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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O impacto esperado deste estudo se da ao fornecer evidéncias sobre a dissociacao
funcional na regulacdo do eixo HHA frente a diferentes estressores (fisicos/mistos
vs. psicolégicos) e demonstrar um dimorfismo sexual na reatividade neuroenddcrina.
Cultural e socialmente, a pesquisa ajuda a romper com o viés histérico na ciéncia ao
incluir fémeas nos ensaios, promovendo uma compreensdo mais ampla de
patologias relacionadas ao estresse que afetam as populagbes de forma
desproporcional entre os sexos. Além disso, a elucidagao de que estressores fisicos
e psicologicos desencadeiam respostas neuroenddcrinas distintas inova ao
direcionar a possibilidade de desenvolvimento de terapias mais especificas. Por fim,
o trabalho dialoga com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
ONU, destacando-se o ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ao buscar bases fisioldgicas
para mitigar transtornos psiquiatricos, e o ODS 5 (Igualdade de Género), garantindo

que o conhecimento gerado atenda as necessidades bioldgicas de ambos os sexos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The expected impact of this study is achieved by providing evidence on the functional
dissociation in HPA axis regulation in response to different stressors (physical/mixed
vs. psychological) and demonstrating a sexual dimorphism in neuroendocrine
reactivity. Culturally and socially, the research helps break the historical bias in
science by including females in trials, promoting a broader understanding of stress-
related pathologies that disproportionately affect populations across sexes.
Furthermore, the elucidation that physical and psychological stressors trigger distinct
neuroendocrine responses innovates by pointing toward the possibility of developing
more specific therapies. Finally, the work aligns with the UN Sustainable
Development Goals (SDGs), notably SDG 3 (Good Health and Well-being), by
seeking physiological foundations to mitigate psychiatric disorders, and SDG 5
(Gender Equality), ensuring that the generated knowledge meets the biological

needs of both sexes.
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RESUMO

Modelos de estresse psicossocial, como a derrota social (EDS) e a testemunha de derrota
social (ETDS), sdo paradigmas animais essenciais para investigar a neurobiologia dos
transtornos de humor. No entanto, os efeitos hormonais subjacentes a esse fenomeno em
relacdo ao sexo, tipo de estressor (fisico/misto vs. psicologico) e duragdo (agudo vs. cronico)
permanecem pouco claros, o que justifica o principal objetivo deste estudo. Para isso,
camundongos Swiss Webster machos e fémeas foram submetidos a protocolos de EDS ou
ETDS agudo (1 dia) ou cronico (10 dias) para a analise dos niveis plasmaticos de
corticosterona. Para avaliar a vulnerabilidade ao estresse cronico, o estudo também investigou
um subgrupo dos animais cronicamente estressados e foi exposto a um novo estressor. Os
niveis circulantes de corticosterona foram quantificados por ELISA. O EDS ativou
potentemente o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), em contraste com o observado com
o estressor de testemunho da derrota social (ETDS). Especificamente, a testemunha de derrota
social, independentemente do sexo ou da frequéncia, ndo induziu alteragdes significativas nos
niveis circulantes de corticosterona. Um dimorfismo sexual foi observado na resposta ao
EDS, com machos exibindo uma significativa elevagdo de corticosterona em ambos os
protocolos (agudo e cronico), enquanto em fé€meas o efeito observado foi de menor
intensidade na exposicdo aguda, estando ausente no protocolo cronico. A exposi¢do cronica
ao EDS ndo alterou a reatividade a um novo estressor, enquanto o ETDS cronico seguido de
um novo estressor revelou um efeito do sexo, com machos demonstrando maior reatividade
(niveis mais elevados de corticosterona). Esses achados destacam que o tipo de estressor € o
sexo sdo fatores determinantes para a resposta neuroendocrina, sugerindo mecanismos

neuroendocrinos distintos para ameacas fisicas e psicologicas.

Palavras-chave: niveis de corticosterona; EDS (estresse por derrota social); ETDS (estresse

por testemunho de derrota social); diferengas sexuais.



ABSTRACT

Psychosocial stress models, such as social defeat stress (SDS) and witness social defeat stress
(WSDS), are essential animal paradigms for investigating the neurobiology of emotional and
affective disorders. Nevertheless, the influence of sex, type (phsical vs. witnessed), and
duration (acute vs. chronic) of stressors on the serum corticosterone (CORT) levels underlying
this phenomenon remains unclear. To address this, male and female Swiss Webster mice were
exposed to acute (1 day) or chronic (10 days) SDS or WSDS protocols. Additionally, to assess
vulnerability to psychological stress, another group of chronically stressed animals of both
sexes was exposed to a novel stressor (restraint stress) after the SDS or WSDS protocol.
Serum CORT levels were quantified by ELISA. Results showed that SDS, but not WSDS,
increased CORT levels, regardless of sex or stress duration. However, the response to SDS
was sexually dimorphic; while males exhibited a significant increase in serum CORT in both
protocols, females showed an attenuated response to acute stress exposure and no change in
the chronic protocol. Regarding novel stressor reactivity, chronic exposure to SDS did not
alter the restraint-stress CORT increase. However, chronic WSDS enhanced restraint-elicited
CORT in males. These findings highlight that stressor type and sex are determining factors for
the neuroendocrine response induced by SDS, suggesting distinct consequences for physical

and psychological threats.

Keywords: corticosterone levels; psychosocial stress; sex differences; SDS; WDSD;
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1 INTRODUCAO
1.1 O Sistema de Defesa e a Regulacio Neuroendocrina pelo Eixo HHA

O sistema encefalico de defesa tem origem evolutiva e executa a fungdo de protecao e
preservacao da vida, diante da exposicdo a estimulos aversivos, como o ataque de um
predador, interagdes agonisticas ou exposicao a novos ambientes. Essa exposicao desencadeia
respostas comportamentais e autobnomas, denominadas reagdes de defesa (1).

O processamento dos estimulos aversivos ocorre por duas vias principais. A via
rapida, ou subcortical, transmite informagdes sensoriais diretamente do talamo para a
amigdala, permitindo respostas de defesa imediatas (2). Em paralelo, a via lenta, ou cortical,
processa as informagdes pelo cortex pré-frontal e pelo hipocampo, permitindo uma avaliacao
contextual do perigo e possibilitando uma resposta mais elaborada e ajustada (3).

A ativagdo do eixo simpatico-adrenal-medular (SAM), mediada pela amigdala e pelo
hipotalamo, ocorre quase instantaneamente (4), com as vias simpaticas estimulando as
glandulas adrenais a liberar adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea (5). Isso prepara
0 organismo para a rea¢cdo de "luta ou fuga" (5,6). Quando o estimulo aversivo persiste, o
cérebro ativa o eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal (HHA, ou do inglés HPA (hypothalamic-
pituitary-adrenal)), promovendo uma resposta hormonal sustentada (6,7,8,4). O hipotalamo
libera o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a hipo6fise anterior a
secretar o hormodnio adrenocorticotréfico (ACTH). Este, por sua vez, estimula o cortex
adrenal a sintese e liberacdo de glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em
roedores) (9,10)

Os glicocorticoides regulam respostas metabolicas, imunologicas e inflamatorias,
aumentando a disponibilidade de energia para enfrentar o estressor (11). Quando o estresse €
agudo, o aumento dos glicocorticoides promove um feedback negativo que inibe o eixo HHA,
levando a restauragdo do equilibrio fisioloégico (12). Entretanto, em situagdes de estresse
cronico, a hiperativacdo do eixo HHA resulta em niveis excessivos de cortisol e alteragdes
funcionais no hipocampo e no cortex pré-frontal, levando a prejuizos cognitivos € emocionais
(13). O cortisol, o principal glicocorticoide produzido pelas glandulas adrenais, desempenha
um papel central neste eixo e ndo se limita a atuar em 6rgdos periféricos, exercendo também
profundos efeitos no sistema nervoso central, modulando diversas fun¢des cognitivas e
emocionais (14).

