalmente e conectada a um monitor.

Figura 6. Representacdo do campo aberto (CA).

Fonte: icones adaptados de “Editable Icons - Mouse Housing
& Equipment”. Fonte: Adaptado de BioRender.com, 2024.

4.7 Delineamento Experimental
4.7.1 Experimento 1: Efeitos do estresse de testemunho de derrota social
(ETDS) em comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos
machos e fémeas expostos aos 58-70 dias pos-natal (DPN).
Aos 58-70 DPN, os animais foram submetidos a 10 dias de ETDS (item 4.2) ou

TINA (item 4.3). Vinte e quatro horas apds este periodo (dia 11), os animais foram
avaliados no teste de interacéo social (TIS) (item 4.4), no dia 12 foi realizado o labirinto
em cruz elevado (LCE) (item 4.5) e duas horas depois o teste de campo aberto (CA)
(item 4.6). Para a realizagéo deste experimento os animais foram distribuidos em 4
grupos (n = 12/grupo), como descrito abaixo:

e Grupo 1: Camundongos fémeas submetidos ao ETDS e testes

comportamentais.
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e Grupo 2: Camundongos machos submetidos ao ETDS e testes
comportamentais.

e Grupo 3: Camundongos fémeas submetidos ao TINA e testes
comportamentais.
Grupo 4: Camundongos machos submetidos ao TINA e testes

comportamentais.

Figura 7. Delineamento experimental do experimento 1. Os animais sdo expostos a 10
dias de estresse de testemunho de derrota social (ETDS) ou testemunho de interacdo
ndo agressiva (TINA). No dia 11 passam pelo teste de intera¢do social (TIS), e no dia
12, é realizado o labirinto em cruz elevado (LCE) e duas horas depois o teste de campo
aberto (CA).

— TESTEMUNHO DE DERROTA SOCIAL——— TIS

LCE/CA —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TINA ETDS

Fonte: icones adaptados de “Editable Icons - Mouse Housing & Equipment”. Fonte:
Adaptado de BioRender.com, 2024.

4.7.2 Experimento 2 - Efeitos tardios do estresse de testemunho de derrota
social (ETDS) em comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos
machos e fémeas expostos aos 21-31 dias pos-natal (DPN).

Aos 21-31 DPN, os animais foram submetidos a 10 dias de ETDS (item 4.2) ou
TINA (item 4.3). Depois da ultima sesséo de estresse 0s animais ficaram 29 dias no
biotério sem ser expostos a nenhum protocolo experimental. No DPN 59, foram
submetidos a mais uma sessao de ETDS ou TINA (gatilho) e vente e quatro horas
apos este periodo (DPN 60), os animais foram avaliados no teste de interagédo social
(TIS) (item 4.4), no DPN 61 foi realizado o labirinto em cruz elevado (LCE) (item 4.5)
e duas horas depois o teste de campo aberto (CA) (item 4.6) (ver figura 8). Para a
realizacdo deste experimento os animais foram distribuidos em 4 grupos (n =

12/grupo), como descrito abaixo:
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e Grupo 1: Camundongos fémeas submetidos ao ETDS e testes

comportamentais.

e Grupo 2: Camundongos machos submetidos ao ETDS e testes
comportamentais.

e Grupo 3: Camundongos fémeas submetidos ao TINA e testes
comportamentais.

e Grupo 4: Camundongos machos submetidos ao TINA e testes
comportamentais

Figura 8. Delineamento experimental do experimento 2. Os animais sao expostos a 10
dias de testemunho de derrota social (ETDS) ou testemunho de interagdo ndo agressiva
(TINA). Permanecem no biotério por 28 dias, no DPN 59 sdo submetidos a mais uma
sessdo de ETDS ou TINA (gatilho), no DPN 60 passam pelo teste de interacdo social
(TIS), e no DPN 61, é realizado o labirinto em cruz elevado (LCE) e duas horas depois o0
teste de campo aberto (CA).
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Fonte: icones adaptados de “Editable Icons - Mouse Housing & Equipment”. Fonte:
Adaptado de BioRender.com, 2024.

4.8 Analise estatistica.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o software estatistico IBM. SPSS
Statistics (versao 28.0) (IBM Corp., 2021). Os graficos foram criados no software
GraphPad Prism 7 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA-EUA). O nivel de
significancia estatistica foi estabelecido em a = 0,05 para todas as analises. Para
todos os resultados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo
dos dados e o teste de Levene, para avaliar a homogeneidade das variancias entre
grupos.

Para as medidas contempladas no labirinto em cruz elevado (LCE), campo
aberto (CA), e razao de interacao (RI), foi aplicado o teste t de Student para amostras

independentes em casos de distribuicdo normal nos resultados. Quando as variancias
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nao eram homogéneas, foi realizado um teste t com correcdo de Welch. Se os
pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias ndo eram atendidos,
foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para amostras independentes.

Para o teste de interacdo social (TIS) foram considerados 2 fatores, condicéo
(F1; TINA ou ETDS), e sesséo (F2, sem alvo, com alvo) para a analise da zona de
interacdo (ZI) e na zona de afastamento (ZA). A analise dos resultados foi feita
mediante uma ANOVA de duas vias de medidas repetidas, em casos de significancia,
foi seguida de testes de comparacGes multiplas/post hoc (teste de Sidak). Em casos
onde os pressupostos de normalidade ndo foram cumpridos, foi realizada uma
ANOVA néo paramétrica de medidas repetidas com o teste de Friedman, em casos
de significancia, foram conduzidos testes post hoc: (i) teste de Wilcoxon Signed-Rank
para analisar amostras pareadas (TINA sem alvo -TINA com alvo; ETDS sem alvo -
ETDS com alvo), (i) teste de Mann-Whitney para comparar combinacdes das
amostras independentes (ETDS com alvo - TINA com alvo; ETDS sem alvo - TINA
com alvo; ETDS sem alvo - TINA sem alvo; ETDS com alvo e TINA sem alvo).
4.9 Etica

Todos os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram conduzidos
de acordo com os principios éticos do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
local (CEUA/FCF/CAr: 23/2022).
5 RESULTADOS
5.1 Experimento 1:
5.1.1 Teste de interacao social (TIS)
5.1.1.1 Machos
5.1.1.1.1 Zona de interagéo

Foi realizada uma analise de variancia de medidas repetidas de dois fatores,
condicédo (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2, sem alvo, com alvo). Todos os dados
tiveram uma distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
variancias no teste de Levene. O nivel de significancia foi estabelecido em a = 0,05.
Os resultados indicaram que n&o houve interagcao significativa entre a condicdo e a
sessao (P =0,6063), a condi¢cao por si so nao foi significativa (P = 0,7684). No entanto,
houve um efeito significativo da sessdao (P = 0,0030). O teste de mudltiplas
comparacdes de Sidak revelou uma diferenca significativa entre "sem alvo" e "com
alvo" para a condicéao TINA (P = 0,0242), mas nao para ETDS (P = 0,1143). A Figura
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9A mostra o efeito do ETDS sob o tempo na zona de interagdo para camundongos
machos de 56-70 DPN.
5.1.1.1.2 Zona de afastamento

Foram considerados dois fatores para a analise do tempo gasto na zona de
afastamento: condi¢cdo (F1; TINA ou ETDS) e sessédo (F2; sem alvo, com alvo). Os
resultados do teste de Shapiro-Wilk indicam que os grupos TINA (p = 0.005) e ETDS
(p =0.023) com alvo ndo seguem uma distribuicdo normal, enquanto as variaveis TINA
(p = 0,166) e ETDS (p = 0,320) sem alvo seguem uma distribuicdo normal. Portanto,
foram aplicados testes ndo paramétricos para a andlise estatistica.

