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RESUMO

A ansiedade consiste na preocupacgdo orientada para estimulos aversivos ndo presentes no
ambiente. Os transtornos de ansiedade apresentam alta prevaléncia global, acometendo
percentual maior de mulheres do que de homens; sdo desencadeados por fatores fisiologicos,
genéticos e sociais, como o estresse psicossocial. A resposta de estresse se baseia no
funcionamento do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenais (HPA) e na neurotransmissdo CRFérgica
(i.e., mediada pelo fator liberador de corticotrofina), através dos seus receptores tipo 1
(CRFR1). O estresse de derrota social cronico (EDSC), ¢ um modelo animal que permite
estudar os efeitos do estresse sobre o comportamento defensivo de roedores e as suas bases
neurais. O presente estudo investigou as diferengas sexuais na mediacdo dos receptores
CRFérgicos do tipo 1, sobre o comportamento de tipo ansioso, os niveis de corticosterona € o
padrdo de ativagdo c-Fos do Cortex pré-frontal medial (CPFm) e do Nucleo leito da estria
terminal (NLET), induzidos pelo EDSC. Utilizamos 223 camundongos Swiss-Webster adultos,
110 machos e 113 fémeas. Apds o EDSC, os animais foram avaliados no teste de interacao
social (TIS), seguido pelo labirinto em cruz elevado (LCE). Antes da exposicdo ao LCE, os
animais receberam administracdo i.p. do antagonista dos receptores do tipo 1 do CRF
(CP376395) nas doses de 20 ou 30 mg/kg. Apo6s o LCE, encéfalos e amostras sanguineas foram
coletados para quantificacdo da proteina c-Fos e dos niveis plasmaticos de corticosterona,
respectivamente. Nossos resultados indicam que houve diferengas sexuais na interacao social
em resposta ao EDSC, nos comportamentos exploratdrios relacionados a ansiedade e nos niveis
de corticosterona e c-Fos, apos a exposicdo ao EDSC e ao tratamento. No TIS, somente os
machos apresentaram prejuizo na interacao social. No LCE, o EDSC reduziu a exploragdo nos
bracos abertos em machos e fémeas, porém, houve diferencas sexuais no efeito do farmaco.
Nos machos, as doses de 20 e 30 mg/kg do CP376395 aumentaram a explora¢do dos animais
expostos ao EDSC e a interacdo ndo agressiva (INA); no caso das fémeas, apenas a dose de 30
mg/kg aumentou a exploracdo das previamente expostas ao EDSC. Ainda, o estresse reduziu
os niveis plasmaticos de corticosterona das fémeas, independentemente do tratamento. Quanto
a quantificacao da expressao da proteina c-Fos, o EDSC aumentou a sua expressao nos machos,
efeito revertido pelas duas doses do CP376395. Nas fémeas, observou-se padrdao de ativagdo
contrario ao dos machos, indicando desregulagao do eixo HPA. Com isso, sugerimos o
envolvimento da ativagdo do eixo HPA e da neurotransmissdo CRFérgica na resposta
comportamental, enddcrina e neurofisiologica de machos e fémeas submetidos ao EDSC, com
maior suscetibilidade das fémeas de apresentar desregulac¢do da atividade neural em resposta
ao EDSC.

Palavras-chave: Ansiedade; Fator liberador de corticotrofina; CP376395; c-Fos; CPFm;
NLET; estresse de derrota social cronico; diferencas sexuais; camundongos.



ABSTRACT

Anxiety is characterized by an emotional response of anticipation towards the apparition of
potential threats. Anxiety disorders are globally prevalent, with females exhibiting a higher
incidence than males, presumably because of physiological, genetic, and social factors, such as
psychosocial stress. The stress response is based on the activation of the HPA axis, CRF
neurotransmission (i.e. mediated by corticotropin releasing factor), and its type 1 receptors
(CRFR1) activity. Chronic Social Defeat Stress (CSDS) enables research on the effect of stress
on rodent defensive behavior and its neural basis. In this study, we aim to investigate sex
differences in the mediation of CRFergic type 1 receptors, on anxiety-like behavior,
corticosterone expression and the c-Fos activity pattern of the medial prefrontal cortex (mPFC)
and the bed nucleus of the stria terminalis (BNST), after CSDS exposure. 223 adult Swiss-
Webster mice, 110 male and 113 female, underwent CSDS protocol. Stress was followed by
the social interaction test (SIT) and the elevated plus maze (EPM). Before EPM testing, animals
received an intraperitoneal injection of a CRF type 1 receptor antagonist (CP376395), at doses
of 20 or 30 mg/kg. Following EPM testing, both encephalon and blood tissue were extracted
for the quantification of c-Fos expression and plasma corticosterone levels, respectively.
Results indicate the existence of sex differences in social interaction, anxiety-related
exploratory behavior, corticosterone and c-Fos expression levels after CSDS and
pharmacological treatment. Only males exhibited social avoidance during the SIT. CSDS
induced anxiety-related reduction of open arms exploration in both males and females tested
on the EPM; albeit with sex differences observed in the response to CP376395 treatment. While
both drug doses increased open arm exploration in stressed and non-stressed males, only the 30
mg/kg dose was able to elevate exploration in CSDS females. Exposure to stress was able to
decrease corticosterone production in females only, regardless of treatment. Regarding c-Fos
expression analyses, males had an overall increase after CSDS exposure, effect reversed
through pharmacological treatment. Females showed a c-Fos activation pattern opposite of
what was seen in males, indicating HPA axis dysfunction. These results indicate that CSDS
successfully modulated HPA axis activity and CRF neurotransmission, as evidenced by
behavioral, endocrine and neurophysiological responses in both males and females, with higher
female susceptibility for possible neural deregulation after CSDS exposure.

Keywords: Anxiety; corticotropin-releasing factor; CP376395; c-Fos; mPFC; BNST; chronic
social defeat stress; sexual differences; mice.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade, fendmeno que tem sido historicamente caracterizado como patologia, tem
a sua origem no termo latino angor, que denota a sua propriedade de “constringir” ou perturbar
a saude e tranquilidade humanas, estando relacionada também a experimentacao de panico ou
medo sem causa aparente (Crocq, 2015). Na atualidade, a ansiedade ¢ definida como uma
resposta emocional de preocupagdo ou de antecipacgdo, orientada para estimulos ameagadores
futuros, ndo presentes no ambiente e que nao representam um perigo imediato para o sujeito;
consiste em resposta caraterizada por estados de vigilancia e tensdo aumentados (American

Psychiatric Association, 2014; Measelle; Ostlund, 2018).

A ansiedade fisiologica ¢ considerada normal e adaptativa, estando presente em diversas
espécies, pois tem a fungcdo de garantir a sobrevivéncia dos animais ao promover
comportamento de evitagdo de ambientes potencialmente aversivos (Perusini; Fanselow, 2015).
Assim, a resposta de ansiedade constitui mudangas no comportamento exploratdrio, bem como
maior expressao de comportamentos de evitacdo e fuga (Perusini; Fanselow, 2015; Padurariu
et al., 2017). Entretanto, a ansiedade patologica, foco da presente pesquisa, ¢ caracterizada por
sinais e sintomas comportamentais, fisiologicos, cognitivos € emocionais, como a evitacao de
estimulos percebidos como aversivos e da interagdo social, além do padecimento de sintomas
como a fadiga, ndusea, irritabilidade, problemas de concentracdo e memoria (Chand; Marwaha,

2023; National Institute of Mental Health, 2023).

A andlise das bases evolutivas da ansiedade permite entender que a fun¢do ultima dos
sintomas j4 mencionados, além de outros, como o aumento da frequéncia cardiaca e o aumento
do foco atencional orientado para sinais relacionados a presenca de ameacas, ¢ aumentar a
capacidade dos animais de detectar perigos no ambiente. Essa melhora na deteccao de ameagas
visa preparar o sujeito para um possivel enfrentamento, por meio da organizagdo e refinamento
de mecanismos fisiologicos, comportamentais e cognitivos voltados a sobrevivéncia e a

reproducdo do animal (Bateson; Brilot; Nettle, 2011).

Por outro lado, a resposta de ansiedade, como definida pelo pesquisador Michael
Fanselow, deve ser diferenciada, no continuo de iminéncia de predacdo, de outras respostas de
defesa, como o medo e o panico. Enquanto a resposta de medo se d4 em contextos de confronto
iminente com uma ameaga, caracterizando-se pela resposta comportamental de congelamento,

a resposta de panico ocorre no confronto direto com a ameaga, sendo composta pelos
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comportamentos de fuga ou luta; a ansiedade trata-se especificamente dos comportamentos de
antecipacdo e evitagdo de possiveis confrontos com as ameagas (Fanselow, 1994; Perusini;

Fanselow, 2015).

A apresentacao desses fenomenos relacionados a ansiedade baseia-se em mecanismos
como o descrito na teoria de deteccdo de sinais, segundo a qual um estimulo presente no
ambiente deve ter intensidade minima para ser considerado como uma potencial ameaca que
desencadeie a resposta de ansiedade do sujeito, de evitar o confronto com o dito estimulo. A
intensidade necessaria para desencadear a resposta pode variar dependendo das propriedades
do ambiente e do sujeito, sendo que animais humanos e ndo humanos expostos a ambientes de
alto risco expressam a resposta de ansiedade com maior rapidez, intensidade e frequéncia do
que animais que crescem em entornos seguros (Nesse, 2001; Nesse, 2005; Bateson; Brilot;

Nettle, 2011).