1.2 Estresse e Saude Mental
Desde os estudos iniciais por Hans Selye, o estresse foi definido como uma resposta

fisiologica do organismo frente a situagdes desafiadoras, ativando uma cascata de reacgoes
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hormonais que visam restabelecer o equilibrio interno por uma variedade de mecanismos
fisioloégicos, comportamentais e imunologicos (SELYE, 1974, 1956; SZABO; TACHE;
SOMOGYT, 2012). Os individuos expressam respostas defensivas diante de um estressor, as
quais podem ser desencadeadas por estimulos tanto reais como potenciais (14). Neste cenario,
o corpo assume fungdes metabdlicas essenciais para desencadear respostas defensivas, como
congelamento, luta ou fuga (18).

No campo da saude mental, o impacto dessa resposta ¢ significativo. Transtornos
como depressao, ansiedade, transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT) e outras condig¢des
neuropsiquiatricas estao intimamente ligados a exposicao ao estresse cronico (19).

1.3 Fatores Modulatorios: Intensidade e Habituacao

A literatura vem evidenciando areas encefalicas que sdo afetadas pela vivéncia em
estresse agudo e cronico (20). A intensidade do estresse ¢ um fator determinante nos impactos
fisiologicos e psicoldgicos, variando desde respostas adaptativas até o desencadeamento de
patologias (20,21).

Um fendmeno crucial relacionado a essas alteragdes ¢ a habituagdo, uma resposta
adaptativa relacionada a qualquer diminui¢do na responsividade fisioldgica e comportamental
a um estimulo repetido (22,23). Em contrapartida, a exposi¢do prolongada a tais estressores
pode levar a sensibilizagdo, um estado de hiperreatividade diante de novos estimulos
estressores (24,25). O balanco entre habituacao e sensibilizagdo do eixo HHA determina se o
individuo seguird um fendtipo resiliente ou suscetivel (24,25,26,27).

1.4 Diferencas Sexuais

A discrepancia na prevaléncia de transtornos mentais entre os sexos tem sido objeto de
pesquisa e tem sido proposto que fatores sociais, culturais e hormonais podem ser importantes
influéncias para tais discrepancias (28,29,30). Embora evidéncias apontem para uma maior
prevaléncia em mulheres de distirbios relacionados ao estresse, como ansiedade e depressao
(31,32), a maioria dos estudos em animais tem sido conduzida em roedores machos (33).

Isso resulta em uma lacuna de conhecimento sobre os mecanismos subjacentes as
diferengas de sexo nesses transtornos, acarretando a abordagem do efeito do estresse com
indiferenca ao sexo (34). Porém, o efeito do estresse depende de muitos fatores como o tipo e
duracdo da exposi¢do do estimulo estressor, a idade e o sexo do individuo estressado
(35,26,36). Portanto, a inclusdo de ambos os sexos em modelos pré-clinicos se mostra

essencial para uma compreensao translacional mais apropriada.
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1.5 Modelos Animais: Estresse Fisico versus Psicoldogico

Para investigar os mecanismos neurobioldgicos do estresse, diversos modelos animais
foram desenvolvidos. O modelo de derrota social (EDS) destaca-se pela sua capacidade de
induzir alteragdes comportamentais analogas a depressdao e ansiedade e robusta ativagdo do
eixo HHA (37,38).

No entanto, o EDS envolve conflito fisico direto, introduzindo um potencial fator de
confusdo devido a ocorréncia de lesdo tecidual que pode mascarar os efeitos do estresse
psicologico (39,40). Em resposta a essa limita¢ao, desenvolveu-se o protocolo de estresse por
testemunho de derrota social (ETDS), no qual os animais testemunham interagdes aversivas
entre coespecificos sem contato fisico, visando isolar o componente psicoldgico do estresse
superando as limitacdes de protocolos que mimetizam traumas fisicos e psicoldgicos
simultaneamente. (41). A existéncia de ambos os protocolos permite uma comparagao direta
para diferenciar os efeitos do estresse por testemunho de derrota social (ETDS) do estresse
fisico e psicossocial combinado vivenciado na derrota social (EDS) (42).

A elucidacdo desses mecanismos neurobiologicos ¢ fundamental, visto que a propria
compreensdo da patogénese dos transtornos de humor e ansiedade foi transformada pela
demonstragdo do impacto do estresse em sua etiologia (43,44).

1.6 Justificativa e Objetivos

Embora o estresse por testemunho de derrota social (ETDS) seja um modelo validado
para induzir mudangas comportamentais, a caracterizagdo de seus efeitos neuroendodcrinos e o
impacto distinto em comparacdo ao estresse de derrota social (EDS) permanecem pouco
esclarecidos. Especificamente, embora estudos recentes tenham comegado a avaliar os niveis
de corticosterona no ETDS, ainda ndo estd claro como a exposi¢ao ao ETDS modula o eixo
HHA em comparagdo a EDS, a reatividade do eixo a um novo desafio estressor e se essa
modulacdo apresenta diferengas entre machos e fémeas. Essa lacuna de dados comparativos
diretos deve-se, em grande parte, ao desafio metodologico de estabelecer protocolos eficazes
de derrota social para encontros agressivos em fémeas.

Neste estudo, hipotetizamos que a exposi¢ao cronica ao ETDS altera a responsividade
neuroenddcrina de maneira dependente do sexo, programando o eixo HHA de forma
diferencial em relagdo a ameaga fisica experienciada. Para testar essa hipotese, investigamos
os niveis circulantes de corticosterona em camundongos machos e fémeas submetidos ao
ETDS e comparamos seus efeitos com os do protocolo classico de EDS, utilizando-o como
referéncia para a ameaga com contato fisico. Ambos os grupos foram submetidos

posteriormente a um estressor de restricao aguda, visando elucidar os mecanismos bioldgicos
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subjacentes a vulnerabilidade especifica do sexo e a plasticidade do eixo HHA em resposta ao
estresse psicossocial. Os objetivos especificos foram: avaliar (a) a influéncia de 1 (uma)
sessdo de estresse psicossocial sobre os niveis de corticosterona em camundongos machos e
fémeas; (b) Avaliar a influéncia de 10 sessdes de estresse psicossocial sobre os niveis de
corticosterona em camundongos machos e fémeas; (c) Avaliar a influéncia do estresse
psicossocial em combina¢do a um novo estimulo aversivo nos niveis de corticosterona em

camundongos machos e fémeas.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Animais

Foram utilizados 192 camundongos heterogénicos da linhagem Swiss-Webster (96
machos e 96 fémeas). Todos os animais, provenientes do Centro de Pesquisa e Produgdo de
Animais (CPPA) do Instituto de Biotecnologia da UNESP (IBTEC) de Botucatu, estavam
com 60-65 dias pds natal no inicio dos experimentos e foram mantidos em condig¢des
controladas de temperatura (23 £ 2 °C) e ciclo de luz 12/12h (luzes acesas as 7:00 h), com
agua e ra¢do ad libitum. Foram alocados em uma caixa-moradia com 4-6 animais por
alojamento (dimensdes: [32% 19 x 19 cm]. O estudo foi conduzido seguindo as diretrizes
ARRIVE guideline 2.0 (https://arriveguidelines.org/arrive-guidelines) e realizado de acordo
com os principios do Guia Brasileiro de Cuidado e Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA), emitido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA/MCTI). O DBCA baseou-se no guia do NIH (National
Research Council) para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FCF/UNESP (protocolo n.° 16/2023).