Foi realizada uma anova ndo paramétrica com o teste de Friedman. Os
resultados indicam que nao héa diferenca significativa entre os fatores sem alvo e com
alvo para o grupo TINA e ETDS (x? (3) = 4.20, p = 0,241). A Figura 9B mostra o efeito
do ETDS sob o tempo na zona de afastamento para camundongos machos de 56-70
DPN.
5.1.1.1.3 Razéo de interacao

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, com os
resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p = 0.460) e ETDS (p = 0.945),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi verificada
utilizando o teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0,155). Com base nisso, foi aplicado o teste t de Student, que néo
revelou diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M =
1,701) e ETDS (M =1,383),t=1,041, p = 0,3094. (Figura 9C).

Figura 9. Efeito do ETDS sob comportamentos de interacdo social no TIS em machos de
56-70 DPN. Tamanho das amostras: TINA (n = 12), ETDS (n = 12). # diferengas
significativas na condigdo INA sem alvo comparada com INA com alvo na ZI. A). Tempo
gasto na zona de interagcédo (s). B) Tempo gasto na zona de afastamento (S). As caixas
representam o intervalo interquartil (Q1 a Q3), e as linhas horizontais dentro das caixas
representam a mediana, os bigodes se estendem aos valores minimos e maximos. C)
Razao de interacdo (Razao de Interacao (Rl)=tempo na zona de Interacdo sem alvo/tempo
na zona de interagdo com alvo). As barras representam a média e pontos de dispersao de
cada um dos grupos.
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5.1.1.2 Fémeas
5.1.1.2.1 Zona de interagéo

Foi realizada uma analise de variancia de medidas repetidas de dois fatores,
condicao (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2; sem alvo, com alvo). Todos os dados
tiveram uma distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
variancias no teste de Levene. O nivel de significancia foi estabelecido em a = 0,05.
Os resultados da ANOVA de medidas repetidas de duas vias indicaram que nao houve
interacdo significativa entre F1 e F2 (P = 0,310), o fator condi¢cao por si sé nao foi
significativo (P = 0,617). No entanto, houve um efeito significativo da sesséo (P =
0,002). O teste de multiplas comparacgdes de Sidak revelou uma diferenca significativa
entre "sem alvo" e "com alvo" para a condicdo ETDS (P = 0,027), mas ndo para TINA
(P =0, 299). A Figura 10A mostra o efeito do ETDS sob o tempo na zona de interacao
para camundongos fémeas de 56-70 DPN.
5.1.1.2.2 Zona de afastamento

Foram considerados dois fatores para a analise do tempo gasto na zona de
afastamento: condicdo (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2; sem alvo, com alvo). Os
resultados do teste de Shapiro-Wilk indicam que os grupos TINA (p = 0.032) e ETDS
(p =0.002) com alvo ndo seguem uma distribuicdo normal, enquanto as variaveis TINA
(p = 0.555) e ETDS (p = 0.685) sem alvo seguem uma distribuicdo normal. Portanto,
foram aplicados testes ndo paramétricos para a analise estatistica.

Foi realizada uma anova nao paramétrica com o teste de Friedman. Os
resultados nao indicaram diferenca significativa entre as condigcbes sem alvo e com
alvo no grupo TINA e no ETDS (x* (3) = 5.100, p = 0.165). A Figura 10B mostra o
efeito do ETDS sob o tempo na zona de afastamento para camundongos fémeas de
56-70 DPN.
5.1.1.2.3 Razéo de interacéao

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, com os
resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p = 0.196) e ETDS (p = 0.639),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi verificada
utilizando o teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0, 660). Com base nisso, foi aplicado o teste t de Student, que n&o
revelou diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M =
1, 255) e ETDS (M = 1,541), t = 1,311, p = 0,202. (Figura 10C).



29

Figura 10. Efeito do ETDS sob comportamentos de interacdo social no TIS em fémeas de
56-70 DPN. Tamanho das amostras: TINA (n = 14), ETDS (n = 12). # diferengas
significativas na condicdo ETDS sem alvo compara com ETDS com alvo na ZI. A). Tempo
gasto na zona de interacéo (s). B) Tempo gasto na zona de afastamento (s). As caixas
representam o intervalo interquartil (Q1 a Q3), e as linhas horizontais dentro das caixas
representam a mediana, os bigodes se estendem aos valores minimos e maximos. C)
Razéo de interacdo (Razéo de Interacdo (Rl)=tempo na zona de Interacdo sem alvo/tempo
na zona de interacdo com alvo). As barras representam a média e pontos de dispersdo de
cada um dos grupos (:tEPM).
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5.1.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)
5.1.2.1 Machos
5.1.2.1.1 Entradas em bragos fechados

Inicialmente, foi avaliada a normalidade dos dados utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Os resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,0923) e
ETDS (p = 0,1087), seguem uma distribuicdo normal, jA que os valores de p foram
superiores ao nivel de significAncia de 0,05. A homoscedasticidade foi avaliada
através do teste de Levene, que revelou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0,6372), com um valor de p superior a 0,05. Foi realizado um teste
t de amostras independentes, o qual indicou que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 16,50, DP = 6,86) e ETDS (M =
14,25, DP =5,64), t(22) = 0,8211, p = 0,4204, IC 95% [-7,933 a 3,433]. Assim, o efeito
do ETDS em camundongos machos de 56-70 dias pds-natal (DPN) no numero de
entradas nos bracgos fechados do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Figura 11A) n&o
apresentou diferencas significativas.
5.1.2.1.2 %Entradas em bracos abertos

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando-se o teste de Shapiro-

Wilk. Os resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,4864) e ETDS (p =
0,2659), seguem uma distribuicdo normal. A homoscedasticidade foi avaliada através

do teste de Levene, que revelou que as variancias dos dois grupos sao homogéneas
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(p = 0,6459). Foi realizado um teste t de amostras independentes, o qual indicou que
ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA
(M =42,50, DP = 18,77) e ETDS (M = 40,39, DP = 22,55), t (22) = 0,2503, p = 0,8047,
IC 95% [-17,09 a 12,87]. O efeito do ETDS em camundongos machos de 56-70 dias
pés-natal (DPN) na porcentagem de entradas nos bracos abertos no Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) (Figura 11B) n&o apresentou diferencas significativas.
5.1.2.1.3 %Tempo bracos abertos

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,9081) e ETDS (p = 0,4389),
seguem uma distribuicdo normal, ja que os valores de p foram superiores ao nivel de
significancia de 0,05. A homoscedasticidade foi avaliada através do teste de Levene,
gue revelou que as variancias dos dois grupos sdo homogéneas (p = 0,9356), com
um valor de p superior a 0,05. Foi realizado um teste t de amostras independentes, o
qual indicou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias
dos grupos TINA (M = 27,58, DP = 15,83) e ETDS (M = 24,68, DP = 17,05), t (22) =
0,5934, p=0,5590, IC 95% [-8,13 a 14,68]. Assim, o efeito do ETDS em camundongos
machos de 56-70 dias pds-natal (DPN) na porcentagem de tempo no Labirinto em
Cruz Elevado (LCE) (Figura 11C) n&o apresentou diferengas significativas.