Com base nessas defini¢des, a ansiedade s6 pode ser classificada como patologia ou
transtorno quando ndo se expressa de maneira proporcional as circunstancias do ambiente,
deteriorando a qualidade de vida. Essa qualidade de vida ¢ definida como o nivel de satisfagao
ou o bem-estar percebidos por uma pessoa nos contextos em que ela se desenvolve. Assim, tem-
se reportado que a ansiedade patologica pode afetar negativamente o desempenho académico,
o envolvimento em contextos sociais e a qualidade da interagdo de uma pessoa no seu ambiente
familiar (Quinn; Fanselow, 2006, Measelle; Ostlund, 2018; Nechita; Nechita; Motorga, 2018;
Rodrigues, 2021).

De acordo com revisdes recentes sobre a prevaléncia de doengas relacionadas a
ansiedade, aproximadamente 359 milhdes de casos relacionados ao padecimento patolégico da
ansiedade foram reportados no mundo, tendo também dados que apresentam prevaléncia global
da ansiedade de 35,12% durante a pandemia da COVID-19 (Delpino et al., 2022; Wu et al.,
2025). Adicionalmente, ¢ sabido que a ansiedade apresenta alta prevaléncia em um amplo
conjunto de populagdes especificas, como faixas etérias, pessoas que padecem alguns tipos de
doencas respiratorias e neuroldgicas, funcionarios da area de saude, estudantes universitarios e
a populagdo global afetada pela COVID-19 (Morin et al., 2020; Zhang et al., 2023; Ignacio et
al., 2024; Laura et al., 2024; Ruiz-Villa et al., 2024; Zhu et al., 2022).

Com respeito a América Latina, foram reportados niveis de prevaléncia da ansiedade de
6,6 % no caso da Colémbia e 12,4% no Brasil, porcentagem que pode ascender até o 75,6% na

sua populacdo estudantil, sendo que o Brasil estd entre os paises com maior aumento na
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prevaléncia desta doenca no mundo, em comparagdo com décadas anteriores (Global Burden
of Disease Collaborative Network, 2023; Laura et al., 2024 Wu et al., 2025). O alto nivel de
prevaléncia desta doenga apresenta a necessidade de estudar a sua neurobiologia, assim como

de desenvolver novas estratégias para o seu tratamento.

Na maioria dos estudos anteriormente citados, o sexo dos sujeitos foi um dos fatores
mais determinantes na apari¢ao de diferengas na prevaléncia da ansiedade, existindo maior
tendéncia nas mulheres de apresentar ansiedade do que nos homens, com porcentagens de
prevaléncia na populagdo de 11,6% e 6,3%, respectivamente (Javaid et al., 2023; Yeretzian et

al., 2023).

Existem também diferengas nos sinais e sintomas relacionados a ansiedade, que sao
experimentados por homens ¢ mulheres. Enquanto ha maior prejuizo na interacdo social nos
homens, ha maior prejuizo relacionado aos sintomas somaticos e autobnomos nas mulheres,
como fadiga e tensdo muscular (Vesga-Lopez et al., 2008; Altemus; Sarvaiya; Epperson, 2014).
Este dimorfismo sexual pode ser explicado por fatores fisiologicos, como as diferencas na
conectividade de estruturas encefalicas como a amidala, na composi¢do da microbiota humana
e no efeito da secrecdo de hormonios sexuais sobre o desenvolvimento ¢ a comunicagao de
estruturas encefalicas responséveis pela resposta de ansiedade (Chaudhary et al., 2023; Kim et
al., 2023; Moisan, 2022); pelas diferencas na composi¢do dos cromossomos sexuais sobre o
funcionamento do sistema imune e na expressao genética no hipocampo (Green; Flash; Reiss,
2019; Mehta; Wang; Redei, 2013), bem como, por fatores de natureza social, econdmica e
cultural como as diferencas no estado socioecondmico da popula¢do (Farhane-Medina et al.,
2022; Nunes et al., 2022). No contexto atual, existe tendéncia cada vez maior de investigar as
diferencas sexuais no estudo da neurobiologia de transtornos como a ansiedade, assim como no

desenvolvimento de farmacos para seu tratamento.

Um dos fatores de risco mais analisados no estudo do desenvolvimento da ansiedade ¢
o estresse (Gilbar et al., 2022). O estresse ¢ definido como a resposta comportamental e
autonoma do organismo ante estimulos estressores que perturbem o seu estado base, tendo o
objetivo de reestabelecer esse estado inicial do animal. Os estimulos estressores podem ser
internos ou externos € de natureza fisica ou psicologica (Selye, 1936; Fulfort; Harbuz, 2005;

Russell; Lightman, 2019).

Doengas relacionadas ao estresse apresentam prevaléncia de 36,5% na populagdo global

(Nochaiwong et al., 2021). O uso de modelos animais possibilita o estudo dos efeitos deste tipo
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de estresse sobre o comportamento psicopatologico relacionado a ansiedade (Bourin, 2015).
Neste sentido, a resposta de estresse pode ser induzida por estimulos fisicos como a restricao
forcada do movimento (Rodriguez-Palma et al., 2023), e por estimulos de natureza social,
relacionados a interacdo direta com outros seres vivos da mesma espécie (Juth; Dickerson,
2020). Porém, os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos no controle das respostas

relacionadas a ansiedade ainda ndo sdo completamente compreendidos.

A resposta de estresse ¢ regulada por meio de distintos processos fisiologicos, como
ativacdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal ( eixo HPA, do inglés Hypothalamic-Pituitary-
Adrenal axis) e da neurotransmissao de glicocorticoides em estruturas como o cortex pré-frontal
medial (CPFm) e o nucleo leito da estria terminal (NLET) (Bale; Vale, 2004; Russell;
Lightman, 2019; Mcklveen et al., 2019; Su et al., 2023). Como j4& mencionado, o eixo HPA
regula a resposta neuroenddcrina e comportamental a estimulos estressores que alterem o estado
basal dos animais, através da comunicagdo entre o hipotalamo, a glandula pituitaria ou hipofise

e as glandulas adrenais.

Neste sistema, o hipotalamo compreende o controle neural da produg¢do enddcrina da
glandula hipofise, por meio da expressdo de fatores de liberagdo e inibi¢do, como o fator
liberador de corticotrofina (CRF, do inglés corticotropin-releasing factor), que é produzido nas
células parvocelulares do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN, do inglés
paraventricular nucleus) (Harris, 1948; Fulfort; Harbuz, 2005). Assim, no contexto da resposta
de estresse, o aumento a producdo do CRF no PVN leva ao aumento na produgdo da pro-
opiomelanocortina e do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH, do inglés adrenocorticotropic
hormone), apds estimulacdo dos corticotrofos da hipofise anterior ou adenoipofise pelo CRF.
Finalmente, o ACTH ¢ transportado no sangue até atingir a area fasciculata do cortex das
glandulas adrenais, que produzem e liberam na corrente sanguinea glicocorticoides como o

cortisol e a corticosterona (James; Few, 1985; Lightman; Young, 1988; Fulfort; Harbuz, 2005).

A liberagdo de glicocorticoides, induzida pela ativacdo do eixo HPA, modula e
acompanha a resposta autonoma orientada a adaptacdo do animal ao estimulo que induz a
resposta de estresse, que inclui aumento da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial,
redirecionamento do fluxo sanguineo da pele e do trato digestério para os musculos
esqueléticos, e maior atividade sensorial (Keller et al., 2006; Crestani, 2016; Herman et al.,

2016).
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O funcionamento do eixo ¢ regulado pela ativagdo de receptores de glicocorticoides
(GR) no sistema nervoso central, que agem como circuito fechado de retroalimentagdo negativa
e reduzem a producao de glicocorticoides. Além disso, a neurotransmissao da proteina de
ligacdo do CRF também auxilia na regulacao do sistema, ligando-se a peptideos como o CRF
e reduzindo a sua biodisponibilidade no sistema nervoso central. Porém, a ativacdo prolongada
do eixo HPA pode conduzir a atrasos nesse processo de retroalimentagdo, levando a
conservagao de altos niveis de glicocorticoides ou hipercortisolemia, o qual estd relacionado
com alteragdes patoldgicas e comportamentais (Mcewen; Stellar, 1993; Fulford; Harbuz, 2005;

Keller et al., 2006; Sterlemann et al., 2008; Hartmann et al., 2012; Deussing; Chen, 2018).

Existem outros neuropeptideos que estimulam a ativagdo do eixo HPA e coordenam a
resposta neurologica de estresse além do CRF: A urocortina 1, urocortina 2, urocortina 3 e a ja
mencionada proteina de ligagdo do CRF (Deussing; Chen, 2018). Quanto ao CRF, que ¢ o
peptideo com maior afinidade pelos seus receptores em comparagdo aos anteriormente
mencionados, ¢ sintetizado tanto pelo PVN quanto pelo locus coeruleus, nicleo accumbens,
bulbo olfatério e hipocampo; além disso, existem neurdnios de CRF em éreas alvo de pesquisa
sobre as bases biologicas da resposta de estresse e ansiedade, como a amidala, o CPFm ¢ o
NLET (Keller et al., 2006; Miguel; Gomes; Nunes-De-Souza, 2014; Cipriano; Gomes; Nunes-
De-Souza, 2016; Faria et al., 2016; Deussing; Chen, 2018).

Até o momento, dois receptores do CRF foram identificados no sistema nervoso central,
os receptores tipo 1 (CRFR1) e tipo 2 (CRFR2). Ambos os receptores sao da classe B de
receptores vinculados a proteina Gs, a qual age pela expressdo da adenilil ciclase, acumulagao
de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e fosforilagdo da proteina de vinculagdo de
elementos responsivos do AMPc (CREB, do inglés cAMP responsive element-binding protein)
(Bale; Vale, 2004; Hauger et al., 2006; Keller et al., 2006; Miguel; Gomes; Nunes-De-Souza,
2014). Enquanto o CRF e a urocortina 1 apresentam afinidade pelo CRFR1, a urocortina 2 e
principalmente a urocortina 3 apresentam afinidade pelo CRFR2 (Li et al., 2002; Bale; Vale,
2004; Dedic; Chen; Deussing, 2018; Deussing; Chen, 2018).