2.1.2 Protocolos de Estresse Social por Derrota (EDS) e Testemunho (ETDS)

Para induzir o comportamento agressivo, adotaram-se estratégias de alojamento
distintas dependendo do sexo dos animais residentes. Conforme estabelecido na literatura,
camundongos machos residentes foram alojados individualmente por um periodo minimo de 4
semanas antes do inicio dos experimentos, uma vez que o isolamento ¢ o modelo padrio para
indugdo de territorialidade nesta espécie (45,46). Fémeas residentes foram mantidas em
grupos de 4 a 6 animais pelo mesmo periodo para intensificar o comportamento agressivo
social (47), visto que observagdes em experimentos piloto do nosso grupo indicaram que o
isolamento individual ndo é capaz de induzir territorialismo nas fémeas. O procedimento
ocorreu na caixa-moradia do animal residente (20,7 x 21,6 x 31,6 cm). Conforme descrito
anteriormente (30), o aparato foi equipado com uma diviséria removivel de acrilico
transparente em formato de "T" (8 x 8§ x 8 cm), formando um compartimento para duas
testemunhas que impede o contato fisico, mas permite interacdo visual, auditiva e olfativa
com o encontro agonistico. As testemunhas ndo tinham contato visual entre si.

Cada episodio de estresse durou 15 minutos e foi dividido em trés fases de 5 minutos.
Inicialmente, o animal intruso foi colocado em uma gaiola protetora (15,5 x 10,6 x 4,8 cm)

dentro do territério do residente. Simultaneamente, os animais testemunhas foram
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posicionados no compartimento da diviséria. O intruso (grupo EDS) foi entdo retirado da
gaiola e exposto diretamente aos ataques do residente. Durante os 5 minutos de encontro
agonistico fisico, adotaram-se critérios éticos de interrup¢ao padronizados (GOLDEN et al.,
2011): caso houvesse risco de lesdo fisica grave ao animal intruso, o experimentador utilizava
uma vara (10 cm x 2 cm) para separar o confronto. No entanto, essa intervengdo foi
infrequente, uma vez que, apds a submissao inicial, o animal intruso adotava uma postura de
rendi¢do a cada nova tentativa de ataque do residente. Durante este periodo, os animais do
grupo ETDS observaram o confronto de seu compartimento protegido. O intruso foi
recolocado na gaiola protetora por mais 5 minutos. Os animais foram submetidos a este
protocolo em uma unica sessdo (estresse agudo) ou diariamente por 10 dias consecutivos
(estresse cronico). A fim de manter o carater imprevisivel do estressor cronico, as sessoes
foram conduzidas durante a fase clara do ciclo dos animais, em horarios variados (entre
08:00h e 16:00h). Os grupos controle (Interacdo Nao Agressiva - INA e Testemunha de INA -
TINA) passaram por procedimento idéntico, porém a interagdo ocorreu entre coespecificos
familiares ndo agressores. Um grupo Naive foi incluido para determinar os niveis basais de

corticosterona e para controlar os efeitos nao especificos da manipula¢ao experimental

Figura 1 - Representacio esquematica das diferencas do protocolo de estresse de derrota social
(EDS) em machos e fémeas.

1. Derrota Social em machos 2. Derrota Social em fémeas
]
A A —_—
-~ B) CAIXA DE ESPERA
- _ ' \
S 2
A) ALOJAMENTO B) DERROTA SOCIAL A) ALOJAMENTO EM
INDIVIDUAL DE GRUPO DE RESIDENTES —
RESIDENTE -

C) RESIDENTE ISOLADA D) DERROTA SOCIAL
NO ALOJAMENTO

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: (1) Protocolo para machos: Alojamento individual (A) para induzir agressividade territorial,
seguido pela derrota social (B). (2) Protocolo para fémeas: Alojamento em grupo (A) para intensificar a agressao
social, realocagdo do grupo para uma caixa de espera (B) e isolamento de uma residente na caixa de moradia (C)
seguido pela derrota social (D).

Figura 2 - Representacio esquematica do protocolo de estresse de derrota social (EDS) e do
protocolo de estresse de testemunha de derrota social (ETDS).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: Representagdo esquematica do aparato utilizado para os protocolos de estresse psicossocial.
Durante o procedimento, o intruso macho (I) interage com o residente macho (R), enquanto as testemunhas (TM,
TF) observam de um compartimento, separadas por uma divisoria. R, camundongo residente; I, camundongo
intruso macho; TM, camundongo testemunha macho; TF, camundongo testemunha fémea.

2.1.3 Novo Estressor (NE) — Estresse de Restricao

O aparato de restri¢ao individual de movimentos consistiu em tubos plasticos (3 cm de
diametro x 10 cm de comprimento), perfurados (25 orificios com 0,7 cm de didmetro) para
ventilagdo, com uma extremidade ajustavel para o fechamento apds a entrada do animal e
orificio para passagem da cauda. Os animais submetidos ao estresse cronico de derrota (EDS)
ou de testemunho (ETDS) por 10 dias foram expostos a uma unica sessao de 30 minutos de
estresse agudo de Restricdo. A padronizagdao deste tempo de exposi¢do (30 minutos) se
fundamenta no pico de producdo e liberacdo plasmatica de corticosterona que ocorre 30
minutos apos a exposicdo a um evento estressor. Essa dindmica difere dos protocolos EDS e
ETDS: para estes, a duragdo da sessdo foi de 15 minutos, a coleta bioldgica foi realizada
estritamente 15 minutos apds o término da exposicdo (derrota ou testemunho), assegurando,
assim, a mesma janela temporal de 30 minutos necessaria para a captacao do pico hormonal

em ambos os protocolos.
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Figura 3 - Fotografia representativa do protocolo de estresse por restricio (Novo Estressor -N

I —

= )

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: camundongo Swiss Webster em tubo de restricdo

2.1.4 Processamento Amostral e Dosagem Hormonal

O momento da eutanasia seguiu o delineamento experimental: grupos de estresse
psicossocial (EDS e ETDS) foram eutanasiados 15 minutos apds o término da sessdo; grupos
do novo estressor (NE) imediatamente ap6s os 30 minutos de restricdo. Animais controle
basal (Naive) foram eutanasiados no mesmo periodo do dia diretamente de suas caixas-
moradia. A eutanasia foi realizada por aprofundamento anestésico com uretana, no CAS: 51-
79-6; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA (1250mg/kg, i.p., dissolvido em solugdo salina
estéril a 0,9%), sendo administrado 10 ml/kg seguido de pungdo cardiaca e coleta de 1ml de
sangue. O soro foi obtido por centrifugacao (4000 rpm, 15 min, 6°C), sem anticoagulante
(deixando o coagulo se formar por 40 min), e armazenado a -80°C. Os niveis de
corticosterona foram quantificados por ensaio imunoenzimdtico competitivo ("Cayman'’s
Corticosterone ELISA Kit"), seguindo as instru¢des do fabricante. A leitura da absorbancia foi
realizada a 412 nm e a concentragdo calculada por interpolagdo da curva padrao.

2.1.5 Procedimento Experimental
O momento da eutanasia foi ditado pelo delineamento experimental para capturar o pico da
resposta de corticosterona, que ocorre tipicamente 30 minutos apos o inicio do estressor (48).
Para os Experimentos 1 e 2, os animais dos grupos de estresse psicossocial (EDS e ETDS)
foram eutanasiados 15 minutos apos a sessao de 15 minutos (totalizando 30 minutos desde o
inicio do estresse). Para o Experimento 3, os animais dos grupos de estresse de restrigao
aguda (NE) foram eutanasiados imediatamente apos a sessdo de restricdo de 30 minutos. Os
animais do grupo controle ndo expostos ao novo estressor foram eutanasiados diretamente de
suas caixas-moradia no mesmo horario do dia para garantir que nao houvesse diferengas na
atividade basal do eixo HHA. O delineamento experimental foi dividido em trés experimentos

(Fig. 4), visando avaliar os efeitos do estresse agudo (Experimento 1), estresse cronico
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(Experimento 2) e reatividade a um novo estressor (Experimento 3), conforme detalhado nas

Tabelas 1-3.