Figura 11. Auséncia de efeitos do ETDS sob comportamentos relacionados com
ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE) em machos de 56-70 DPN. Tamanho das
amostras: TINA (n = 12), ETDS (n = 12). As barras representam a média e pontos de
dispersédo de cada um dos grupos (tEPM). A) nimero de entradas nos bracos fechados,
B) porcentagem de entradas nos bragos abertos, C) porcentagem de tempo nos bracos
abertos.
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5.1.2.2 Fémeas
5.1.2.2.1 Entradas em bragos fechados

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados mostraram que ambos os grupos, TINA (p = 0,2660) e ETDS (p = 0,0872),

seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada pelo



31

teste de Levene, que indicou que as variancias dos dois grupos ndo séo homogéneas
(p = 0,0021), com um valor de p inferior a 0,05. Devido a falta de homogeneidade das
variancias, foi realizado o teste t com correcao de Welch, o qual revelou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos TINA (M = 16,36, DP = 2,34)
e ETDS (M = 18,33, DP =6,21), t = -1,0292, p = 0,3210. Portanto, o efeito do ETDS
em camundongos fémeas de 56-70 DPN n&o mostrou diferengas significativas no
namero de entradas nos bracos fechados do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Figura
12A).
5.1.2.2.2 % Entradas em bragos abertos

Foi avaliada a normalidade dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,3670) e ETDS (p = 0,4684),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi avaliada
através do teste de Levene, que revelou que as variancias dos dois grupos séo
homogéneas (p = 0,1438), com um valor de p superior a 0,05. Foi realizado um teste
t de amostras independentes, o qual indicou que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 24,61 DP = 1,725) e ETDS (M =
27,63, DP = 1,862), t = -0,4667, p = 0,6449. Portanto, o efeito do ETDS em
camundongos fémeas de 56-70 DPN nao mostrou diferengas significativas na
porcentagem de entradas nos bracos abertos do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
(Figura 12B).
5.1.2.2.3 % tempo em bracos abertos

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,4995) e ETDS (p = 0,8849),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi avaliada
através do teste de Levene, que revelou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0,6132), com um valor de p superior a 0,05. Foi realizado um teste
t de amostras independentes, o qual indicou que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 26,51, DP = 1,240) e ETDS (M =
23,48, DP =1,338), t=0,6518, p = 0,5207. Assim, o efeito do ETDS em camundongos
fémeas de 56-70 DPN nao mostrou diferencas significativas na porcentagem de tempo
nos bragos abertos do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Figura 12C).
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Figura 12. Auséncia de efeitos do ETDS sob comportamentos relacionados com
ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE) em camundongos fémeas de 56-70 DPN.
Tamanho das amostras: TINA (n = 14), ETDS (n = 12). As barras representam a média e
pontos de dispersédo de cada um dos grupos (tEPM). A) numero de entradas nos bragos
fechados, B) porcentagem de entradas nos bracos abertos, C) porcentagem de tempo nos
bracos abertos.
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5.1.3 Campo aberto (CA)
5.1.3.1 Machos
5.1.3.1.1 Tempo no centro

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados mostraram que o grupo TINA ndo segue uma distribuicdo normal (p =
0,004), enquanto o grupo ETDS segue uma distribuicdo normal (p = 0,596). A
homogeneidade das variancias foi analisada pelo teste de Levene, que indicou que as
variancias dos dois grupos ndo sdo homogéneas (p = 0,0366), com um valor de p
inferior a 0,05. Devido a ndo normalidade dos dados do grupo TINA e a falta de
homogeneidade das variancias, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Os resultados néo revelaram diferenca estatisticamente significativa entre as
medianas dos grupos TINA e ETDS, com W = 63000 e p =0,630 Por tanto, o efeito do
ETDS em camundongos machos de 56-70 dias DPN no tempo gasto no centro do
campo aberto (CA) (Figura 13A) ndo apresentou diferencas significativas.
5.1.3.1.2 Distancia no centro

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos grupos, TINA (p = 0,199) e ETDS (p = 0,356),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada pelo
teste de Levene, que indicou que as variancias dos dois grupos sdo homogéneas (p
= 0,349). Foi realizado um teste t de amostras independentes, o qual indicou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos TINA (M = 1,421) e
ETDS (M =1,507),t=0,3270, p =0,746. O efeito do ETDS em camundongos machos
de 56-70 dias DPN na distancia no centro do campo aberto (CA) (Figura 13B) nao

apresentou diferencas significativas.
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5.1.3.1.3 Tempo na periferia

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados mostraram que o grupo TINA ndo segue uma distribuicdo normal (p =
0,004), enquanto o grupo ETDS segue uma distribuicdo normal (p = 0,596). A
homogeneidade das variancias foi analisada pelo teste de Levene, que indicou que as
variancias dos dois grupos sao homogéneas (p = 0,111). Devido a ndo normalidade
dos dados do grupo TINA, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os
resultados ndo revelaram diferenca estatisticamente significativa entre as medianas
dos grupos TINA e ETDS, com W =81.000 e p =0,630. Portanto, o efeito do ETDS em
camundongos machos de 56-70 dias DPN no tempo gasto na periferia no campo
aberto (CA) (Figura 13C) nao apresentou diferencas significativas.
5.1.3.1.4 Distancia percorrida na periferia

A normalidade dos dados foi avaliada atraveés do teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,5577) e ETDS (p = 0,3210),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi verificada
utilizando o teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0,7453). Foi aplicado o teste t de Student, que n&o revelou diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 15,24, DP =
13,65) e ETDS (M = 14,65, DP = 7,01), t = 0,3054, p = 0,7629. Assim, o efeito do
ETDS em camundongos machos de 56-70 dias DPN na distancia percorrida na
periferia no CA (Figura 13D) ndo apresentou diferencas significativas.
5.1.3.2 Fémeas
5.1.3.2.1 Tempo no centro

A normalidade dos dados foi avaliada usando o teste de Shapiro-Wilk, e os
resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,6680) e ETDS (p = 0,7408),
apresentam distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi testada pelo
teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos séo homogéneas (p
= 0,2667). Aplicou-se o teste t de Student para comparar as médias, que nédo revelou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos TINA (M = 12,46) e ETDS (M
=12,81), comt=0,1402 e p = 0,8897. Assim, ndo houve diferengas significativas no
tempo gasto no centro entre os camundongos fémeas de 56-70 DPN expostos a ETDS
(Figura 14A).
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Figura 13. Auséncia de efeitos do ETDS sob comportamentos relacionados com ansiedade
no campo aberto (CA) em machos de 56-70 DPN. Tamanho das amostras: TINA (n = 12),
ETDS (n = 12). A) Tempo no centro (s) B) Distancia percorrida no centro (m), C) Tempo na
periferia (S). As caixas representam o intervalo interquartil (Q1 a Q3), e as linhas horizontais
dentro das caixas representam a mediana, os bigodes se estendem aos valores minimos e
méaximos, D) Distancia percorrida na periferia (m). As barras representam a média e pontos
de dispersao de cada um dos grupos (tEPM).
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5.1.3.2.2 Distancia no centro

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos grupos, TINA (p = 0, 084) e ETDS (p = 0, 201),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada pelo
teste de Levene, que indicou que as variancias dos dois grupos sdo homogéneas (p
=0,754). Foi realizado um teste t de amostras independentes, o qual indicou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos TINA (M = 1,343) e
ETDS (M =1,333),t=0,029, p = 0,846. O efeito do ETDS em camundongos fémeas
de 56-70 dias DPN na distancia no centro do campo aberto (CA) (Figura 14B) néo
apresentou diferencas significativas.
5.1.3.2.3 Tempo na periferia

A normalidade dos dados foi avaliada usando o teste de Shapiro-Wilk, e os
resultados indicaram que ambos os grupos, TINA (p = 0,670) e ETDS (p = 0,735),

apresentam distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi testada pelo
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teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos séo homogéneas (p
= 0,335). Aplicou-se o teste t de Student para comparar as médias, que néo revelou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos TINA (M = 287,5) e ETDS (M
= 287,1), comt = 0,141 e p = 0,889. Assim, ndo houve diferencas significativas no
tempo gasto no centro entre os camundongos fémeas de 56-70 DPN expostos a ETDS
(Figura 14C).
5.1.3.2.4 Distancia percorrida na periferia

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, com os
resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p = 0.1025) e ETDS (p = 0.2557),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi verificada
utilizando o teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0,2026). Com base nisso, foi aplicado o teste t de Student, que nao
revelou diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M =
17,51) e ETDS (M =17,34),t =0,07761, p = 0,9388. Dessa forma, o efeito do ETDS
em camundongos fémeas de 56-70 DPN nédo apresentou diferencas significativas na

distancia percorrida na periferia (Figura 14D).