Mesmo que o CRFR1 e o CRFR2 sejam 70% idénticos, o CRF apresenta maior
afinidade pelo CRFR1; além disso, o CRFR1 ¢ distribuido em areas do encéfalo fundamentais
na resposta de estresse e do funcionamento do eixo HPA, como a hipofise anterior, o bulbo
olfatério, o cortex, o NLET, a area cinzenta periaquedutal, a drea tegmental ventral, a amidala,

o hipocampo, os nucleos da base, e o talamo(Bale; Vale, 2004; Keller et al., 2006; Deussing;



16

Chen, 2018). Por outro lado, o CRFR2 ¢ expresso no tecido muscular esquelético, em
cardiomidcitos, no pancreas, no hipotdlamo ventromedial, ¢ nos nucleos da rafe. Em
comparag¢do ao CRFR1, o CRFR2 apresenta menor expressao no PVN e no NLET, assim como
expressao minima na hipéfise (Chalmers; Lovenberg; De Souza, 1995; Lovenberg et al., 1995;

Huising et al., 2011; Kuperman et al., 2011; Kaur et al., 2017).

Estudos que compararam a acao do antagonismo do CRFR1 e do CRFR2 em modelos
experimentais de comportamento relacionado a ansiedade, em roedores, acharam maior
efetividade do bloqueio do CRFR1 na reversdo de comportamento do tipo ansioso em
protocolos de medo e estresse, sendo que o antagonismo do CRFR2 ndo produziu resultados
consistentes nestes modelos (Radulovic et al., 1999; Kishimoto et al., 2000; Takahashi et al.,
2001; Takahashi, 2001). Esses fatores, relacionados a distribuicado e funcionalidade dos
receptores, tornam ao CRFR1 no alvo de maior interesse na pesquisa das bases biologicas da
resposta de estresse e no tratamento de processos fisioloégicos e comportamentais relacionados
a ansiedade, com base também nos estudos que ressaltaram a efetividade do seu antagonismo

na reversao destes processos (Rassnick et al., 1993; Mensaghi et al., 1994; Zorrilla et al., 2002).

Atualmente, o estresse de derrota social constitui um dos principais modelos utilizados
no estudo dos efeitos do estresse psicossocial no comportamento de animais ndo humanos.
Neste procedimento, um animal denominado intruso € colocado na caixa moradia de um animal
residente agressivo, que confronta o intruso com mordidas no dorso, na cauda e nas patas,
resultando na submissao ou derrota do intruso. A derrota social pode ser aplicada tanto para o
estudo dos efeitos do estresse agudo, efetuando um tnico ensaio do modelo (Miyanishi et al.,
2023), como para investigagcdes das consequéncias do estresse cronico, realizando-se até 10
sessoes didrias do protocolo (Rodriguez et al., 2024). Este modelo tem permitido o estudo do
efeito do estresse psicossocial sobre varidveis como a resiliéncia ao estresse social (Reguilon et
al., 2022), o estudo dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos da administracdo de fArmacos sobre
o comportamento de modelos animais (Fusse et al., 2024), e sobre a relacdo entre
comportamentos relacionados a ansiedade e o funcionamento de estruturas neuronais como o
CPFm e o NLET (Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020; Victoriano et al., 2020; Santos-Costa
etal., 2021; Da Costa et al., 2023).

Recentemente, t€ém sido desenvolvidos estudos sobre as diferencas sexuais na resposta
ao estresse e a ansiedade. Um dos estudos avaliou o efeito de protocolos agudos e cronicos de

estresse de restricdo sobre o comportamento e os niveis de corticosterona de camundongos
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C57BL/6J machos e fémeas. Os achados indicam que comportamentos do tipo ansioso seriam
encontrados unicamente nos machos testados no teste de campo aberto, enquanto foi observado
aumento dos niveis de corticosterona tanto nos machos quanto nas fémeas expostos ao estresse

agudo (Nalepa et al., 2025).

Outros tém se focado na aplicagdo do modelo de derrota social para o estudo das
diferencas sexuais, utilizando roedores fémeas de diferentes espécies (Harris et al., 2018; Van
Doeselaar et al., 2020; Pan et al., 2023). Tais estudos demonstraram alteragdes diferenciais em
resposta ao estresse, como as relacionadas as mudangas no comportamento de ingesta e de
interagdo social, apresentando maiores niveis de intera¢do, ap6s a derrota, unicamente nos
camundongos fémeas (Smith et al., 2023). Além disso, o estresse psicossocial pode reduzir o
controle inibitério de comportamentos impulsivos ¢ diminuir a neurotransmissao
dopaminérgica no cortex pré-frontal de fémeas adultas (Pantoja-Urban et al., 2024).
Adicionalmente, camundongos C57BL/6J fémeas submetidas ao estresse de derrota social

apresentaram comportamento de anedonia relacionado a depressao (Ito et al., 2024).

Entre as estruturas encefalicas envolvidas na resposta ao estresse de derrota social
encontra-se o cortex pré-frontal medial (Fulfort; Harbuz, 2005; Cerqueira; Almeida; Sousa,
2008; Mcklveen et al., 2019). Pesquisas recentes tém avaliado os efeitos da ativacdo desta area
na resposta de camundongos expostos ao estresse psicossocial, encontrando a existéncia do
papel diferencial dos cortices pré-frontal medial direito e esquerdo na incrementacdo e
atenuacgao das respostas ao estresse e da ansiedade, respectivamente; com foco na expressao de
receptores NMDA de glutamato, da neurotransmissao noradrenérgica e da regido pré-limbica

do CPFm (Saito et al., 2024; Santos-Costa et al., 2021; Santos-Costa et al., 2016).

Do mesmo modo, tem sido observado o papel do NLET na modulagdo desta resposta
emocional, pois a exposi¢do de camundongos a derrota social permitiu observar ativagao
cronica de neuronios glutamatérgicos nesta area, além de sugerir existéncia de vias neurais entre
o CPFm e o NLET, em que este ultimo seria responsavel pela expressao de comportamento de
tipo ansioso de animais submetidos a estimulacdo direta do hemisfério direito do CPFm
(Santos-Costa et al., 2021; Da Costa et al., 2023). O NLET também ¢ modulado pela
neurotransmissdo do CRF, hormdnio responsavel pela produgdo de cortisol em humanos e
corticosterona em camundongos, os quais participam da resposta emocional de ansiedade

(O’connor; Thayer; Vedhara, 2021). Neste contexto, foi observado que o bloqueio da proteina

de ligacdo do CRF atenuou a evitagdo social em ratos expostos ao estresse de derrota social
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(Vasconcelos et al., 2019). Além disso, a administracdo direta no NLET, do antagonista do
CRFR1 CP376395, reverteu o efeito ansiogénico da derrota social de camundongos machos

(Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020).

Assim, uma das ferramentas que permitem a medi¢do das mudangas no nivel de ativagio
destas estruturas encefalicas, em resposta a diversas condi¢des experimentais, ¢ a quantificagao
da expressao da proteina c-Fos. Esta proteina, localizada no nucleo de células principalmente
do sistema nervoso central, constitui um dos genes de resposta imediata (IEGs, do inglés

immediate early genes) mais estudados na literatura (Herrera; Robertson, 1996).

Os IEGs, como a c-Fos, tem a capacidade de ser expressos e reagir a estimulos do
ambiente externo do animal, por meio de mecanismos como a ativagao de receptores NMDA
de glutamato, produzindo respostas rapidas e de curta duragdo que podem mudar a composi¢ao
de outros genes dentro da célula e produzir alteragdes fenotipicas nela a longo prazo (Sheng;

Greenberg, 1990; Herrera; Robertson, 1996).

Enquanto historicamente a expressao de c-Fos foi utilizada exclusivamente no estudo
de modelos farmacoldgicos das bases neurais da epilepsia (Morgan et al., 1987), outros
pesquisadores comecaram a utilizar a proteina na investigagdo de como diversos agentes
farmacologicos podem ativar areas especificas do encéfalo e como essas estruturas criam vias
de comunicagdo entre si (Dragunow; Faull, 1989). Tal ¢ o caso das pesquisas sobre as bases
neurobioldgicas do estresse, que, apds aplicagdao de protocolos experimentais de estresse por
restri¢ao e de derrota social aguda e cronica, acharam atividade relacionada a expressao da c-
Fos em areas do cérebro reativas ao CRF, como o PVN e o ja mencionado NLET. Além disso,
a administracao direta do CRF no cérebro de roedores pode induzir o aumento na produgao de
c-Fos no tecido neural, efeito revertido pela administracdo de antagonistas do CRF (Arnold et
al., 1992; Harbuz et al., 1993; Herrera; Robertson, 1996; Matsuda et al., 1996; Martinez;
Phillips; Herbert, 1998).

Com isso, a quantificacdo dos niveis de expressdo da c-Fos oferece a oportunidade de
estudar o potencial efeito de mudancgas na neurotransmissdo CRFérgica, induzidas pelo estresse
psicossocial cronico, sobre a atividade de areas como o CPFm e o NLET de camundongos
machos e fémeas. Em consonancia com esses achados neurais, estudos que analisaram os niveis
de corticosterona mostraram que o estresse de derrota social cronico induz maiores niveis da

substancia no plasma sanguineo dos animais. Este efeito € observado tanto em animais machos
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como em fémeas, independentemente do possivel efeito do ciclo estral nas respostas ao estresse

das fémeas (Norman et al., 2015; Yohn et al., 2019; Newman et al., 2019).