Tabela 1 - Experimento 1 (Exposicio Aguda):
Tipo de Estressor

Grupo Sexo Agudo Descricao Detalhada

D) Macho EDS Exposi¢do a uma sessao de Estresse de Derrota Social

(D Macho INA Exposicdo a uma sessdo de Interagdo Nao Agressiva

(Ill) ~ Fémea EDS Exposi¢ao a uma sessdo de Estresse de Derrota Social

(IV) Fémea INA Exposi¢cao a uma sessdo de Interagdo Nao Agressiva
Exposicao a uma sessdo de Estresse de Testemunho de Derrota

V) Macho ETDS Social

(V)  Macho TINA Exposigdo a uma sessdao de Testemunho de Interagdo Nao Agressiva
Exposi¢ao a uma sessdo de Estresse de Testemunho de Derrota

(VII) Fémea ETDS Social

(VIII) Fémea TINA Exposicao a uma sessdao de Testemunho de Interagdo Néo Agressiva

(IX)  Macho Controle (Naive) Somente manejo laboratorial

X) Fémea Controle (Naive) Somente manejo laboratorial

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

Tabela 2 - Experimento 2 (Exposicdo Cronica):

Tipo de Estressor
Grupo Sexo Cronico Descriciao Detalhada
@) Macho EDS Exposigdo a dez sessdes de Estresse de Derrota Social
an Macho INA Exposigdo a dez sessdes de Interagdo Nao Agressiva
(III) Fémea EDS Exposigdo a dez sessdes de Estresse de Derrota Social
(IV) Fémea INA Exposi¢do a dez sessdes de Interacdo Nao Agressiva
Exposi¢do a dez sessdes de Estresse de Testemunho de Derrota
(\%) Macho ETDS Social
(VD) Macho TINA Exposicdo a dez sessdes de Interacdo Nao Agressiva
Exposicao a dez sessoes de Estresse de Testemunho de Derrota
(VII) Fémea ETDS Social
Exposi¢do a dez sessoes de Testemunho de Interagdo Nao
(VIII) Fémea TINA Agressiva
(IX) Macho Controle (Naive) Somente manejo laboratorial
X) Fémea Controle (Naive) Somente manejo laboratorial

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

Tabela 3 - Experimento 3 (Resposta a um Novo Estressor Pos Exposicdo Cronica):

Condicao Prolongada Estressor
Grupo Sexo (10 sessdes) Adicional Descricao Detalhada

NE (Novo Dez sessdes de Estresse de Derrota Social e, apos,

(I) Macho EDS Estressor) exposi¢do ao NE
NE (Novo Dez sessoes de Interagdo Nao Agressiva e, ap0s,

(I) Macho INA Estressor) exposi¢do ao NE
NE (Novo Dez sessdes de Estresse de Derrota Social e, apos,

(II) Fémea EDS Estressor) exposicao ao NE
NE (Novo Dez sessdes de Interagdo Nao Agressiva e, apos,

(IV) Fémea INA Estressor) exposi¢ao ao NE

(V) Macho ETDS NE (Novo Dez sessdes de Estresse de Testemunho de Derrota
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Estressor) Social e, ap0s, exposicdo ao NE
NE (Novo Dez sessdes de Testemunho de Interagao Nao
(V) Macho TINA Estressor) Agressiva e, ap6s, exposi¢cdo ao NE
NE (Novo Dez sessoes de Estresse de Testemunho de Derrota
(VII) Fémea ETDS Estressor) Social e, apds, exposi¢do ao NE
NE (Novo Dez sessdes de Testemunho de Interacao Nao
(VIII) Fémea TINA Estressor) Agressiva e, apos, exposi¢do ao NE
NE (Novo Somente manejo laboratorial e, ap6s, exposi¢ao ao
(IX) Macho Controle (NVaive) Estressor) NE
NE (Novo Somente manejo laboratorial e, apds, exposi¢ao ao
(X) Fémea Controle (NVaive) Estressor) NE

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

Figura 4 - Representagio esquematica do desenho experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

Legenda: Delineamento experimental geral. O Experimento 1 avaliou os efeitos agudos (1 sessdo) de EDS,
INA, ETDS e TINA. O Experimento 2 avaliou os efeitos cronicos (10 sessdes) dos mesmos protocolos. O
Experimento 3 avaliou a reatividade do eixo HHA apds a exposi¢do a um novo estressor (NE) nos animais
submetidos aos protocolos cronicos. Em todos os experimentos, foram utilizados grupos Naive como controle
basal e ambos os sexos foram avaliados. Ver Tabelas 1-3 para a distribui¢ao detalhada dos grupos.

2.1.6 Analise Estatistica
Os dados foram analisados utilizando os softwares JASP e Statistica (versao 7). Foram

testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (teste
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de Levene) e analisados em trés conjuntos separados correspondentes ao delineamento
experimental.

Estresse por Derrota Social:

Experimentos 1 (exposicio aguda) e 2 (exposicdo cronica): Devido a diferengas
metodologicas existentes no protocolo de EDS nas fémeas (realizado na auséncia de
testemunhas), as analises para machos e fémeas foram conduzidas separadamente, as
comparagoes entre sexos para o estresse por derrota social (EDS) sdo, portanto, qualitativas e
ndo quantitativas. Machos (EDS): os grupos Naive (M), INA (M) e EDS (M) foram
comparados utilizando ANOVA de uma via (One-Way ANOVA). Fémeas (EDS): os grupos
Naive (F), INA (F) e EDS (F) foram comparados utilizando ANOVA de uma via.

Experimento 3 (reatividade do eixo HHA): A mesma logica foi aplicada aos grupos
expostos ao novo estressor (NE). As andlises para machos e fémeas foram conduzidas
separadamente. Machos (EDS + NE): os grupos NaivetNE (M), NAI+NE (M) ¢ EDS+NE
(M) foram comparados via ANOVA de uma via. Fémeas (EDS + NE): os grupos Naive+NE
(F), INA+NE (F) e EDS+NE (F) foram comparados via ANOVA de uma via.

Estresse por Testemunho de Derrota Social:

Experimentos 1 (exposicao aguda) e 2 (exposi¢cao crénica): Para avaliar os efeitos
do estresse de testemunha, os grupos Naive, TINA e ETDS (ambos os sexos) foram
analisados por meio de uma ANOVA de duas vias (Two-Way ANOVA) para avaliar
diferencas entre sexos e interagdes. Os fatores foram 'Condigdo' (3 niveis: Naive, TINA,
ETDS) e 'Sexo' (2 niveis: Macho, Fémea).

Experimento 3 (reatividade do eixo HHA): os grupos expostos ao novo estressor
(Naive+NE, TINA+NE e ETDS+NE) foram analisados por ANOVA de duas vias. Os fatores
foram 'Condi¢do Prolongada Prévia' (3 niveis: Naive, TINA, ETDS) e 'Sexo' (2 niveis:
Macho, Fémea).

Em todos os casos, quando interacdes significativas ou efeitos principais foram
encontrados, realizou-se o teste post-hoc de Tukey. Os tamanhos de efeito foram estimados
usando o efa quadrado parcial (n?p). O nivel de significncia foi estabelecido em a =0,05.
Para manter o foco do artigo nos objetivos (SDS vs. WSDS), quaisquer achados significativos
restritos aos grupos controle (ex: WNALI vs. Naive) foram detalhados no Material Suplementar
(SM1 e SM2).