Figura 14. Auséncia de efeitos do ETDS sob comportamentos relacionados com
ansiedade no campo aberto (CA) em fémeas de 56-70 DPN. Tamanho das amostras:
TINA (n = 14), ETDS (n = 12). As barras representam a média e pontos de disperséo de
cada um dos grupos (tEPM). A) Tempo no centro (s) B) Distancia percorrida no centro,
C) Distancia percorrida na periferia (m).
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5.2 Experimento 2.
5.2.1 Teste de interacao social (TIS)
5.2.1.1 Machos
5.2.1.1.1 Zona de interagéao

Foram considerados dois fatores para a analise do tempo gasto na zona de
afastamento: condi¢céo (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2; sem alvo, com alvo). Os
resultados do teste de Shapiro-Wilk indicam que os grupos TINA sem alvo (p =0.673),
ETDS sem alvo (p = 0,100) e TINA com alvo (p = 0,578) seguem uma distribuicédo
normal, enquanto o grupo ETDS com alvo (p = 0,032) ndo segue uma distribuicao
normal. Portanto, foram aplicados testes ndo paramétricos para a analise estatistica.

Para a analise dos dados foi realizada uma ANOVA ndo paramétrica de
medidas repetidas utilizando o teste de Friedman. Os resultados indicaram uma
diferenca significativa entre F1 e F2 (x*(3)=19.300, p<0,001). Testes post-hoc foram
conduzidos usando o teste de Wilcoxon Signed-Rank para comparacdes pareadas
dentro dos grupos TINA e ETDS, revelando diferencas significativas entre TINA sem
alvo e TINA com alvo (Z=-2.981, p=0,003), no entanto ndo mostrou diferenca entre
ETDS sem alvo e ETDS com alvo (Z=-3.059, p=0,209). Além disso, foi aplicado o
teste de Mann-Whitney para comparacdes independentes entre os grupos. Os
resultados ndo mostraram diferencas significativas entre ETDS sem alvo e TINA sem
alvo (U=55, p=0,3408), ETDS com alvo e TINA com alvo (U=59, p=0.4705), ETDS
sem alvo e TINA com alvo (U=43, p=0,0999), e ETDS com alvo e TINA sem alvo
(U=75, p=0,8852). A figura 15A mostra o efeito do ETDS sob o tempo na zona de
interacdo para camundongos machos de 21-31 DPN.
5.2.1.1.2 Zona de afastamento

Foram considerados dois fatores para a analise do tempo gasto na zona de
afastamento: condicdo (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2; sem alvo, com alvo). Os
resultados do teste de Shapiro-Wilk indicam que os grupos TINA sem alvo (p = 0,251),
ETDS sem alvo (p = 1,000) e ETDS com alvo (p = 0,079) seguem uma distribuicdo
normal, enquanto o grupo e TINA com alvo (p = 0,048) ndo segue uma distribuicao
normal. Portanto, foram aplicados testes ndo paramétricos para a analise estatistica.

Foi realizada uma ANOVA néo paramétrica de medidas repetidas utilizando o
teste de Friedman para a andlise dos dados. Os resultados indicaram uma diferenca
significativa entre F1 e F2 (x*(3)= 11.218, p=0,011). Testes post-hoc foram conduzidos

usando o teste de Wilcoxon Signed-Rank para comparagcfes pareadas dentro dos
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grupos TINA e ETDS, revelando diferengas significativas entre TINA sem alvo e TINA
com alvo (Z=-2.904, p=0,004), no entanto ndo mostrou diferenga entre ETDS sem
alvo e ETDS com alvo (Z=-1.098, p=0,272). Para comparag¢des independentes entre
F1 e F2 foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Os resultados mostraram diferencas
significativas entre ETDS com alvo e TINA com alvo (U=4.0, p=0,007), ETDS sem alvo
e TINA com alvo (U=2.0, p=0,013), e diferencas nao significativas para ETDS sem
alvo e TINA sem alvo (U=9.0, p=0,954), ETDS com alvo e TINA sem alvo (U=18.0,
p=0,248). A figura 15B mostra o efeito do ETDS sob o tempo na zona de afastamento
para camundongos machos de 21-31 DPN.
5.2.1.1.3 Razéo de interacéao

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, os
resultados indicam que o grupo TINA (p = 0,650) segue uma distribuicdo normal.
Porém, o grupo ETDS (p = 0,029) néo tem distribuicdo normal. A homogeneidade das
variancias foi verificada utilizando o teste de Levene, que mostrou que as variancias
dos dois grupos sdo homogéneas (p = 0, 760). Com base nisso, foi aplicado o teste
de Mann-Whitney para dados no paramétricos de amostras independentes. Os
resultados n&o revelaram diferenca estatisticamente significativa entre o grupo TINA
e ETDS (W = 78000, p=0,751). (Figura 15C).

Figura 15. Efeito do ETDS sob comportamentos de intera¢éo social no TIS em machos de
21-31 DPN. Tamanho das amostras: TINA (n = 12), ETDS (n = 12). # diferencas
significativas na condicdo INA sem alvo comparada com INA com alvo ZI e ZA, **p
diferencas significativas na condicdo ETDS com alvo comparada com INA com alvo na ZA.
A). Tempo gasto na zona de interacéo (s). B) Tempo gasto na zona de afastamento (s). C)
Razao de interacdo (Razao de Interacao (Rl)=tempo na zona de Interagdo sem alvo/tempo
na zona de interagdo com alvo). As caixas representam o intervalo interquartil (Q1 a Q3), e
as linhas horizontais dentro das caixas representam a mediana, 0s bigodes se estendem
aos valores minimos e maximos.
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5.2.1.2 Fémeas
5.2.1.2.1 Zona de interagéo

Foi realizada uma analise de variancia de medidas repetidas de dois fatores,
condicao (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2, sem alvo, com alvo). Todos os dados
tiveram uma distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
variancias no teste de Levene. Os resultados indicaram que ndo houve interacéo
significativa entre F1 e F2 (P = 0,152), o fator condicdo por si s6 ndo foi significativo
(P = 0, 807), e também n&o houve um efeito significativo da sessao (P = 0,168). A
figura 16A mostra o efeito do ETDS sob o tempo na zona de interagcdo para
camundongos fémeas de 21-31 DPN.
5.2.1.2.2 Zona de afastamento

Foi realizada uma analise de variancia de medidas repetidas de dois fatores,
condicédo (F1; TINA ou ETDS) e sessao (F2, sem alvo, com alvo). Todos os dados
tiveram uma distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
variancias no teste de Levene. Os resultados indicaram que houve interacéo
significativa entre F1 e F2 (P = 0, 021), o fator condic&o por si s6 nao foi significativo
(P =0,522), do mesmo jeito que a sessédo (P = 0,399) também nao teve significancia.
O teste de multiplas comparacdes de Sidak revelou uma diferenca significativa entre
"sem alvo" e "com alvo" para a condi¢ao TINA (P = 0,048), mas nao para ETDS (P =
0, 467). A figura 16B mostra o efeito do ETDS sob o tempo na zona de interacdo para
camundongos fémeas de 21-31 DPN.
5.2.1.2.3 Razéo de interacéao

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, os
resultados indicam que ambos os grupos TINA (p =0.650) e ETDS (p = 0,029) seguem
uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi verificada utilizando o
teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sdéo homogéneas (p
= 0,979). Com base nisso, foi aplicado um teste t de amostras independentes. Os
resultados nao revelaram diferenca estatisticamente significativa entre o grupo TINA
e ETDS (t=1.447, p = 0,163). A Figura 16C mostra o efeito do ETDS sob a razéao de
interacdo para camundongos fémeas de 21-31 DPN.
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Figura 16. Efeito do ETDS sob comportamentos de interagéo social no TIS em fémeas de
21-31 DPN. Tamanho das amostras: TINA (n = 12), ETDS (n = 11). # diferencas significativas
na condicdo TINA sem alvo compara com TINA com alvo na ZA. A). Tempo gasto na zona
de interagéo (s). B) Tempo gasto na zona de afastamento. C) Razéo de interagao (Razéo de
Interacdo (RI)=tempo na zona de Interacao sem alvo/tempo na zona de interacdo com alvo).
As barras representam a meédia e pontos de dispersao de cada um dos grupos (zEPM).