Com base no papel da neurotransmissao CRFérgica sobre o funcionamento do CPFm e
NLET na resposta ao estresse de derrota social, a presente pesquisa tem como hipotese que a
modula¢do do sistema CRF, por meio da administracdo de agonistas e antagonista, altere os
comportamentos de ansiedade, a expressao da proteina c-Fos no cérebro e dos niveis
plasmaticos de corticosterona em camundongos machos e fémeas submetidos ao estresse de

derrota social, existindo diferencas sexuais nestes processos.

Assim, a alta prevaléncia global e regional de transtornos relacionados a ansiedade
ressalta a relevancia do seu estudo, além da necessidade de pesquisar como a resposta de
estresse pode predispor & manifestagdo destas doencas. Além disso, torna-se relevante estudar
o perfil comportamental e neuroendécrino da ansiedade em modelos animais, para aprofundar

nossa compreensao das suas bases bioldgicas.

Uma das principais contribui¢des desta pesquisa para a ci€ncia ¢ a possibilidade de
comparac¢do entre sexos. Especificamente, a investigagdo dos efeitos do estresse psicossocial
cronico sobre o comportamento, os niveis de ativagao de areas do cérebro e a expressao de
glicocorticoides em fémeas. O estudo neste sexo ¢ importante, visto que, em humanos, as
mulheres apresentam quase o dobro dos casos de ansiedade em comparagdo aos homens no
contexto clinico, mas tém sido negligenciadas em pesquisas prévias, que privilegiam estudos
em machos (Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020; Santos-Costa et al., 2021; Da Costa et al.,
2023; Fusse et al., 2024). Deste modo, investigar a relacdo entre a neurotransmissao CRFérgica
e a atividade da proteina c-Fos de areas como o CPFm e o NLET, bem como os niveis de
corticosterona, no contexto da resposta de estresse cronico frente a um estressor psicossocial,
torna-se de interesse a ciéncia, em especial como esta relacdo ocorre com base nos diferentes

perfis comportamentais agressivo e territorialista entre roedores do mesmo sexo.

Por outro lado, o presente trabalho contribui com a experimentacao de potenciais novos
farmacos para o tratamento farmacoldgico da ansiedade. Neste sentido, existem evidéncias que
demonstraram ser o CP376395, antagonista seletivo dos receptores tipo 1 do CRF, capaz de
atenuar o comportamento de tipo ansioso em roedores machos, em protocolos de administragao
intracerebral (Cipriano; Gomes; Nunes-De-Souza, 2016; Faria; Laverde; Nunes-De-Souza,
2020). Assim, o presente trabalho contribui para o estudo desses efeitos em protocolo de

administragdo intraperitoneal, via sistémica mais proxima da administragdo oral no contexto
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clinico, além de investigar a eficicia deste farmaco em camundongos fémeas, questdo que tem

sido pouco abordada em estudos prévios.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral desse estudo foi investigar as diferencas sexuais nos efeitos do
antagonismo seletivo do CRFR1 no padrao de ativacdo do CPFm e do NLET, bem como nos
comportamentos relacionados a ansiedade e os niveis de corticosterona em camundongos

submetidos ao estresse de derrota social cronico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Analisar o efeito da administragdo sistémica do antagonista de CRFR1 (CP376395)
sobre o comportamento relacionado a ansiedade, no teste de interacdo social e no
labirinto em cruz elevado, de camundongos submetidos ao estresse de derrota social
cronico;

b) Examinar o padrao de ativagdo do CPFm e do NLET, por meio da quantificagdo da
proteina c-Fos, em camundongos submetidos ao estresse de derrota social cronico e
tratados com antagonista do CRFR1;

¢) Avaliar os niveis de corticosterona no plasma sanguineo dos animais expostos ao

estresse cronico de derrota social e tratados com CP376395.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 SUJEITOS

Foram utilizados 223 camundongos, 110 machos ¢ 113 fémeas da linhagem Swiss-
Webster (25-35g). Todos os animais foram adquiridos com 30 dias pos-natal (DPN) do “Centro
de Pesquisa e Producao de Animais — CPPA” da Universidade Estadual Paulista (Botucatu/SP),
com o inicio do protocolo experimental aos 60 DPN. Os animais foram transferidos e mantidos
no biotério do Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara (FCFAr-UNESP), sob regime controlado de temperatura (23 = 2 °C), luz (ciclo
claro/escuro de 12h, com inicio as 07:00 h), alojados em grupos de 3 sujeitos em caixas de
polietileno (12,5 % 18,5 x 9 cm), e com livre acesso a comida e agua, exceto durante os breves
periodos experimentais. Todos os experimentos ocorreram durante a fase clara do dia, os testes

comportamentais foram realizados aproximadamente duas horas apos inicio da fase clara.

Os animais residentes machos foram alojados individualmente em caixas de polisulfona
(20,7 x 21,6 x 31,6 cm), em condi¢des ambientais semelhantes as ja mencionadas, enquanto os
camundongos residentes fémeas foram alojadas em grupos de até 6 animais por caixa (24 x
25,1 x 38,6 cm). As diferencas no alojamento de residentes machos e fémeas baseia-se no
desenho do protocolo de estresse de derrota social cronico para cada sexo, pois ao contrario do
discutido por Bartolomucci et al. (2009), foi observado pelo nosso grupo que residentes fémeas
alojadas em grupo apresentam comportamento agressivo mais intenso em compara¢ao as
residentes alojadas individualmente. Os procedimentos e protocolos experimentais foram
avaliados e aprovados pela comissdo ética de uso de animais da UNESP Araraquara

(CEUA/FCF/CAr: 6923361128; ver Anexo A).

Dos 110 machos, 55 foram expostos ao estresse de derrota social cronico e 55 a interagao
nao agressiva. No caso das 113 fémeas, 56 foram submetidas ao estresse de derrota social e 57
a interagdo nao agressiva. A distribuigao desses sujeitos, de acordo com o tratamento e a coleta

do tecido sanguineo e encefilico, ¢ descrita a seguir (se¢do 3.8).
3.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O composto CP376395 [cloridrato de N -(1-etilpropil) -3,6-dimetil-2-(2,4,6-
trimetilfenoxi) -4-piridinamina] (TOCRIS; CAS No: 1013933-37-3) foi desenvolvido e

estudado pela sua efetividade em antagonizar os receptores tipo 1 do CRF, diminuindo a



23

ativacao do eixo HPA e bloqueando a expressao de adenilil ciclase nos neurdnios CRFérgicos

(Chen et al., 2008).

O CP376395 esta envolvido na atenuagao das respostas emocionais, comportamentais
e fisioldgicas ao estresse (Barretto-De-Souza et al., 2022; Oliveira et al., 2021). O efeito
ansiolitico da administra¢do intracerebral do antagonista foi observado em estruturas como a
amidala, CPFm e o NLET, aumentando o comportamento exploratério de camundongos
expostos ao estresse de derrota social (Cipriano; Gomes; Nunes-De-Souza, 2016; Miguel;
Gomes; Nunes-De-Souza, 2014; Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020). No presente estudo,
o CP376395 foi dissolvido em substancia salina (NaCl 0,9%) para sua administragdo
intraperitoneal (i.p.). Além disso, a salina foi utilizada como substancia controle a
administracdo do farmaco. Conforme estudos prévios, o composto CP376395 foi administrado
nas doses de 20 e 30 mg/kg, e no volume de 0,1 ml a cada 10 gramas de peso dos animais, uma
hora antes do teste do labirinto em cruz elevado (Nipper et al., 2024; Newman et al., 2018;

Fulenwider et al., 2021; Hwa et al., 2016).

Apos os testes comportamentais, todos os sujeitos foram anestesiados com uretana (0,25
mg/kg), administrada no volume de 0,1 ml a cada 10 gramas de peso do animal. Em seguida,
foi realizada punc¢ao intracardiaca para coleta do sangue ou a perfusao transcardiaca para coleta
do cérebro dos sujeitos, visando a analise dos niveis de expressdo de c-Fos. A uretana foi
utilizada devido ao seu efeito anestésico sem alteragdes significativas no funcionamento do
sistema circulatorio e respiratdério, bem como a auséncia de efeito da substancia no
funcionamento do sistema nervoso central e em processos neuroquimicos e endocrinos (Maggi;

Meli, 1986; Koblin, 2002).
3.3 ESTRESSE DE DERROTA SOCIAL CRONICO (EDSC)