2.2 RESULTADOS
2.2.1 O EDS agudo provoca aumento da liberac¢io de corticosterona em machos e

fémeas, enquanto o EDS crénico ativou o eixo HHA somente em machos.
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Em machos expostos ao EDS agudo (Experimento 1 - Fig. 5a), a ANOVA de um fator
(condi¢do: EDS, INA, Naive) indicou um efeito significativo da condi¢do [F(2,15) = 14,51, p
< 0,001, n?’p = 0,65]. O teste post-hoc de Tukey revelou que o grupo EDS apresentou niveis de
corticosterona significativamente mais altos em comparagdo com o grupo INA (p = 0,0026) e
o grupo Naive (p = 0,0002). Em fémeas expostas ao EDS agudo (Experimento 1- Fig. 5b), a
ANOVA de um fator (condi¢do: EDS, INA, Naive) indicou um efeito significativo da
condi¢do sobre os niveis de corticosterona [F(2,15) = 29,86, p < 0,0001, n?p = 0,79]. O teste
post-hoc de Tukey revelou que tanto o grupo EDS (p < 0,0001) quanto o grupo INA (p <
0,0001) apresentaram niveis de corticosterona significativamente mais elevados em
comparacao com o grupo Naive.

Em relagdo a exposicao prolongada, em machos (Experimento 2 - Fig. 6a), a ANOVA
demonstrou um efeito significativo da condi¢do sobre os niveis de corticosterona [F(2,15) =
46,95, p < 0,001, n*p = 0,65]. O teste post hoc de Tukey revelou que os camundongos
expostos ao Estresse de Derrota Social (EDS) cronico apresentaram niveis de corticosterona
significativamente mais elevados em comparagdo com o grupo INA (p < 0,0001) e Naive (p =
0,0002). J4 em fémeas expostas ao estressor cronico (Experimento 2 - Fig. 6b), a ANOVA
ndo indicou um efeito principal significativo da condi¢ao [F(2,15) = 3,10, p = 0,075, n’p =
0,29], sugerindo um padrao distinto da resposta aguda.

2.2.2 Independentemente do sexo, 0 ETDS nio recruta o eixo HHA

Para avaliar o ETDS agudo (Experimento 1 - Fig. 5¢), uma ANOVA de dois fatores
(Condigao: ETDS, TINA, Naive; Sexo: Macho, Fémea) foi realizada. Esta analise nao
demonstrou efeito significativo do fator "sexo" [F(1,30) = 0,29, p = 0,588] nem do fator
"condig¢ao" [F(2,30) = 1,69, p = 0,203] sobre os niveis de corticosterona. Adicionalmente, a
interagdo entre "sexo" e "condi¢do" também nao foi significativa [F(2,30) = 0,232, p =0,794].

Para avaliar o ETDS cronico (Experimento 2 - Fig. 6¢), a ANOVA de dois fatores
revelou um efeito principal significativo da "condicao" [F(2,30) = 3,42, p = 0,046, n*p =
0,18]. Nao houve efeito de "sexo" [F(1,30) = 0,24, p = 0,628] nem interag¢ao [F(2,30) = 1,02,
p = 0,374]. O teste post-hoc para o efeito de "condi¢ao" ¢ detalhado no Material Suplementar
(Fig. S1).

Figura 5 - Niveis circulantes de corticosterona em camundongos apo6s exposicio aguda a
diferentes estressores e modulacio sexual.



25

>
w
(9]

EDS AGUDO EDS AGUDO ETDS AGUDO
a 800 3 K00 3 B0
£ 5]
8 & & o
2 500 . £ 600 £ 600 .
o =3 = @
g £ g
5 00 Z 400 S
£ a : ] £
s 0= § ] & S, i i (=]
L NAIVE INA LDS MNAIVE INA EDS

LNATVE_TINA _ETDS; NAIVE TINA _ETDS |

MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: (A) Niveis de corticosterona em machos apds estresse por derrota social agudo. & = p < 0,0001 vs
INA e Naive. (B) Niveis de corticosterona em fémeas apos estresse por derrota social agudo. * = p < 0,0001 vs
Naive (C) Niveis de corticosterona em machos e fémeas apods estresse observacional agudo. Niveis circulantes de
corticosterona (ng/mL). Barras representam o erro padrdo da média (EPM). Pontos individuais representam os
valores de cada animal.

Figura 6 - Niveis circulantes de corticosterona em camundongos apés exposi¢ido prolongada a
diferentes estressores e modulacio sexual.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: (A) Niveis de corticosterona em machos apds estresse por derrota social crénico. & =p < 0,001 vs
INA e Naive. (B) Niveis de corticosterona em fémeas apds estresse por derrota social cronico. (C) Niveis de
corticosterona em machos e fémeas apos estresse de testemunho cronico. * Ver Material Suplementar S1 para

analise post-hoc. Barras representam a média =+ erro padrdo da média (EPM). Pontos individuais representam os
valores de cada animal.

2.2.3 Reatividade a um Novo Estressor e Diferencas Sexuais Basais

Em machos expostos previamente ao estressor de derrota social e posteriormente a um
novo estressor (Experimento 3 - Fig. 7a) a ANOVA indicou que o efeito da condi¢do ndo foi
estatisticamente significativo [F(2,15) = 3,45, p = 0,059, n?p = 0,65]. Em fémeas expostas
previamente ao estressor de derrota social e posteriormente a um novo estressor (Experimento
3 - Fig. 7b) a ANOVA indicou que o efeito da condi¢do ndo foi estatisticamente significativo
[F(2,15)=1,64, p = 0,225, n*p = 0,18].

Na investigagdo da responsividade do eixo HHA apds a exposi¢do ao ETDS
prolongada e subsequente exposicdo a um novo estressor (Experimento 3 - Fig. 7c), a
ANOVA de dois fatores revelou um efeito principal significativo do fator "Sexo" sobre os
niveis circulantes de corticosterona [F(1,30) = 8,53, p = 0,007, n?*p=0,18] e um efeito
significativo do fator "Condi¢ao" [F(2,30) = 3,87, p = 0,032, n*p = 0,16]. Em contraste, a

interacdo entre "Sexo" e "Condi¢do" nao foi estatisticamente significativa [F(2,30) = 0,569, p
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= 0,572]. O teste post-hoc de Tukey para o efeito principal de "Condi¢ao" ¢ detalhado no
Material Suplementar (Fig. S1).

Figura 7 - Niveis circulantes de corticosterona (ng/mL) em machos e fémeas submetidos
previamente a diferentes protocolos de estresse cronico e posteriormente expostos a um novo estressor.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: (A) Niveis de corticosterona em machos apds estresse por derrota social cronico frente a um novo
estressor. (B) Niveis de corticosterona em fémeas apds estresse por derrota social cronico frente a um novo
estressor. (C) Niveis de corticosterona em machos e fémeas apos estresse de testemunha cronico frente a um
novo estressor. #Indica efeito principal significativo de Sexo (p = 0,007); *Ver Material Suplementar S1 para
analise post-hoc da Condigdo. Niveis circulantes de corticosterona (ng/mL) em camundongos machos e fémeas.
Barras representam o erro padrao da média (EPM). Pontos individuais representam os valores de cada animal.