>
os]
@)

150 Semalvo [l Com alvo 60 Semalvo [l Com alvo 4
40 # /
1

: %ﬁ 18 @

TINA ETDS TINA ETDS

Tempo ZI (s)

o
o
1
Tempo ZA (s)

Razé&o de interagdo
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5.2.2.1 Machos
5.2.2.1.1 Entradas em bragos fechados

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p =0.6781) e ETDS (p = 0.7953),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada
utilizando o teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0,8237). Foi aplicado o teste t de Student, que ndo revelou diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 16,55) e ETDS
(M = 19,45), t = 0,9400, p = 0,3584. A figura 17A mostra a auséncia de efeitos do
ETDS em camundongos machos de 21-31 DPN no numero de entradas nos bracos
fechados do Labirinto em Cruz Elevado (LCE).
5.2.2.1.2 % Entradas em bracos abertos

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
0s resultados mostrando que ambos os grupos, TINA (p = 0.5429) e ETDS (p =
0.9338), seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi
analisada com o teste de Levene, que indicou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0.3348). Aplicou-se o teste t de Student, que ndo revelou diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 24,48) e ETDS
(M = 18,97), t = 1.065, p = 0.2994. Portanto, o efeito do ETDS em camundongos
machos de 21-31 DPN n&o mostrou diferencas significativas na porcentagem de

entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (figura 17B).
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5.2.2.1.3 % Tempo em bragos abertos

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p =0.3927) e ETDS (p = 0.7149),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi verificada
através do teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos séo
homogéneas (p = 0.1923). Foi aplicado o teste t de Student, que ndo revelou diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 11,12) e ETDS
(M =6,691), t = 1,551, p = 0,1366. Portanto, o efeito do ETDS em camundongos
machos de 21-31 DPN n&o mostrou diferencas significativas na porcentagem de

tempo nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (Figura 17C).

Figura 17. Auséncia de efeitos do ETDS sob comportamentos relacionados com ansiedade
no labirinto em cruz elevado (LCE) em camundongos machos de 21-31 DPN. Tamanho das
amostras: TINA (n = 11), ETDS (n = 11). As barras representam a média e pontos de
dispersdo de cada um dos grupos (xEPM). A) numero de entradas nos bracos fechados, B)
porcentagem de entradas nos bragos abertos, C) porcentagem de tempo nos bracos abertos.
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5.2.2.2 Fémeas
5.2.2.2.1 Entradas bracos fechados

A normalidade dos dados verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com os
resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p = 0.3445) e ETDS (p = 0.3055),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada
utilizando o teste de Levene, que revelou que as variancias dos dois grupos sao
homogéneas (p = 0.3536). Foi aplicado o teste t de Student, que revelou uma
diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 21,92)
e ETDS (M = 16,00), t = 2,103, p = 0,0471. Portanto, o efeito do ETDS em
camundongos fémeas de 21-31 DPN mostrou uma diferenga significativa no nimero

de entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado (Figura 18A).
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5.2.2.2.2 % entradas em bracos abertos

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p =0.0852) e ETDS (p = 0.3052),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada
utilizando o teste de Levene, que revelou que as variancias dos dois grupos séao
homogéneas (p = 0.1507). Foi aplicado o teste t de Student, que ndo revelou diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos TINA (M = 18,53) e ETDS
(M = 22,09), t = 0,6076, p = 0,5497. Portanto, o efeito do ETDS em camundongos
fémeas de 21-31 DPN n&o apresentou diferencas significativas na porcentagem de
entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (Figura 18B).
5.2.2.2.3 % tempo bracos abertos

Foi avaliada a normalidade dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk, os
resultados indicam que o grupo TINA segue uma distribuicdo normal (p = 0.3051),
enquanto o grupo ETDS n&o segue uma distribuicdo normal (p = 0.0212). A
homogeneidade das variancias foi verificada através do teste de Levene, que mostrou
gue as variancias dos dois grupos nao sdo homogéneas (p = 0.0394). Devido a nao
normalidade dos dados do grupo TINA e a heterogeneidade das variancias, foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados revelaram que ndo
hé& diferencas significativas entre TINA e ETDS, W = 72000 e p = 0,735. Portanto, o
efeito do ETDS em camundongos fémeas de 21-31 DPN néo apresentou diferencas
significativas na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz

elevado (Figura 18B).

Figura 18. Efeito do ETDS sob comportamentos relacionados com ansiedade no labirinto em
cruz elevado (LCE) em camundongos fémeas de 21-31 DPN. *p = 0,0471 em comparacao
com o grupo TINA. Tamanho das amostras: TINA (n = 12), ETDS (n = 12). A) nimero de
entradas nos bracos fechados, B) porcentagem de entradas nos bracos abertos. As barras
representam a média e pontos de disperséo de cada um dos grupos (xEPM). C) porcentagem
de tempo nos bragos abertos. As caixas representam o intervalo interquartil (Q1 a Q3), e as
linhas horizontais dentro das caixas representam a mediana, 0os bigodes se estendem aos
valores minimos e maximos.
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5.2.3 Campo aberto (CA)
5.2.3.1 Machos
5.2.3.1.1 Tempo no centro

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que o grupo TINA (p = 0.915), e o grupo ETDS (p = 0.536)
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi avaliada pelo
teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos sao homogéneas (p
= 0.056). Foi feito um teste t de amostras independentes. Os resultados revelaram
uma diferenga estatisticamente significativa entre as meédias dos grupos TINA (M =
8,727) e ETDS (M = 15,64), com t = -2.2688 e p = 0,012, indicando que a variacdo do
tempo gasto no centro no campo aberto (CA) de camundongos machos de 21-31 DPN
pode estar influenciada devido a exposicao precoce ao ETDS (ver figura 18A).
5.2.3.1.2 Distancia no centro

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos grupos, TINA (p = 0,429) e ETDS (p = 0,529),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada pelo
teste de Levene, que indicou que as variancias dos dois grupos sdao homogéneas (p
= 0,311). Foi realizado um teste t de amostras independentes, o qual indicou uma
tendencia de significancia entre os grupos TINA (M = 1,421) e ETDS (M = 1,507), t =
1,853, p =0,078. O efeito do ETDS em camundongos machos de 21-31 dias DPN na
distancia no centro do campo aberto (CA) é representado na figura 18B.
5.2.3.1.3 Tempo na periferia

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que o grupo TINA (p = 0.915), e o grupo ETDS (p = 0.712)
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi avaliada pelo
teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos nao sdao homogéneas
(p = 0,043). Foi feito um teste t de amostras independentes com correcao de Welch.
Os resultados revelaram uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias
dos grupos TINA (M = 284,42) e ETDS (M = 291,87), comt = -2.885 e p = 0,010,
indicando que a variagcdo do tempo gasto na periferia no campo aberto (CA) de
camundongos machos de 21-31 DPN pode estar influenciada devido a exposi¢cao

precoce ao ETDS (ver figura 18C).
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5.2.3.1.4 Distancia percorrida na periferia