O protocolo de EDSC para os camundongos machos foi realizado conforme estudo
prévio de nosso laboratorio (Da Costa et al., 2023). J4 para as fémeas, foi aplicado conforme
estudo piloto realizado no laboratorio de farmacologia da FCF da UNESP Araraquara,
conforme descrito a seguir (se¢do 3.3.1). Em ambos os sexos, o protocolo foi conduzido em
trés sessoes. Na primeira, um animal denominado “intruso” foi colocado dentro de uma gaiola
metalica perfurada (15,5 x 10,6 x 4,8 cm) e introduzido na caixa-moradia (20,7 % 21,6 x 31,6
cm) de um animal “residente” agressivo, por um periodo de cinco minutos. O objetivo desta
primeira fase foi permitir interacdo sensorial indireta (visual, auditiva e olfativa) entre os

animais, sem que houvesse confronto direto. Apos esta fase, o intruso foi retirado da gaiola e
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recolocado dentro da caixa do residente por mais 5 minutos para que ocorresse a interacao
agressiva, denominada como derrota social. Esta ¢ caracterizada pela ocorréncia da postura de
submissao por parte do intruso; essa postura ¢ marcada pelo levantamento das patas dianteiras
em dire¢ao ao residente, retraindo a cabega e ficando apoiado sobre as suas patas traseiras por
pelo menos 3 segundos (Miczek; Yap; Covington III, 2008; Santos-Costa et al., 2021; Da Costa
et al., 2023). O intruso ndo era retirado da caixa do residente assim que fizesse a postura de
submissdo. Porém, o contato entre os animais era interrompido se o intruso realizada a postura
de submissao pelo menos 3 vezes, isto com o objetivo de evitar agressao excessiva por parte do
residente. Finalmente, na terceira fase, o animal intruso foi recolocado na gaiola da primeira
fase e permaneceu na caixa do residente por mais 5 minutos. Ao final do protocolo, os intrusos
foram transportados para as suas caixas-moradia. Este processo de trés fases foi repetido cada
dia por um periodo de 10 dias consecutivos, com o objetivo de induzir estado de estresse cronico

nos sujeitos experimentais, sendo igual para os animais intrusos machos e fémeas (Figura 1).
3.3.1 Estresse de Derrota Social Cronico em Fémeas

Além de outros modelos elaborados para a aplicagdo do protocolo de derrota social em
animais fémeas, que precisam da presenca de camundongos machos como agressores
(Takahashi et al., 2017), e com base em estudos que sugerem a existéncia de comportamento
agressivo em animais fémeas, que funciona por vias neurobioldgicas diferentes a agressdo nos
machos (Hyde; Ebert, 1976; Kuchiiwa; Kuchiiwa, 2016), o nosso grupo de pesquisa conduziu
um estudo piloto em que camundongos fémeas intrusas foram submetidas a derrota social
usando outra fémea como residente. Para isso, nos embasamos em estudos prévios que
observaram a tendéncia de roedores fémeas de agredir outras fémeas em situagdes de
competi¢do por acesso a comida (Fredericson, 1952). Além disso, tem se observado que fémeas
apresentam comportamento agressivo contra outras fémeas de menor idade e peso,
especialmente em ambientes familiares para as agressoras (Drickamer; Vandenbergh, 1973;

Ayer; Whitsett, 1980; Albert et al., 1988; Been; Gibbons; Meisel, 2019).

Apds um periodo de habituacdo na sala experimental, cinco das seis residentes foram
retiradas da caixa-moradia e introduzidas em uma caixa de reserva. Em seguida, a fémea intrusa
era colocada na caixa-moradia para execu¢do das fases da derrota social ja descritas. Na
segunda fase da derrota, observou-se que as fémeas apresentavam a postura de submissao ja
vista nos machos. Ao final do protocolo, a residente era colocada na caixa de reserva, para uma

nova residente ser introduzida na caixa da derrota e repetir o processo com uma intrusa
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diferente. Os resultados do piloto apresentaram padrio comportamental semelhante ao
observado em machos testados no labirinto em cruz elevado, com reducao da exploracdo dos

bragos abertos nos derrotados.

Assim, o protocolo de derrota social executado neste estudo foi idéntico para machos e
fémeas, exceto no alojamento dos residentes de cada sexo. Os residentes machos foram isolados
enquanto as residentes fémeas foram alojadas em grupos de entre 4 ¢ 6 animais por caixa.
Finalmente, ndo foi realizada andlise de tecido para determinacao da fase do ciclo estral das
fémeas, pois ja foi demonstrada a auséncia de efeito da variagdo das fases do ciclo no modelo

de derrota social e da interagdo social das fémeas (Harris et al., 2018).

Para ambos os sexos, como controle do EDSC, foi realizado o protocolo de interagao
nao-agressiva (INA). A INA consistiu em trés fases similares as ja descritas para o protocolo
de EDSC. Assim, dois animais da mesma caixa-moradia eram colocados em uma caixa idéntica
as caixas dos residentes. Na primeira fase da INA, os animais interagiram diretamente sem
mostrar comportamento agressivo por 3 minutos, esta fase tem menor duracdo que a segunda
fase do protocolo de EDSC para reduzir o risco de apresentar agressao espontanea entre os
animais da INA. Logo na segunda fase, um dos sujeitos era colocado na gaiola metalica e
inserido de novo na caixa por 5 minutos. Finalmente, na tltima fase, o animal era retirado da
gaiola e colocado na caixa enquanto o outro era colocado dentro da gaiola e dentro da caixa,
por mais cinco minutos. Todos os procedimentos de EDSC e INA de machos e fémeas foram
realizados em sala experimental, com luz vermelha e iluminacdo de 5 lux, como descrito em
estudos prévios (Da Costa et al., 2023). Tanto o EDSC quanto a INA foram realizadas em
momentos diferentes da fase clara do dia, durante os dez dias do protocolo desta pesquisa, para
evitar a habituacao dos sujeitos ao horario de realizacdo do experimento.

Figura 1 - Protocolo de Interagdo Ndo Agressiva (INA) e Estresse de Derrota Social Cronico (EDSC).
INA: Na primeira fase, dois animais da mesma caixa-mordida eram colocados em uma caixa-mordida idéntica as
caixas dos residentes por trés minutos. Na segunda fase, um dos sujeitos (B) foi colocado em uma gaiola metalica
e reinserido na caixa por cinco minutos. Na terceira fase, o animal B era retirado da gaiola e colocado na caixa e
o outro (A) era colocado na gaiola por cinco minutos. EDSC: Na primeira fase, de cinco minutos, um animal
intruso (I) € colocado dentro de uma gaiola perfurada e introduzido na caixa de alojamento de um camundongo
residente (R). Na segunda fase, o I ¢ retirado da gaiola e colocado na caixa do R para que ocorra a interagao
agressiva por um periodo de 5 minutos, marcado pela ocorréncia da “postura de derrota” pelo I. Finalmente, na

terceira fase, o I é reintroduzido na gaiola como na primeira fase, por mais 5 minutos. Os protocolos foram
repetidos durante 10 dias consecutivos, sendo iguais para animais machos e fémeas.
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.

3.4 TESTE DE INTERACAO SOCIAL (TIS)

Conforme estudos prévios (Golden et al., 2011; Da Costa et al., 2023), 24 horas ap6s o
ultimo dia de derrota, todos os animais intrusos foram avaliados no TIS. O teste foi realizado
numa arena de piso em acrilico cinza opaco (42 x 42 x 42 ¢cm); uma caixa de contencdo (10 x
6 x 15 cm) foi colocada no centro de uma das paredes da arena, definindo a area ao redor da
caixa de conten¢dao como zona de interacao (ZI, 14 < 24 cm). A arena possui nos cantos opostos

a ZI as zonas de afastamento (ZA, 9 X 9 cm).

O TIS compreende duas fases no seu desenvolvimento: no inicio da primeira fase, o
animal intruso foi colocado do lado oposto da ZI e permitiu-se ao animal explorar a arena por
150 segundos, com o objetivo de avaliar o tempo (em segundos) de exploragdo inicial das ZI e
ZA. Na segunda fase, o intruso foi retirado da arena e um camundongo residente ndo familiar,

que ndo interagiu com o intruso durante os 10 dias do EDSC (denominado como “alvo”), foi
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colocado dentro da caixa de conten¢do da ZI. Na sequéncia, o intruso foi recolocado na arena,

avaliando o tempo de exploragdo nas duas zonas por outros 150 segundos (Figura 2).

Neste teste comportamental, foram coletados o tempo gasto em segundos na ZI, o tempo
gasto em segundos na ZA e a razdo da interacao social (RI), que foi calculada pela divisdao do
tempo gasto na ZI com o alvo pelo tempo de explora¢ao da ZI sem o alvo. Valor de RI igual a
1 significa que o sujeito passou a mesma quantidade de tempo na ZI nas duas fases do teste.
Valores da RI maiores que 1, indicam que o sujeito investiu mais tempo na ZI na presenca do
alvo, categorizando o sujeito como “resiliente”, pois o EDSC ndo teria afetado o seu
comportamento de interacdo social. Por outro lado, animais com RI menor que 1 foram
denominados “suscetiveis”, pois passaram mais tempo na ZI na auséncia do alvo, implicando
que o EDSC teria produzido um prejuizo na interag@o social dos sujeitos (Golden et al., 2011).

Figura 2 - Protocolo de aplicagio do Teste de Interagio Social (TIS). Na primeira fase, o animal intruso
(D) € colocado na arena com zonas de interag@o (ZI) e afastamento (ZA), podendo explorar as duas zonas por 150
segundos. Na segunda fase, o intruso ¢ retirado, enquanto um animal residente desconhecido “alvo” ¢ colocado
em uma caixa dentro da ZI. Finalmente, o intruso ¢é colocado de volta na arena para fazer a exploragdo das zonas
por mais 150 segundos. As principais medidas coletadas do TIS sdo o tempo gasto (em segundos) naZl e ZA e a

razdo de interagdo (RI), que ¢ calculada dividindo o tempo de exploracdo nas zonas de interacdo nas duas fases
(Z1 com alvo/ZI sem alvo).

FASE 1 "Sem Alvo™: 150s —_— FASE 2 "Com Alvo": 150s

Principais medidas de apalise
comportamental

’It-mpoiglmom Tempo gasto na RI

ZA
Crented in BloRender.com bio

Fonte: Elaboracao propria, 2025.
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3.5 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O LCE consiste em evocar respostas defensivas relacionadas a ansiedade por meio da
exposicao de roedores a um ambiente ndo familiar. O teste se baseia na tendéncia observada no
comportamento exploratorio dos roedores de evitar espagos abertos, pois apresenta conflito de
aproximacao-evita¢ao na exploracdo dos espagos protegidos e ndo protegidos do labirinto. O
LCE tem sido utilizado para avaliagdo de comportamentos de tipo ansioso, atividade
locomotora geral dos animais e tomada de decisdes (Cruz; Frei; Graetf, 1994; Garcia; Cardenas;

Morato, 2005; Garcia et al., 2005; Martinez; Garcia; Morato, 2005; Martinez et al., 2007).