2.3 DISCUSSAO

O presente estudo fornece evidéncias de uma dissociagdo funcional na regulagdo do
eixo HHA, dependente da natureza do estressor social. O principal achado consiste na
identificacdo de um dimorfismo sexual na reatividade neuroenddcrina a estressores
psicossociais. Demonstramos que o estresse de derrota social (EDS), tanto em sua forma
aguda quanto cronica, induz uma resposta mais pronunciada de corticosterona em
camundongos machos, enquanto essa resposta encontra-se ausente ou atenuada em fémeas.
Além disso, observamos que o estresse de testemunha de derrota social (ETDS) ndo foi capaz
de modular a atividade do eixo HHA em nenhum dos sexos, evidenciando que a ativacao
difere com base no tipo de estressor, a simples exposicao a testemunhar um evento estressor/
uma ameaca social ndo € endocrinamente equivalente a vivenciar a experiéncia fisica direta.

O impacto do estresse sobre os sistemas fisioldgicos e comportamentais ¢ determinado
pelas caracteristicas do estressor, como cronicidade, previsibilidade e gravidade (49,50).
Embora nossos resultados nao tenham mostrado uma liberagdo elevada de corticosterona
(CORT) pos-ETDS, isso contrasta com a literatura recente que demonstra uma robusta
ativacdo do eixo HHA apos o ETDS. Por exemplo, demonstrou-se que o ETDS eleva os
niveis de CORT ndo apenas em camundongos machos (51), mas também em ratas fémeas,
que podem exibir respostas neuroendocrinas pronunciadas e, por vezes, maiores que as dos
machos apos estresse de testemunha agudo e repetido (52,53). Essa discrepancia destaca a
variabilidade da resposta neuroendodcrina a estressores psicoldgicos. Cabe ressaltar que foi

utilizada uma linhagem especifica (camundongos Swiss Webster) e uma versao adaptada do
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protocolo de ETDS descrito anteriormente, corroborando a importancia da espécie, linhagem
e caracteristicas especificas do estressor para os resultados fisioldgicos. Por outro lado, nossos
achados em machos expostos cronicamente ao EDS (apresentando um aumento significativo
de CORT) alinham-se com a literatura, a qual demonstra que o EDS repetido induz
hipertermia sustentada e elevagdo de corticosterona em camundongos machos NMRI e OF1
(37,48). Esses resultados confirmam o robusto impacto neuroendécrino do EDS (40,54) e o
valida como um estressor misto, combinando componentes fisicos e psicologicos, em
contraste com a natureza psicologica do testemunho (ETDS).

Em relagdo as diferencas sexuais, as fémeas submetidas ao EDS crénico ndo exibiram
uma resposta significativa de corticosterona, achado que contrasta com a resposta aguda
observada tanto no grupo EDS quanto no INA no Experimento 1. O aumento agudo de
corticosterona observado ¢ provavelmente modulado pela novidade e pelo manuseio dentro do
proprio protocolo (ex: mudanga de caixa-moradia e breves isolamentos em compartimentos).
Este padrao temporal (resposta aguda robusta seguida de uma resposta cronica nula) sugere
um processo de habituacdo ao estimulo quando repetido. A medida que o protocolo é
repetido, o manuseio e as interagdes deixam de ser percebidos como um estressor capaz de
sustentar a ativagdo do eixo HHA. Essa observa¢do ¢ consistente com a literatura que
demonstra que as respostas fisiologicas (ex: niveis cardiovasculares e de corticosterona)
frequentemente diminuem apds a exposi¢do repetida ao mesmo estressor (50,4,55,56).
Embora as diferengas de protocolo exijam cautela, este resultado alinha-se ao conceito de
'Homeostase Reativa' (reactive homeostasis) de Romero (57). Neste contexto, o organismo
mantém os parametros fisiologicos dentro de uma faixa preditiva, indicando que o estimulo
repetido € insuficiente para induzir uma sobrecarga homeostatica (homeostatic overload).
Consequentemente, os dados sugerem que o eixo HHA das fémeas se habitua ao estimulo de
EDS, retornando aos niveis basais ao longo do tempo. Embora o sistema neuroendocrino
possa se adaptar, os parametros cardiovasculares muitas vezes ndo o fazem; por exemplo, a
literatura indica uma falta de habituacdo em medidas cardiovasculares, como frequéncia
cardiaca e desequilibrio autdbnomo, ap6s sessoes repetidas de estresse social e ETDS (58).

Nossos dados com corticosterona corroboram a hipdtese de diferencas entre
estressores com componentes fisicos e ameagas psicoldgicas. A literatura, por exemplo,
demonstra que estressores psicossociais e fisicos exercem efeitos diferenciais em
comportamentos sociais. Em camundongos C57BL/6J, o estresse fisico induziu déficits mais
severos em ansiedade e interagdo social do que o estresse emocional (59). Consequentemente,

pesquisas como a de Nakatake e colaboradores (2020) indicam que, embora estressores
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emocionais e fisicos compartilhem caracteristicas (e.g., ativacdo simpdtica e liberacdo de
glicocorticoides), eles diferem em seus efeitos (e.g., impactos em longo prazo € mecanismos
distintos: fadiga muscular; exaustdo fisica). Nesse contexto, Finnell e colaboradores (2017)
demonstraram que estressores produzem consequéncias duradouras distintas: o ETDS, por
exemplo, ¢ mais propenso a causar disfun¢do cardiovascular e anedonia comportamental,
enquanto estressores fisicos aumentam a sensibilidade a disturbios inflamatdrios. Por outro
lado, estudos de Warren e colaboradores (2013, 2020) evidenciam que o estresse psicossocial
por testemunho induz alteracdes comportamentais significativas na interagdo social, na
preferéncia por sacarose e até nos niveis de corticosterona. Assim como os camundongos que
passam pelo estressor fisico, os camundongos submetidos ao estresse psicossocial no modelo
de Warren exibiram uma série de comportamentos semelhantes a depressdao e a ansiedade,
tanto 24 horas quanto 1 més apds o estresse (51). Essas diferengas ressaltam que, apesar das
semelhangas, os mecanismos subjacentes a cada tipo de estressor ndo sdo idénticos,
resultando em respostas neurocomportamentais distintas.

Em contraste com o EDS, o ETDS falhou em induzir uma resposta de corticosterona
em ambos os sexos, tanto na exposi¢do aguda quanto na prolongada. Sugerimos que essa
divergéncia (resposta robusta no EDS e auséncia da resposta no ETDS) a discriminagdo do
estimulo estressor para a ativagdo sustentada do eixo HHA, mediada pelo cortex pré-frontal
(CPF) (HERMAN, 2013, 2016). Ressaltamos que a auséncia de uma resposta robusta de
corticosterona nem sempre significa auséncia de impacto significativo do estresse, mas pode
sugerir uma dissociagdo entre a resposta neuroenddcrina classica e outras manifestagcdes de
estresse, como as alteragdes comportamentais € neurais.

Nossos dados corroboram essa hipotese de dissociacdo de vias, onde o estresse com
componentes fisico e psicoldgico combinado do EDS ¢ avaliado como uma ameaga grave,
ativando tanto o eixo SAM quanto o eixo HHA, contrastando com o estimulo psicoldgico do
testemunho (ETDS), que pode ter sido seletivamente suprimido pelo CPF ndo ativando o eixo
HHA, mas suficiente para ativar o eixo SAM, para respostas autonomas (61). Além disso,
alguns individuos podem ser mais resilientes ou desenvolver diferentes estratégias de
enfrentamento e, mesmo na auséncia da corticosterona, estressores psicoldgicos podem
resultar em mudangas comportamentais (como em comportamentos semelhantes a ansiedade)
e de plasticidade neural, como a hiperativagdo do BNST, amigdala e hipocampo (28,30,45).
Assim, o dimorfismo sexual pode se manifestar em outros dominios da resposta ao estresse,
em vez da corticosterona circulante. Por exemplo, Avalo-Zuluaga et al. (2025) relataram que

machos e fémeas exibem perfis de vulnerabilidade distintos na atividade comportamental (ex:



29

estado da pelagem, construg¢do de ninho, exploragdo de objetos) e neurofuncional, com fémeas
apresentando menor ativagdo amigdaloide e maior interagdo com objetos novos.