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que ambos os grupos, TINA (p =0,9317) e ETDS (p = 0,9273),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi avaliada pelo
teste de Levene, que mostrou que as variancias dos dois grupos séo homogéneas (p
= 0,6851). Foi aplicado o teste t de Student, os resultados indicam uma tendéncia de
significancia entre as médias dos grupos TINA (M = 18,86) e ETDS (M = 16,20), t =
1,882, p = 0,0737. Isso pode sugerir um efeito do ETDS em camundongos machos de
21-31 DPN na distancia percorrida na periferia no teste do campo aberto (CA) (ver

| Figura 18. Efeito do ETDS sob comportamentos relacionados com ansiedade no campo
aberto (CA) em camundongos machos de 21-31 DPN. *p = 0,012, 0,010 significa
significancia estatistica com o grupo TINA. p = 0,07 representa tendencia de significancia
em comparacdo com o grupo TINA. Tamanho das amostras: TINA (n = 13), ETDS (n =
10). As barras representam a média e pontos de dispersdo de cada um dos grupos
(xEPM). A) tempo no centro (s) B) distancia percorrida no centro (m), C) tempo na periferia
(s), D) distancia percorrida na periferia (m).
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5.2.3.2 Fémeas
5.2.3.2.1 Tempo no centro

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que o grupo TINA ndo segue uma distribuicdo normal (p =
0,021), enquanto o grupo ETDS segue uma distribuicdo normal (p = 0,572). A
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homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de Levene, que mostrou que as
variancias dos dois grupos ndo sao homogéneas (p = 0,0375). Devido a nédo
normalidade dos dados do grupo TINA e a heterogeneidade das variancias, foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados revelaram uma
tendéncia de significancia no tempo no centro no teste de campo aberto (CA) entre as
medianas dos grupos TINA e ETDS, com W = 36,500 e p = 0,074 de camundongos
fémeas de 21-31 DPN expostos ao ETDS (Figura 19A).
5.2.3.2.2 Distancia no centro

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ambos grupos, TINA (p = 0,508) e ETDS (p = 0,363),
seguem uma distribuicdo normal. A homogeneidade das variancias foi analisada pelo
teste de Levene, que indicou que as variancias dos dois grupos ndo sao homogéneas
(p = 0,015). Devido a auséncia de homogeneidade nas variancias foi realizado um
teste t de amostras independentes com corre¢cdo de Welch, o qual indicou uma
diferencia significativa entre os grupos TINA (M = 1,117) e ETDS (M = 1,819), t = -
2,660, p = 0,016. O efeito do ETDS em camundongos fémeas de 21-31 dias DPN na
distancia no centro do campo aberto (CA) é representado na figura 19B.
5.2.3.2.3 Tempo na periferia

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, com
os resultados indicando que o grupo TINA ndo segue uma distribuicdo normal (p =
0,001), enquanto o grupo ETDS segue uma distribuicdo normal (p = 0,572). A
homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de Levene, que mostrou que as
variancias dos dois grupos sao homogéneas (p = 0,535). Devido a ndo normalidade
dos dados do grupo TINA, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os
resultados revelaram que néo ha diferencia significativa no tempo na periferia no teste
de campo aberto (CA) entre os grupos TINA e ETDS, com W = 95,500 e p = 0,184 de
camundongos fémeas de 21-31 DPN expostos ao ETDS (Figura 19C).
5.2.3.2.4 Distancia percorrida na periferia

Foi verificada a normalidade dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk, os
resultados indicam que o grupo TINA n&o segue uma distribuigdo normal (p = 0,027),
enquanto o grupo ETDS segue uma distribuicdo normal (p =0,991). A homogeneidade
das variancias foi avaliada pelo teste de Levene, que mostrou que as variancias dos
dois grupos sao homogéneas (p= 0,8324). Devido a ndo normalidade dos dados do

grupo TINA, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados n&o
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revelaram diferenca estatisticamente significativa entre as medianas dos grupos TINA
e ETDS, com W =49000 e p = 0,316 de camundongos fémeas de 21-31 DPN expostos

ao ETDS na distancia percorrida na periferia do campo aberto (CA) (Figura 19D).

Figura 19. Efeito do ETDS sob comportamentos relacionados com ansiedade no campo
aberto (CA) em fémeas de -21-31 DPN. Tamanho das amostras: TINA (n = 13), ETDS (n
= 10). *p = 0,016 significa significAncia estatistica com o grupo TINA. p = 0,07 representa
tendencia de significAncia em comparac¢ao com o grupo TINA. A) Tempo no centro (s). B)
Distancia percorrida no centro (m). As barras representam a média e pontos de dispersao
de cada um dos grupos (xEPM). C) Tempo na periferia. D) Distancia percorrida na periferia
(m). As caixas representam o intervalo interquartil (Q1 a Q3), e as linhas horizontais dentro
das caixas representam a mediana, os bigodes se estendem aos valores minimos e
maximos.
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Fonte: Elaboracéo propria.

6 DISCUSSAO

Neste estudo, explorou-se as respostas comportamentais relacionadas a
ansiedade em camundongos machos e fémeas expostos ao modelo de estresse de
testemunho de derrota social (ETDS) em fases de desenvolvimento precoce (21-31
dias poés-natal - DPN) e tardia (56-70 DPN). Para isso, foram conduzidos dois
experimentos distintos para avaliar como essas fases de desenvolvimento influenciam
as respostas a estressores sociais. No primeiro experimento, camundongos adultos
jovens foram submetidos a 10 dias de ETDS ou a um protocolo de interacdo nao
agressiva (TINA) e posteriormente avaliados por meio de testes comportamentais,

como o teste de interacao social (T1S), labirinto em cruz elevado (LCE) e campo aberto
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(CA). No segundo experimento, investigamos os efeitos tardios do ETDS precoce em
camundongos expostos ao estresse entre 21-31 DPN, seguido por um periodo de
recuperacédo de 29 dias, antes de serem submetidos a uma sesséo de gatilho e aos
mesmos testes comportamentais. A analise dos dados revelou diferencas
dependentes da idade e do sexo nas respostas aos testes comportamentais,
fornecendo insights sobre a resiliéncia e 0s mecanismos adaptativos dos
camundongos em resposta ao estresse social.

A exposicdo ao modelo de estresse de testemunho de derrota social (ETDS)
em camundongos machos e fémeas de 56-70 DPN (experimento 1) mostrou
diferencas dependentes do sexo nas medidas de interag&o social no TIS. Somente os
machos do grupo controle mostraram maior interacdo social na presenc¢a de um alvo,
enquanto apenas as fémeas expostas ao ETDS demonstraram um aumento na
interacdo social. Os dados sdo paralelos aos achados no estudo Navarrete et al
(2024), onde camundongos machos e fémeas que foram expostos ao estresse de
testemunho de derrota social, mostraram resultados diferenciais para cada sexo sob
comportamentos sociais. As fémeas mostraram maior busca de recompensa e
motivacdo social ap6s o ETDS em testes de autoadministracdo social, 0 que nao
ocorreu com 0s machos, que nao tiveram diferencas significativas em nenhuma das
condicdes avaliadas de carater social.

Especificamente, os resultados desta pesquisa ressaltam que machos que néo
passaram pelo estresse (grupo controle/TINA) mostraram uma diferenca significativa
na zona de interagéo entre as sessdes sem alvo e com alvo, indicando que os machos
do grupo TINA gastam mais tempo na zona de interacdo social na presenca de um
animal desconhecido. Esses resultados podem ser explicados pelos comportamentos
inatos de curiosidade e exploracado que os roedores machos exibem em ambientes
naturais, interagindo com novos animais para estabelecer hierarquias sociais,
procurar parceiros reprodutivos, afirmar seu dominio social e obter suporte social
(Bicks et al., 2015; Casarrubea et al., 2023). Essas interacbes sao cruciais para a
sobrevivéncia e coesao social; a expressado desses comportamentos pode variar em
funcdo da idade, fatores genéticos/ambientais e experiéncias de estresse (Carnevali
et al., 2020). Assim, os animais do grupo TINA que ndo passaram pelo ETDS parecem
exibir um comportamento biologicamente relevante.