O labirinto ¢ farmacologicamente validado, por meio da avaliagdo do efeito da
administracdo de substancias ansiogénicas e ansioliticas sobre o comportamento animal
(Carobrez; Bertoglio, 2005; Lister, 1987; Cruz; Frei; Graeff, 1994; Garcia et al., 2005; Pinheiro
et al., 2007), sendo utilizado também no estudo das consequéncias comportamentais ¢
fisiologicas da exposi¢do ao estresse cronico (Estanislau; Morato, 2005; Calpe-Lépez et al.,

2023; Martinez-Caballero et al., 2024).

O LCE consiste em dois bragos abertos, também denominados areas ndo protegidas (30
x 5 % 0,25 cm) e dois bragos com paredes ou fechados (30 x 5 x 15 cm), unidos por uma
plataforma central (5 x 5 cm). Tanto os bragos fechados como a area central do LCE sdo
denominados areas protegidas. Os bracos e a plataforma central do LCE sdo feitos em madeira
e as paredes dos bracos fechados de vidro claro ou transparente. O conjunto ¢ elevado a 38,5
cm do solo da sala experimental. Cada animal recebeu administra¢do de uma dose de CP376395

ou salina e, apos 1 hora, foi transportado individualmente até a sala do teste.

No comego do teste, cada sujeito foi colocado na plataforma central do LCE com a
cabeca orientada para um dos bragos abertos, permitindo aos animais explorarem o aparato por
um periodo de 5 minutos (Figura 3). As medidas comportamentais espago-temporais registradas
foram o numero de entradas nos bracos fechados (EBF), como medida para a andlise da
atividade locomotora do animal no labirinto e as medidas relacionadas a ansiedade: a
porcentagem de entradas [(nimero de entradas ao brago aberto/ entradas totais) x 100] (%EBA)

e de tempo [Tempo nos bracos abertos/300) x 100] nos bragos abertos (% TBA).

As medidas foram registradas com base em estudos prévios de andlise fatorial, por
analise de componentes principais. Os estudos determinaram as EBF como medida que
responde a um fator de atividade locomotora, de modo que maior EBF significaria maior

atividade locomotora no animal (Cruz; Frei; Graeff, 1994). A medida foi empregada para
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monitorar o possivel efeito do EDSC ou do tratamento farmacolédgico, sobre a locomogao ou
mobilidade dos animais. A %EBA e %TBA foram categorizadas dentro de outro fator, que ¢é
interpretado como fator de ansiedade; de maneira que menor %TBA e %EBA correspondem a
maior estado relacionado a ansiedade nos animais (Lister, 1987; Rodgers; Johnson, 1995). A
definicao operacional das medidas espago-temporais coletadas no LCE ¢ apresentada na Tabela
1.

Adicionalmente, foram consideradas medidas complementares no LCE, tanto sua

definicao operacional quanto sua analise, as quais estdo descritas no Apéndice A (Figura 19).

Tabela 1 - Tabela que apresenta as medidas espago-temporais que foram registradas no LCE no presente
estudo. Entradas nos Bragos Fechados (EBF), porcentagem de Entradas nos Bragos Abertos (%EBA) e
porcentagem de Tempo gasto dos Bracos Abertos (%TBA). Defini¢cdes baseadas em andlises fatoriais prévios
(Rodgers; Johnson, 1995).

Medidas espaco-temporais do Labirinto em Cruz Elevado

Comportamento Defini¢cao Operacional

Entradas nos Bragos Uma entrada nos bragos fechados ¢ marcada como o cruzamento das quatro

Fechados (EBF) patas do camundongo desde a area central do labirinto para um dos bragos
fechados ou protegidos do aparelho. O comportamento s6 acaba quando as
quatro patas do sujeito cruzam de volta desde o brago fechado para a area
central. E registrado o niimero total de entradas aos bracos fechados durante
os cinco minutos do teste.

Porcentagem de Uma entrada nos bragos abertos ¢ marcada como o cruzamento das quatro

patas do camundongo desde a area central do labirinto para um dos bragos
abertos ou desprotegidos do aparelho. O comportamento acaba quando as
Abertos (%EBA) quatro patas do sujeito cruzam de volta desde o brago aberto para a area
central. E registrado o nimero total de entradas aos bragos abertos do LCE
durante os cinco minutos do teste, para posterior calculo da porcentagem. A
%EBA ¢ calculada como [(nimero de entradas ao brago aberto / entradas
totais) x 100].

Porcentagem de Tempo  Quantidade de tempo, em segundos, que o sujeito passa dentro de qualquer

dos bragos abertos ou desprotegidos no labirinto, isso é, com as quatro patas

dentro da area designada aos bracos abertos. O comportamento comega

Abertos (%TBA) quando as quatro patas do animal cruzam da éarea central do LCE, para um
dos bragos abertos e conclui quando as quatro patas do sujeito cruzam de volta
para a area central. A %TBA ¢ calculada como [Tempo nos bragos
abertos/300] x 100.

Entradas nos Bragos

gasto nos Bracgos

Fonte: Elaboragao propria, 2025.

Nos testes comportamentais descritos acima, as sessdes experimentais foram gravadas
por meio de sistema de filmagem, para posterior analise comportamental utilizando os
softwares ANY-maze (Stoelting Co., Wood Dale-IL, EUA) e X-Plo-Rat 2005 (Tejada; Chaim,;
Morato, 2018).
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Figura 3 - Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Consta de dois bragos fechados (BF), dois bragos abertos
(BA) e uma plataforma central. O animal é colocado na area central, com a sua cabeca orientada para um dos
bragos abertos, podendo explorar o labirinto por 5 minutos. As medidas utilizadas no teste foram o numero de
entradas nos bragos fechados e as porcentagens de entradas e de tempo gasto nos BA. No protocolo experimental,
os animais foram submetidos ao LCE uma hora ap6s a administragdo i.p. do CP376395, nas doses de 20 e 30
mg/kg ou salina.

Labirinto em Cruz .
nnapas
Elevado (LCE) mcchdgs de
analise EBF
compontamental: (
. BA %TBA
-5 MIN. %EBA
BF BF
|| . | =
(30 x5x 15¢cm) (5x5cm)
BA
BA: Brago Aberto (30 x5 x0.25 cm)
BF: Braco Fechado

Fonte: Elaboracao propria, 2025.
3.6 MENSURACAO DE CORTICOSTERONA

A coleta de sangue foi feita por meio do procedimento de puncao intracardiaca. Usa-se
esta técnica para obtencdo de volume suficiente do tecido para as analises enddcrinas, com
menor risco de perda da amostra durante os procedimentos de coleta e centrifugacdo (Donovan;
Brown, 2005). O sangue coletado foi armazenado em recipientes individuais, 30 minutos apos
a sua extracdo, foi centrifugado por 15 minutos em 4000 rpm. Posteriormente, o tecido
sanguineo foi coletado e mantido em -80°C até que os niveis de corticosterona fossem
analisados e quantificados pelo Kit ELISA. A coleta do tecido sanguineo realizou-se as 09:00,

no ultima dia do protocolo experimental.

O ensaio ELISA utilizado baseia-se na competi¢do entre a corticosterona da amostra
sanguinea dos sujeitos e um conjugado de corticosterona e acetilcolinesterase (CORT-AChE)
para se vincular a um antissoro de corticosterona. Assim, quanto maior a quantidade de
corticosterona nas amostras dos sujeitos, menor a quantidade de CORT-AChE que conseguira

se vincular ao antissoro.
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O resultado dessa competicdo vincula-se aos anticorpos IgG anti-coelho de
camundongo, fixos por meio de proteinas bloqueadoras, em cada um dos 96 pocos da placa
fornecida no kit. Posteriormente, foi acrescentado o reagente do Ellman, que reage com a AChE
da CORT-AChE para produzir uma solugdo de cor amarela de absorvéncia de 412 nm. Quanto
maior a quantidade de corticosterona no ensaio, menor a intensidade da cor da reacdo. O
resultado foi finalmente analisado no espectrofotometro, para quantificagdo dos niveis de

corticosterona das amostras (Item No. 501320. Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).

3.7 IMUNOFLUORESCENCIA

Aproximadamente 90 minutos ap6s o LCE, os camundongos foram anestesiados com
uretana na dose de 0,25 mg/kg e perfundidos com solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS),
seguida por paraformaldeido 4% (PFA). Os encéfalos removidos foram pds-fixados em PFA
por uma hora e transferidos para solucdo de sacarose 30% em PBS, para finalmente serem
armazenados a 4°C. O PFA 4% ¢ utilizado pela sua capacidade de endurecer o tecido por meio
na formacao de pontes de metileno entre as proteinas do cérebro dos animais, o qual diminui a
autolise dos tecidos e facilita o processo de seccionamento dos encéfalos no criostato, processo
que ¢ intensificado pelo uso da sacarose 30% (Kiernan, 2000). Apos dois dias, os encéfalos
foram fatiados no criostato, em sec¢des coronais de 35-40 um de espessura para a obten¢do de
fatias do CPFm e do NLET (Figura 4), que foram logo armazenadas em duplicata em placas de
24 pogos em solugdo anticongelante (etilenoglicol 30 ml; sacarose 30 g/100ml PBS), para

posteriormente serem congeladas e mantidas a -80 °C.