Os resultados obtidos com a inclusdo de um novo estressor corroboram as crescentes
evidéncias na literatura sobre as diferengas sexuais na fisiologia da resposta ao estresse
(62,63,64). A exposi¢do cronica ao EDS nao alterou a reatividade ao novo estressor (NE) em
ambos os sexos, sugerindo que este paradigma ndo induziu a sensibilizagdo cruzada (cross-
sensitization) ou habituagdo do eixo HHA neste contexto. Em contraste, na analise do ETDS,
observamos um efeito principal de sexo, com machos apresentando maiores niveis de
corticosterona circulantes independente do estressor, podendo refletir uma diferenga sexual na
responsividade do eixo HHA, um fenomeno previamente descrito (64).

Para expandir a compreensao da influéncia do sexo nas respostas ao estresse, ha uma
busca por um modelo animal eficaz para estudo do estresse psicossocial em fémeas. Em nosso
estudo, o protocolo de EDS para fémeas diferiu do protocolo para machos e foi realizado em
uma coorte experimental distinta. Conforme detalhado na se¢do de métodos, essas variagdes
metodoldgicas poderiam explicar a auséncia de uma resposta fisioldgica cronica nas fémeas.
E importante ressaltar que, embora as fémeas tenham se habituado ao cronico, elas
apresentaram reatividade preservada do eixo HHA diante de um novo estressor de contengao,
desencadeando uma resposta comparavel a do grupo controle.

Na literatura, observa-se uma discussdo sobre a influéncia do ciclo estral e das
flutuacdes dos hormonios ovarianos nas respostas ao estresse. Alguns autores apontam que o
estrogénio pode atuar como um fator de vulnerabilidade, aumentando a sensibilidade ao
estresse por meio da hiperativacdo do sistema do fator liberador de corticotrofina (CRF)
(65)Por outro lado, héa evidéncias de que os hormonios femininos exercem um efeito protetor
cardiovascular (66). A funcdo ovariana e as flutuacdes hormonais naturais inerentes ao ciclo
estral atuam como um mecanismo fisiolégico tamponante (buffer), que, sob a influéncia
sistémica do estrogénio e da progesterona, atenua a resposta simpatica, reduzindo picos de
pressdo arterial e taquicardia induzidos pelo estresse (67,68). No presente protocolo, as
fémeas nao apresentaram um aumento sustentado de corticosterona em resposta ao estressor
social prolongado, o que poderia sugerir que as fémeas recrutaram vias fisiologicas e
comportamentais alternativas para modular o desgaste alostatico cronico, onde a atividade
ovariana e suas sinalizagdes hormonais modulou uma resposta adaptativa sistémica,
englobando vias de prote¢do cardiovascular, rotas mediadas por ocitocina ¢ a modulagdo
inibitdria especifica do sistema nervoso simpatico, poupando a hiperativagdo continua do eixo

HHA. Em contrapartida, quando submetidas a natureza do estresse de restricdo, a via cldssica
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do eixo HHA foi acionada para modular a secre¢do de corticosterona. Do ponto de vista
metodoldgico, essa reatividade preservada frente ao novo estressor (restricdo) ¢ fundamental
para sustentar que a ndo avaliacao diaria do ciclo estral ndo consistiu em um fator limitante
para o estudo. O fato de o eixo HHA dessas fémeas demonstrar funcionalidade e capacidade
de responder ao estresse agudo comprova que as flutuagdes estrais nao suprimiram
indiscriminadamente a resposta enddcrina, evidenciando que a atenuacdo observada ¢ uma
modulagdo especifica a natureza do estressor (social/misto vs. fisico).

Recentemente, um novo protocolo experimental de EDS em fémeas foi proposto por
(69). Em contraste com o modelo padronizado em nosso laboratério, no qual as intrusas
retornam a caixa-moradia ap6s o confronto, no paradigma descrito por esses autores, a fémea
intrusa pernoita com a agressora. Isso resulta na privagdo de interacdes sociais positivas
associada a exposicao sensorial continua a ameaca, caracterizando uma quebra prolongada da
estabilidade social. Ao combinar o EDS a essa mudanca social abrupta, este modelo
demonstrou induzir alteragdes significativas nos niveis de corticosterona e glutamato, além de
desencadear comportamentos do tipo ansioso e depressivo. Portanto, essa dindmica estabelece
um paradigma translacional mais robusto, sendo uma abordagem metodoldgica valiosa a ser
considerada em investigacdes futuras sobre as consequéncias emocionais do estresse em
fémeas.

Uma limitagdo do nosso delineamento de ETDS ¢ que ambos os sexos testemunharam
0 mesmo estressor (uma derrota entre machos). E validado na literatura o comportamento de
transferéncia social do estresse em animais que presenciam cronificacdo da dor, e respostas de
dor mais acentuada em fémeas (70,71). Tal avaliagcdo nao foi possivel em nosso estudo devido
a provavel baixa relevancia etologica do contexto, onde fémeas observaram um conflito entre
machos, em vez de um conflito entre fémeas (72,73). Esse desenho experimental pode ter
influenciado a resposta de transferéncia social do estresse, tornado a experiéncia menos critica
para a sobrevivéncia sob a perspectiva da fémea (74), explicando assim a auséncia de ativacao

do HHA (o achado nulo do ETDS).
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3 CONCLUSAO

Este estudo revela um dimorfismo sexual na resposta do eixo HHA ao estresse de
derrota social, com machos exibindo uma elevada resposta de corticosterona que esta ausente
em fémeas. Demonstramos também uma dissociacdo entre estressores fisicos/mistos e
psicologicos, onde o ETDS nao foi suficiente para ativar o HHA em nenhum dos sexos.
Futuros estudos sdo necessarios para elucidar a hipdtese de dissociagdo, medindo outros
marcadores neuroendocrinos para determinar se o estimulo por testemunho ativa outra via de

resposta ao estresse.
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APENDICE A — ANALISE COMPLEMENTAR E DISCUSSAO SUPLEMENTAR
A.1 Resultados Suplementares: Achados nos Grupos de Controle (TINA)
Para investigar a modulagdo por sexo nos estressores cronicos sem a influéncia do EDS, foi
realizada uma ANOVA de dois fatores [Fator 1: Condicao (ETDS, TINA ou Naive); Fator 2:
Sexo (Fémea ou Macho)]. Esta analise revelou um efeito significativo do fator "condig¢ao"
sobre os niveis de corticosterona [F(2,30) = 3,416; p = 0,046; n*p = 0,18]. No entanto, ndo foi
observado um efeito significativo do fator "sexo" [F(1,30) = 0,239; p = 0,628], nem uma
interacdo significativa entre "sexo" e "condicao" [F(2,30) = 1,016; p = 0,374].
O teste post-hoc de Tukey indicou que houve uma diferenca significativa apenas entre os
grupos TINA e Naive (p = 0,0184). Isso indica que a exposi¢do prolongada a interagdo social
ndo agressiva (TINA) foi suficiente para elevar os niveis de corticosterona significativamente
em comparagdo com o grupo controle Naive, independentemente do sexo (Figura Al).
A investigagdo da responsividade do eixo HPA apds a exposi¢do prolongada e subsequente
exposicao a um novo estressor (NE), com modulagao por sexo, foi conduzida por ANOVA de
dois fatores. Esta analise revelou efeitos significativos para ambos os fatores (Figura A2). Foi
observado um efeito principal significativo do fator "Sexo" [F(1,30) = 8,530; p =0,007; n?p =
0,180] e do fator "Condigao" [F(2,30) = 3,873; p = 0,032; n*p = 0,163]. Em contraste, a
interacdo entre os fatores nao foi estatisticamente significativa [F(2,30) = 0,569; p = 0,572].
O teste post-hoc de Tukey revelou que os animais no grupo TINA+NE apresentaram niveis de
corticosterona significativamente mais baixos que os do grupo ETDS+NE (p = 0,013).
Nenhuma outra diferenca significativa foi observada entre as condic¢des restantes (ETDS vs
Naive, p = 0,086; TINA vs Naive, p=0,341).
A.2 Discussiao Suplementar
Enquanto a exposi¢do aguda a um novo estressor tipicamente ativa o eixo HHA (Herman et
al., 2003), nossos dados sugerem que a exposi¢do prévia e prolongada a condi¢do TINA pode
ter resultado em um processo de dessensibilizagdo ou atenuacdo desta resposta. A literatura
sugere que a exposicao repetida a certos tipos de estimulos, especialmente quando nao
envolvem um desafio fisico direto ou ameaca iminente, pode resultar em uma adaptacdo da
resposta aguda da corticosterona (75).
Além disso, o ato de testemunhar eventos (mesmo que nao agressivos, como no TINA) pode
gerar respostas complexas na corticosterona, as quais nem sempre se traduzem em um
aumento continuo, dependendo da natureza do estimulo e da duragdo da exposi¢io (51,76). E
possivel que o protocolo TINA, ao decorrer dos 10 dias, tenha gerado uma habituacdo ao