As fémeas (56-70 DPN) mostraram resultados contraditérios com os machos

no TIS, indicando que o grupo que foi exposto a testemunhar as derrotas (ETDS),
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passou mais tempo na zona de interagcdo quando o alvo estava presente (agressor
desconhecido), isso em comparagdo com o grupo controle (TINA). Estudos recentes
indicam que a exposicao a estresse social pode induzir um estado de hipervigilancia
em fémeas, representado por comportamentos de curiosidade e exploracdo para
avaliar e se adaptar ao ambiente ameacador (Ifiguez et al., 2018; Warren et al., 2013;
Navarrete et al., 2024). Nesse sentido, as fémeas que experimentam estresse ao
presenciar situacdes de derrota social podem ajustar seu comportamento para lidar
com as ameacas percebidas. Esse ajuste, amplificado pelo contagio emocional dos
machos derrotados, resulta em uma maior busca por recompensas sociais e maior
motivacao. ISso ocorre porque a percepgao sensorial de uma ameaca sem perigo real
subsequente cria um estado continuo de antecipacdo ao perigo, levando a
mecanismos de enfrentamento diferentes daqueles observados na derrota crénica em
fémeas e machos (Navarrete et al., 2024; Keysers; Gazzola, 2021).

A auséncia de diferencas significativas em outras medidas pode ser atribuida a
complexidade do comportamento social e a especificidade da resposta ao estresse
(Hariri; Holmes, 2015). O comportamento social € multifacetado e pode ndo ser
completamente capturado por uma Unica medida (Joéls; Baram, 2009). As respostas
ao estresse podem ser especificas a certas situacfes ou contextos, e as fémeas
podem ter desenvolvido mecanismos especificos de resiliéncia e adaptacdo que se
manifestam mais claramente em determinadas condi¢des experimentais (Kloet; Joéls;
Holsboer, 2005). Além disso, a percepcao do estresse varia entre individuos devido a
fatores intrinsecos ao estimulo estressante (como duracdo e intensidade) e
intrinsecos ao individuo (como idade, sexo, genética e experiéncias passadas) (Ellis;
Jackson; Boyce, 2006; Novais et al., 2017). Essa variabilidade individual pode explicar
por que as outras medidas ndo apresentaram diferencas significativas, ja que a
mesma condicdo estressante pode ser percebida de maneiras diferentes por cada
animal (Navarrete et al., 2024). A resposta aos eventos estressantes € heterogénea e
sustenta um amplo espectro de mudancas distintas entre os individuos expostos ao
estresse. Varios fatores podem estar subjacentes a uma percepcao diferente dos
estressores e ao estabelecimento de estratégias de enfrentamento distintas, levando
a diferencas individuais na suscetibilidade ou resisténcia ao estresse (Novais et al.,
2017).

Os resultados do experimento 1 mostraram que camundongos machos e

fémeas de 56-70 DPN expostos ao um protocolo estresse de testemunho de derrota
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social (ETDS) por 10 dias ndo apresentaram diferengas significativas comparados
com 0 grupo controle exposto a um protocolo de interagdo n&o agressiva (TINA) em
nenhuma das medidas espaco-temporais convencionais do labirinto em cruz elevado
(LCE), o mesmo ocorreu nas medidas analisadas no campo aberto (CA). A auséncia
de diferencas significativas nas medidas do LCE e do CA pode ser explicada por varios
fatores. Primeiro, os camundongos de 56-70 DPN estdo em uma fase de
desenvolvimento onde o sistema neural é mais maduro e possivelmente mais
resiliente aos efeitos do estresse. A plasticidade cerebral € menor comparada a
camundongos mais jovens, o0 que pode reduzir a sensibilidade as mudancas
comportamentais induzidas pelo estresse (Schneider, 2013; Premachandran et al.,
2020). Além disso, as medidas convencionais de tempo nos bracos abertos e
fechados do LCE e no centro e na periferia do CA podem né&o ser suficientemente
sensiveis para detectar mudancas sutis na ansiedade. Analises mais detalhadas dos
comportamentos, como micro-movimentos ou medidas fisiolégicas adicionais,
poderiam oferecer mais insights (File; Hyde, 1978; Choleris et al., 2001). Essas
medidas poderiam revelar mudancas que ndo sdo capturadas pelas abordagens
tradicionais. Além disso, o protocolo de ETDS utilizado pode n&o ter sido
suficientemente intenso ou prolongado para induzir alteragdes comportamentais
detectaveis nessas medidas especificas, como sugerido por estudos anteriores que
enfatizam a importancia da intensidade e duracdo do estresse para a manifestacao
de comportamentos relacionados a ansiedade (Carnevali et al., 2017; Willner, 1991).

O efeito do ETDS foi diferenciado dependendo da idade e do sexo dos animais.
camundongos machos de 21-31 DPN do grupo controle (TINA) passaram mais tempo
na zona de interacdo (ZI) quando o alvo estava presente, em comparacao com eles
mesmos na sessdo sem alvo. Isso sugere que 0s machos que nao passaram pelo
estresse mostraram comportamentos inatos e espontaneos de carater social que
ocorrem naturalmente em seus habitats (Mineur; Belzung; Crusio, 2006). Além disso,
o grupo TINA passou menos tempo na zona de afastamento (ZA) na presenca do alvo,
tanto em comparacdo com eles mesmos na condicdo sem alvo quanto em
comparacao com o grupo ETDS, que mostrou mais tempo gasto na ZA. Isso indica
que o estresse social precoce aumenta a aversao social e a vigilancia em machos.
Esses achados apoiam os resultados de diversos estudos que observaram que
machos submetidos a estresse social crénico demonstram maior vigilancia e

comportamento de esquiva em interacdes sociais (Golden et al., 2011; Kovalenko et
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al., 2014). A falta de outras diferencas significativas pode ser atribuida ao fato de que
0 comportamento de vigilancia social pode ser a resposta mais saliente ao estresse
social em machos, com outros comportamentos sociais permanecendo inalterados
(Kovalenko et al., 2014).

Por outro lado, as fémeas ndo mostraram diferencas significativas no TIS apds
o ETDS, mas as fémeas do grupo controle (TINA) passaram menos tempo na ZA
guando o alvo estava presente, sugerindo maior conforto social em condi¢cdes sem
estresse. Bangasser; Valentino (2014) enfatizaram que as diferencas sexuais em
respostas ao estresse ndo sdo apenas hormonais, mas também refletem variacfes
nos circuitos neurais envolvidos na regulacdo emocional e comportamental. Estas
diferencas podem resultar em estratégias comportamentais distintas, com machos
apresentando maior aversao social e fémeas mostrando maior capacidade adaptativa
em contextos sociais (Navarrete et al.,, 2024). Nossos achados também véo ao
encontro aos de Bartolomucci et al. (2009), que reportaram como 0 estresse social
pode causar respostas diferentes em machos e fémeas. A auséncia de diferencas
significativas em outros comportamentos sociais pode sugerir que as fémeas possuem
mecanismos compensatérios que mitigam os efeitos do estresse social em mdultiplas
dimensdes de comportamento social (Nakatake, et al., 2020).

Camundongos machos de 21-31 DPN nao apresentaram diferencas
significativas nas medidas do LCE, indicando uma possivel resiliéncia ao estresse
social em fases iniciais de desenvolvimento. Este resultado € consistente com 0s
achados de Willner (1984), que também observou que a exposi¢ao a estresse crénico
nem sempre resulta em comportamentos de ansiedade aumentada em machos. A
auséncia de diferencas significativas pode ser explicada pela capacidade dos machos
de adaptarem-se rapidamente ao ambiente de teste ou pela natureza do estresse
induzido, que pode nao ter sido suficiente para provocar mudancas detectaveis em
comportamento de ansiedade no LCE.