Ap0s descongeladas, as fatias coronais foram lavadas 3 vezes, de 10 minutos cada, com
PBS e, em seguida, incubadas com solucdo bloqueadora - veiculo (soro de cabra 10%; Triton
X-100 0,3% dissolvidos em PBS) por uma hora, a temperatura ambiente. Apos o bloqueio, as
fatias foram incubadas com o anticorpo primdrio (1:1000; anti-c-Fos, Cat. No. EPR15905;
Abcam.) em solugdo veiculo por 24 horas, a 4°C. Ap0s a primeira incubagdo, as fatias foram
lavadas com PBS por 6 vezes de 5 minutos e incubadas com o anticorpo secundario (1:1000;
Alexa Fluor 488; ab175473; Abcam), que foi diluido em solugdo veiculo e incubado por 24
horas a 4°C. Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes de 5 minutos e montadas
em laminas silanizadas, destinando uma lamina exclusivamente para fatias do CPFm e uma
lamina exclusivamente para fatias do NLET, para cada sujeito. Finalmente foram seladas com

Fluoromount-G com DAPI (Invitrogen; 00-4959-52) e laminula.
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A imunomarcacdo da proteina c-Fos foi capturada usando uma cdmera microscopica
Axiocam 503 colorida (Zeiss), acoplada ao microscépio Axio Imager 2, com sistema para
observa¢do de luz visivel (iluminador halégeno, 127V, 100W) e marcacao epifluorescente
(iluminador HXP 120V, filtros com transmitancia 430-750 nm, 530-850 nm e 615-800 nm; Carl
Zeiss microscopy, LLC, Thornwood-NY, USA) e visualizadas por meio do software Zen Pro

2.0 (Carl Zeiss microscopy, LLC, Thornwood-NY, USA).

Foram tomadas fotos de até 3 fatias por lamina. Para cada fatia, foram tomadas fotos de
cada subdrea relevante em ambos os hemisférios (Figura 4). Para o CPFm, foram tomadas fotos
do cortex cingulado 1 (Cgl), cortex pré-limbico (PrL) e cortex infralimbico (IL); para o NLET,
foram coletadas fotos do NLET dorsal (NLETd) e ventral (NLETV) (Franklin & Paxinos, 2007).
A quantificagdo da fluorescéncia foi realizada para cada fatia, por meio do célculo da média do
numero de células c-Fos positivas das 3 fatias nas areas de interesse, utilizando o software
ImageJ 1.54r (National Institutes of Heatlh, Bethesda-MD, USA).

Figura 4 - Imagens referentes a fatias coronais do Cértex Pré-Frontal medial (CPFm) e do Nucleo Leito
da Estria Terminal (NLET), com as subareas que foram consideradas na quantificacdo da expressao da proteina c-

Fos. CPFm. A) Cértex Cingulado 1 (Cgl). B) Coértex Pré-Limbico (PrL). C) Cortex Infralimbico (IL). NLET. A)
NLET Dorsal (NLETd). B) NLET Ventral (NLETv) (Franklin & Paxinos, 2007).
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Fonte: Elaboragﬁo propria, 2025.
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3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo, conforme representado no Quadro 1, os sujeitos foram distribuidos
em 6 grupos de animais machos e 6 grupos de animais fémeas: Intrusos da interagao nado
agressiva tratados com soluc¢do salina (Grupo 1 de machos e fémeas), com CP376395 na dose
de 20 mg/kg (Grupo 2 de machos e fémeas), com CP376395 na dose de 30 mg/kg (Grupo 3 de
machos e fémeas). Intrusos da derrota social tratados com solugao salina (Grupo 4 de machos
e fémeas), com CP376395 na dose de 20 mg/kg (Grupo 5 de machos e fémeas) e com CP376395
na dose de 30 mg/kg (Grupo 6 de machos e fémeas).

Parte dos sujeitos experimentais, tanto machos quanto fémeas, foi submetida a perfusao
para retirada de encéfalos e andlise da quantificacdo da expressdo da c-Fos no CPFm e no
NLET; enquanto outros foram submetidos a pungdo intracardiaca, para coleta de tecido
sanguineo para quantificacdo dos niveis plasmaticos de corticosterona. Todos os procedimentos

experimentais aconteceram apds que os animais concluiram o LCE.

Quadro 1- Distribui¢do de grupos experimentais de machos e fémeas no estudo.

Machos n=110 Fémeas n=113

Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n= 20 Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n= 22

Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kg n= 18 Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kg n= 22
Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kg n=17 Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kg n= 13
Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n= 22 Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n= 20
Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kg n= 19 | Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kg n= 23
Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kg n= 14 | Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kg n= 13

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

De acordo com o protocolo delineado para o presente estudo, todos os sujeitos foram
submetidos a 10 dias de sessoes de EDSC, nos grupos experimentais, ou de INA, nos grupos
controle. Vinte e quatro horas ap6s o ultimo dia da derrota, todos os animais passaram pelo TIS
(dia 11) para avaliagdo do comportamento de interagdo social. No dia seguinte (dia 12), os
camundongos machos e fémeas foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com salina (NaCl
0,9%) ou com o antagonista do receptor tipo 1 do CRF (CP 376395), nas doses de 20 e 30
mg/kg, respectivamente (Fulenwider et al., 2021; Hwa et al., 2016).
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Uma hora apos administracdo das substancias, os sujeitos foram submetidos ao LCE,
para registro e avaliacdo de comportamentos relacionados a atividade locomotora e a ansiedade.
Os sujeitos destinados a quantificagdo da c-Fos foram perfundidos 90 minutos apds exposi¢ao
ao LCE, para posterior retirada de encéfalos, com base em estudos prévios que relatam que a
proteina da c-Fos atinge seu maior nivel de expressdao entre 20 e 90 minutos apos protocolo
experimental (Perrin-Terrin et al., 2016); enquanto os animais destinados a mensuragdo dos
niveis de corticosterona passaram pela pungdo intracardiaca entre 5 ¢ 30 minutos apos o LCE,
com base em estudo prévio que observou maiores niveis de corticosterona 5 minutos apoés
estresse (Amaral; Gomes; Nunes-De-Souza, 2010), para posterior centrifugacdo e quantificacao
plasmatica dos niveis do corticosterona por meio do kit ELISA (Figura 5).

Figura 5 - Protocolo experimental. Os sujeitos foram submetidos a 10 dias de estresse de derrota social
cronico (EDSC) ou interag@o ndo agressiva (INA). No dia 11, os animais passaram pelo teste de interacao social
(TIS) e no dia 12, os animais receberam administragao i.p. do farmaco CP376395, nas doses de 20 e 30 mg/kg, ou
salina. 1 hora depois da administragdo, os animais passaram pelo labirinto em cruz elevado (LCE). Enquanto
alguns sujeitos foram perfundidos 90 minutos apds a conclusdo do LCE para remoc¢ao de encéfalos, outros foram

submetidos a pun¢do intracardiaca para coleta do sangue para mensuragdo dos niveis plasmaticos de
corticosterona.
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1 ¥ protocolo de INA ou EDSC (10 11 12
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5-30
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
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A distribui¢cdo dos animais em grupos, de acordo com a coleta do tecido sanguineo e

encefalico para quantifica¢do da expressdo da corticosterona e da c-Fos, ¢ descrita para os

machos (Quadro 2) e fémeas (Quadro 3).

Quadro 2- Distribui¢io de grupos experimentais dos machos, de acordo a coleta de sangue, para
analise de da expressdo de corticosterona; ou de encéfalos, para analise da expressao da c-Fos.

Machos c-Fos, n =29

Machos Corticosterona, n = 35

Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n =4

Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n="7

Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kgn=4

Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kgn =5

Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kgn=4

Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kgn =16

Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n=6

Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n=5

Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kg n = 6

Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kgn =6

Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kg n=>5

Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kgn =6

Fonte: Elaboragao propria, 2025.

Quadro 3- Distribui¢io de grupos experimentais das fémeas, de acordo a coleta de sangue, para
analise de da expressdo de corticosterona; ou de encéfalos, para andlise da expressao da c-Fos.

Fémeas c-Fos n= 24

Fémeas Corticosterona n= 33

Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n= 4

Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n= 6

Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kg n=4

Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kg n=5

Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kg n=4

Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kg n=5

Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n=4

Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n=6

Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kg n= 4

Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kg n=5

Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kg n= 4

Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kg n= 6

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Sobre os dados referentes ao TIS de machos e fémeas, o tempo gasto na ZI e o tempo

gasto na ZA (em segundos) foram submetidos a analise de variancia ANOVA bifatorial para

medidas repetidas (fator 1: presenca ou nao do alvo; fator 2: condi¢do INA ou EDSC). Para a

analise da RI, foi realizado o teste t de Student para comparagdo da razdo de interacdo dos

animais submetidos a INA ou a EDSC. Adicionalmente, os animais expostos ao EDSC foram

separados em grupos de animais de fenotipo resiliente ou suscetivel de acordo com o seu R,

sendo realizada ANOVA de uma via para comparagdo da interacdo entre os fendtipos e os

animais controle (fator 1: Fendtipo controle, resiliente ou suscetivel).
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Os resultados do LCE e dos niveis plasmaticos de corticosterona de machos e fémeas,
foram submetidos a analise de variancia ANOV A bifatorial (fator 1: condigao INA ou EDSC;
fator 2: tratamento salina (NaCl 0,9%), CP376395 na dose de 20 mg/kg e CP376395 na dose
de 30 mg/kg).