ambiente experimental e a interacdo social neutra. Diante disso, sugerimos que a auséncia de
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agressdo direta e a natureza prolongada da exposi¢do podem ter reforcado a percepgdo de
seguranga ou previsibilidade, atenuando a reatividade do eixo HHA frente ao desafio

subsequente.
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APENDICE B - TABELAS DE ESTATISTICA DESCRITIVA E RESUMO DOS
EFEITOS
B.1 Dados Descritivos
As tabelas a seguir apresentam os valores absolutos de Média, Desvio Padrao (SD), Erro
Padrao da Média (SE) e Coeficiente de Variagdo (CV) para os niveis plasmaticos de

corticosterona (ng/mL) em todos os experimentos realizados.

Tabela 4 - Estatisticas descritivas para niveis plasmaticos de corticosterona no Experimento 1 (Estresse
por EDS Agudo).

Sexo Condicao N XS?IE‘L) SD SE CV (%)

IMacho  |[EDS llo  |l405.66 108,13 |l44,14 |I26.7 |
IMacho  |INA ll6 230,29 |l66.00 26,94 28,7 |
IMacho  |[Naive llo  |[150,20 71,57 29,21 ll47.6 |
[Femea  |[EDS llo |l236.82 10,56 [l43.11 |l44.6 |
[Féemea  |INA ll6 |[295.02 169,99 128,57 23,7 |
[Fémea  |[Naive llo |[101.86 |l45.54 ||18.,59 |l44.7 |

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Tabela 5 - Estatisticas descritivas para niveis plasmaticos de corticosterona no Experimento 1 (Estresse
por ETDS Agudo).

Sexo Condicio N |[Média (ng/mL) SD SE CV (%)

Macho ETDS 6 (237,48 178,00 72,66 75,0

Macho TINA 6 186,55 94,01 38,38 50,4
Macho Naive 6_ 150,20 71,57 29,21 47,6
Fémea ETDS 6_ 198,61 201,37 82,21 101,4
Fémea TINA 6— 203,93 97,57 39,83 47,8

Fémea Naive 6 (/101,86 45,54 18,59 44,7
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Tabela 6 - Estatisticas descritivas para niveis plasmaticos de corticosterona no Experimento 2 (Estresse
Cronico - Machos e Fémeas).

Sexo Condicao N |[Média (ng/mL) SD SE CV (%)
Macho EDS 6_ 687,28 166,50 67,97 24,2
Macho INA 6_ 137,81 69,87 28,52 50,7
Macho ETDS 6_ 159,71 86,67 35,38 54,3
Macho TINA 6_ 200,82 159,07 64,94 79,2
Macho Naive 6_ 150,20 71,57 29,21 47,6
Fémea ETDS 6_ 189,07 83,74 34,18 44,3
Fémea TINA 6_ 270,12 127,88 52,21 47,3
Fémea Naive 6_ 101,86 45,54 18,59 44,7

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Tabela 7 - Estatisticas descritivas para niveis plasmaticos de corticosterona no Experimento 3
(Reatividade ao Novo Estressor).

Sexo Condicao Prévia N [|[Média (ng/mL) SD SE CV (%)

Macho EDS 6 (/388,97 70,82 28,91 18,2

Macho INA 6 (412,77 80,78 32,97 19,6
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Sexo Condicao Prévia N_ Média (ng/mL) SD SE CV (%)
Macho ETDS 6_ 425,50 179,05 73,09 |[42,1
Macho TINA 6_ 271,19 109,27 44,61 40,3
Macho Naive 6_ 274,71 129,95 53,05 47,3
Fémea ETDS 6_ 256,97 191,19 78,05 74,4
Fémea TINA 6_ 106,71 45,33 18,50 |[42,5
Fémea Naive 6_ 210,68 106,68 43,55 50,6

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

B2 - Resumo Grafico dos Efeitos
O quadro abaixo sintetiza as condigdes experimentais que resultaram em elevagdo
significativa dos niveis de corticosterona em relacao aos seus respectivos controles basais.

Quadro B1 - Resumo das respostas significativas de corticosterona por condicio experimental e sexo.

s s . Experimento Experimento Experimento 3  (Novo
Condi¢do Experimental (Agudo) (Cronico) Estressor)
Machos Fémeas Machos
Intrusos (EDS) X X X
Interacio Nao Agressiva X

(INA)
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Experimento

Condicao Experimental (Agudo)

1|/(Experimento 2
(Cronico)

Experimento 3
Estressor)

(Novo

Testemunho de Derrota
(ETDS)

Testemunho de Interacio
(TINA)

Naive (Controle)

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: (X) indica elevacgdo significativa dos niveis de corticosterona em comparagdo ao nivel basal ou
ativagdo do eixo HHA frente ao desafio. Células vazias indicam auséncia de resposta estatisticamente
significativa ou habituacdo (no caso do EDS cronico em fémeas).

Figura 8 - Resumo Grifico.

Sexual Dimorphism in HPA Axis Aactivation: Direct vc. Witness Social Stress

1. Experimental Design 2.
(The Model)

Direct Stress (SDS)

L J 1 -
d :
1000
Novel Stressor § 800
Q Challenge (NS) £ 600
& 400
‘:|J> £ 200
E o
) it
: E
Q d500
2 400
£ 300
1 i % 200
! i - 2100
Acute Prolonged (10 day) ! Acute Restraint £ 0
(1 day) - 30 min -

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
Legenda: Resumo de todo projeto em forma grafica

Reactive Response

Main Results
(Corticosterone Data)

A) Direct Stress (SDS)

MALE @ FEMALE
No Reactive Response

._______'-'-_'_______._--0

Acute Prolonged Post-Challenge

B) Witness Stress (WSDS)

MALE @ FEMALE
No Reactive Response (Both Sexes)

-—-—-—-—"'"_'_-_._--‘

Acute Prolonged Post-Challenge

3. Conclusion and Mechanism
(Interpretation)

Direct Observational
Threat (SDS) Threat (WSDS)

Carticestarone .,

Robust HPA

Activation
(Sex-dependent)

Dissociation
(No HPA Response)

Direct stress reveals sexual dimorphism: males
there's reactive responses, females habituate.
Witness stress does not activate the HPA axis,
suggesting distinct neuroendocine processing for
observed threats