Por outro lado, camundongos fémeas de 21-31 DPN expostas ao ETDS
apresentaram um menor numero de entradas em bragos fechados, o que pode ser
atribuido a um aumento na vigilancia e cautela, refletindo um estado de alerta elevado.
Patki et al. (2014) observaram que 0 estresse social pode levar a uma maior
exploracéo seletiva em areas seguras, enquanto Sial et al. (2016) demonstraram que
0 estresse vicario influencia a exploracdo de maneira diferenciada, ndo alterando a

disposicéo de explorar areas abertas, mas impactando a locomocé&o geral. Warren et
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al. (2013) sugerem que comportamentos de enfrentamento e adaptacdo podem
prevalecer em contextos de estresse de testemunho de social, o que pode explicar a
falta de diferenca na porcentagem de entradas nos bracos abertos. Esses achados
indicam que o ETDS tem um impacto seletivo e complexo no comportamento
exploratorio dos roedores, afetando mais fortemente a exploracdo de areas
consideradas seguras do que as ameacadoras, gerando um possivel prejuizo na
locomocéao dos animais.

No teste de campo aberto (CA), machos expostos ao ETDS de 21-31 dias poés-
natal (DPN) exibiram maior tempo na periferia da arena e menor tempo no centro,
refletindo uma resposta aumentada de ansiedade e comportamento de esquiva. Estes
comportamentos sao indicativos de uma estratégia conservadora frente a um
ambiente potencialmente ameacador. Diversos estudos encontraram que
camundongos machos submetidos a estresse social cronico exibiram aumento na
ansiedade, evidenciado por maior tempo gasto nas zonas periféricas do CA e maior
vigilancia (Golden et al., 2011). Nossos resultados corroboram os encontrados por
Kovalenko et al. (2019), que demonstraram que machos submetidos a um protocolo
de estres social apresentaram aumentos significativos em comportamentos de
esquiva e relacionados com ansiedade.

Camundongos fémeas, por outro lado, apresentaram um comportamento mais
exploratério no CA, passando mais tempo e percorrendo uma maior distancia no
centro da arena apos exposicdo ao ETDS. Este comportamento € consistente com as
descobertas de Beery; Kaufer (2015), que indicam que fémeas geralmente mostram
maior resiliéncia e propensdo a exploracdo em ambientes novos apds experiéncias
de estresse. Ifiiguez et al. (2018) encontraram que fémeas submetidas a um modelo
de estresse de testemunho de derrota social exibiram maior exploracdo e menores
niveis de ansiedade em comparacdo com machos. A resiliéncia das fémeas pode
estar relacionada a diferengcas hormonais, como niveis elevados de estrogénio, que
modulam a resposta ao estresse e promovem comportamentos de aproximacao e
exploracéo (Kokras; Dalla, 2014). A auséncia de diferencas significativas em outras
medidas do CA pode indicar que, embora a exploragdo aumentada seja notavel,
outros comportamentos de ansiedade ndo foram suficientemente afetados pelo ETDS
para serem detectaveis.

Os resultados deste estudo contribuem significativamente para o entendimento

das diferencas sexuais nas respostas ao estresse social, particularmente no contexto
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do ETDS. A auséncia de diferencas significativas nas medidas convencionais de
ansiedade em camundongos mais velhos sugere uma possivel resiliéncia ao estresse
nesta fase de desenvolvimento (Seibenhener; Wooten, 2015). Por outro lado, as
respostas diferenciadas de machos e fémeas expostos ao ETDS precoce indicam que
as experiéncias de estresse em fases criticas de desenvolvimento podem ter impactos
duradouros e sexualmente dimorficos no comportamento social (Rosenfeld; Trainor,
2014; Carnevali et al., 2020). Esses achados ressaltam a complexidade das respostas
ao estresse social e a importancia de considerar tanto a idade quanto o sexo ao
investigar comportamentos relacionados a ansiedade.

Apesar das contribuicfes valiosas deste estudo, ha limitacdes que devem ser
consideradas. Primeiramente, as medidas comportamentais utilizadas podem néo ser
suficientemente sensiveis para detectar todas as nuances das respostas ao estresse
no modelo de testemunho de derrota social, sugerindo a necessidade de analises
mais detalhadas, como a avaliagdo de micro-movimentos ou padrbes
comportamentais mais complexos no labirinto em cruz elevado e o campo aberto
(Gould et al., 2018). Além disso, a inclusdo de medidas neurolégicas
(imunohistoquimica para marcadores de neuroplasticidade e quantificacdo de
neurdnios em areas especificas do cérebro) poderiam dar uma visdo mais amplia dos
possiveis efeitos do estresse comparando os resultados comportamentais e bioldgicos
encontrados (Hariri; Holmes, 2015).

Adicionalmente, estudos longitudinais que acompanhem os efeitos do estresse
social ao longo de diferentes fases de vida poderiam oferecer insights mais profundos
sobre os mecanismos de resiliéncia e vulnerabilidade ao estresse social (Lyons et al.,
2023). Um fator importante que marcou os resultados desta pesquisa foi que a
intensidade do estresse gerado pelo protocolo de ETDS pode néo ter sido suficiente
para induzir mudancas comportamentais detectaveis em algumas medidas
relacionadas com ansiedade (LCE e CA), em comparacdo com modelos de estresse
gue parecem ser mais intensos, como o estresse fisico resultante de derrota social ou
o estresse croénico imprevisivel ((Lehmann; Herkenham, 2011; Lotan et al., 2018). Na
atualidade, existem variacbes do modelo de ETDS que incluem alteracbes no
protocolo: (i) dormindo com o agressor (Rédenas-Gonzalez et al., 2023), (ii) efeitos da
familiaridade/contagio social (Sial et al., 2021; Carnevali et al., 2017), (iii) social

buffering (Kikusui; Winslow; Mori, 2006; Li; Xu; Wang, 2018); que podem interferir na
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intensidade do estresse percebido pelas testemunhas, resultando uma alternativa
interessante para continuar o estudo dos efeitos ETDS.
7 CONCLUSAO

Este estudo destacou a complexidade das respostas ao estresse em
camundongos, revelando como fatores como idade, sexo e intensidade do estressor
influenciam esses comportamentos. Utilizando o modelo de estresse de testemunho
de derrota social (ETDS), foi observado que camundongos jovens e adultos
respondem de maneira diferente ao estresse, com machos demonstrando maior
aversao social e comportamentos de esquiva, enquanto fémeas exibem maior
exploracdo e resiliéncia social. A efichcia do ETDS para estudar interacdes
organismo-ambiente foi comprovada, embora as alteragbes comportamentais
induzidas fossem menos intensas comparadas a outros modelos de estresse mais
severos como estresse fisico ou estresse imprevisivel. Nossos resultados indicam que
a intensidade do estressor € crucial para determinar as respostas comportamentais,
com estressores menos intensos revelando diferencas sexuais mais marcantes,
enquanto estressores mais intensos produzem fenétipos comportamentais mais
homogéneos. Além disso, a inclusdo de analises comportamentais mais detalhadas,
medidas fisiol6gicas e neuroldgicas, poderia oferecer uma compreensao mais ampla
dos efeitos do estresse. Em suma, as descobertas ressaltam a importancia de
considerar multiplos fatores ao estudar o estresse, proporcionando insights valiosos
para futuras pesquisas sobre o impacto do estresse social ao longo do
desenvolvimento e entre 0s sexos, contribuindo para um entendimento mais

abrangente das interagdes entre estresse, sexo, idade e ansiedade.
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