No caso das analises da c-Fos de machos e fémeas, foi realizada ANOVA de trés vias
para avaliar a atividade geral do CFPm e do NLET (Fator 1: Hemisfério esquerdo ou direito;
fator 2: Condicao INA ou EDSC; fator 3: tratamento salina (NaCl 0,9%), CP376395 na dose de
20 mg/kg e CP376395 na dose de 30 mg/kg). Por ultimo, esta ANOVA foi repetida para a
analise do padrdo de ativagdo para c-Fos das subregides do CPFm (Cgl, PrL e IL) e do NLET
(Dorsal e ventral) (Fator 1: Hemisfério esquerdo ou direito; fator 2: Condi¢do INA ou EDSC;
fator 3: tratamento salina (NaCl 0,9%), CP376395 na dose de 20 mg/kg e CP376395 na dose
de 30 mg/kg). Em todos os casos, foi calculado o tamanho do efeito correspondente para cada
teste (n?p = Eta quadrado parcial; rg = Correlagdo bisserial de postos) (Lakens, 2013; Tomczak;

Tomczak, 2014).

Nos testes estatisticos mencionados acima, valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. Nos casos de significancia das ANOVA, as analises foram seguidas pelo teste
de comparacdes multiplas de Duncan. Além disso, foi realizada avaliagdo da normalidade por
meio do teste de Shapiro-Wilk e da homoscedasticidade dos dados por meio do teste de Levene,
quando aplicavel. Em caso de apresentarem distribui¢do normal e homoscedasticidade, os
dados foram analisados com os testes paramétricos j4& mencionados; caso contrario, foram
aplicados os testes ndo paramétricos ou heteroscedasticos correspondentes, como o teste U de

Mann-Whitney, o teste ¢ heteroscedastico ou a ANOVA ndo paramétrica (Maroco, 2014).
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4. RESULTADOS

Como anteriormente mencionado, foram utilizados 223 sujeitos, 110 machos e 113
fémeas. Nos machos, 55 foram expostos a INA, dos quais: 20 receberam salina, 18 foram
tratados com CP376395 na dose de 20 mg/kg e 17 foram tratados com a dose de 30 mg/kg.
Além disso, 55 machos foram submetidos ao EDSC, sendo que: 22 receberam salina, 19 foram
tratados com CP376395 na dose de 20 mg/kg e 14 foram tratados com o CP376395 na dose de
30 mg/kg. No caso das fémeas, 57 foram expostas a INA, tendo 22 animais tratados com salina,
22 com o CP376395 na dose de 20 mg/kg e 13 com a dose de 30 mg/kg; nas 56 fémeas expostas
ao EDSC, 20 receberam salina, 23 foram tratadas com CP376395 na dose de 20 mg/kg e 13
com a dose de 30 mg/kg.

4.1 TESTE DE INTERACAO SOCIAL (TIS)
4.1.1 Tempo na Zona de Interacao (ZI)

De acordo ao protocolo experimental, nenhum tratamento farmacoldgico foi
administrado antes da realizacdo do TIS. No caso dos machos, os dados apresentaram
distribui¢cdo nao normal (grupo de animais na fase sem Alvo: p = 0,04; grupo na fase com alvo:
p =0,002), de modo que foi feitaa ANOV A nao paramétrica. A ANOVA de medidas repetidas
indicou efeito do fator condicdo com tamanho de efeito elevado (F(i,108)= 67,971, p = 0,001,
n*p = 0,39), com auséncia de efeito do alvo (F(i,108) = -0,001, p = 1,00, n?*p = -0,001) e da
interagdo entre condigdo e alvo (F(1,108) = 0,040, p = 0,84, n*p = 0,003). O teste post hoc do fator
condi¢do indicou que os machos expostos ao EDSC passaram menos tempo na ZI em
comparagao aos machos expostos a INA, independentemente da presenca ou auséncia do alvo

na ZI (p = 0,001) (Figura 6A).

No caso das fémeas, os dados ndo apresentaram distribui¢do normal (grupo de animais
na fase sem Alvo: p = 0,04; grupo na fase com alvo: p =0,04). A ANOVA de medidas repetidas
ndo indicou efeito da condicdo (F1,111)= 2,641, p = 0,10, n?p = 0,02), da presenca ou auséncia
do alvo (F,111y= 0,001, p = 0,99, n? p = 0,001), nem da interacao entre os fatores (Fq,111)=
1,514 p=0,22, n>p =0,01) (Figura 6B).

4.1.2 Tempo na Zona de Afastamento (ZA)

Nos machos, os dados ndo apresentaram distribui¢do normal (grupo de animais na fase
sem Alvo: p = 0,001; grupo na fase com alvo: p = 0,001). A ANOVA de medidas repetidas

indicou efeito do fator condig¢do, com tamanho de efeito médio (F(i,108) = 12,035, p = 0,007, n*p
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=0,10) mas nao do fator alvo (F(1,108) =-0,001, p = 1,00, n*p = -0,001), nem da interacdo entre
os fatores (F(1,108y = 0,002, p = 0,96, n?p = 0,001). O teste de Duncan para o fator condi¢ao
mostrou que os machos EDSC passaram mais tempo na ZA em comparagao aos machos INA

(P = 0,008) (Figura 6C).

No caso das fémeas, o tempo gasto na ZA na fase sem alvo apresentou distribuicdo
normal (p = 0,49), enquanto na fase com alvo nao teve distribui¢ao normal (p =0,001), de modo
que se optou por realizar o teste ndo paramétrico. A ANOVA de medidas repetidas indicou
efeito unicamente no fator condi¢do, com tamanho do efeito pequeno (F(1,111) = 4,478, p=0,03,
n?p = 0,04), com auséncia de efeito no fator alvo (F,111) = 0,001, p = 0,99, n?p = 0,001) e na
interagdo entre os fatores (F,111) = 0,546, p = 0,46, n*p = 0,004). O post hoc de Duncan, para
o fator condi¢do, apresentou leve aumento do tempo gasto na ZA nas fémeas expostas ao EDSC,

quando comparadas as expostas a INA (p = 0,03) (Figura 6D).
4.1.3 Razao de Interacao (RI)

A RI nos machos apresentou distribuicdo ndo normal (p = 0,001), de modo que foi
aplicado o teste U de Mann-Whitney. No teste, os machos submetidos ao EDSC tiveram RI
significativamente menor quando comparados aos machos da INA, com tamanho de efeito

pequeno (U = 1087,500, z= 2,54, p = 0,01, rg = 0,281) (Figura 6E).

Nas fémeas, os dados nao apresentaram distribui¢do normal (p = 0,001). O teste U de
Mann-Whitney indicou auséncia de efeito da condi¢cdo INA ou EDSC sobre a RI das fémeas (U
=1484,500, z = -0,64, r =-0,070) (Figura 6F).
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Figura 6 - A-F. Teste de Interagio Social (TIS). Apresenta-se o Tempo gasto (s) na ZI, na ZA e a razio
de interagdo social de machos e fémeas submetidos ao estresse de derrota social cronico (EDSC) ou a interagéo
nao agressiva (INA). (A) Machos EDSC (n = 55) passaram menos tempo na ZI do que os INA (n = 55). (B)
Auséncia de efeito na ZI das Fémeas. (C) Machos EDSC (n = 55) gastaram mais tempo na ZA do que os INA (n
=55). (D) As fémeas EDSC (n = 56) passaram levemente mais tempo da ZA quando comparadas as fémeas INA
(n=57). E) Machos EDSC (n = 55) tiveram RI significativamente menor do que os machos INA (n =55). F) Nas
fémeas, ndo houve efeito da condicdo INA (n=57) ou EDSC (n= 56) na RI dos animais. As barras representam a
média £+ EPM. &p<0,05 comparando o tempo gasto da ZI, ZA ou RI entre animais EDSC e INA,
independentemente do alvo; *p<0,05 em comparagdo a RI dos machos INA. INA, interacdo ndo agressiva; EDSC,
estresse de derrota social; sem alvo, fase 1 do TIS; com alvo, fase 2 do TIS.
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Como mencionado na metodologia, foi realizada a fenotipagem dos animais expostos
ao EDSC, separando os animais em resilientes e suscetiveis de acordo com o seu escore de RI
(Resiliente = RI > 1; Suscetivel = RI < 1). Assim, dos 55 machos expostos ao EDSC, 28 foram
resilientes e 27 foram suscetiveis (Figura 7A); enquanto das 56 fémeas, 52 foram resilientes e
4 foram suscetiveis (Figura 7B). De modo que, na amostra de machos expostos ao EDSC,
observou-se que 50,9% dos machos foram resilientes e 49,1% foram suscetiveis (Figura 7C).
Nas fémeas, 92,9% foram resilientes e 7,1% foram suscetiveis ao estresse (Figura 7D).

Figura 7 - A-D. Fenotipagem dos scores da RI de machos e fémeas expostos ao EDSC ou INA. A)
Distribuicdo da RI dos machos em fendtipos controle (n = 55), resilientes (n = 28) e suscetiveis (n = 27). B)
Distribuicdo da RI das fémeas em fendtipos controle (n = 57), resilientes (n = 52) e suscetiveis (n = 4). C) Nos

machos, 50,9% dos expostos ao EDSC foram resilientes ao estresse, enquanto 49,1% foram suscetiveis. D) Nas
fémeas, 92,9% das expostas ao EDSC foram resilientes ao estresse enquanto 7,1% foram suscetiveis.

A) Distribuicio da Rl machos B) Distribui¢io de Rl fémeas
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
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4.1.3.1 Andlises do TIS por fenotipagem

Quando repetidas as andlises do tempo gasto na ZI, na ZA e da RI do TIS, agora
separando aos sujeitos expostos ao EDSC de acordo a se eram resilientes ou suscetiveis ao
estresse psicossocial, observam-se os seguintes resultados: nos machos, a ANOVA de medidas
repetidas da ZI indicou efeito na interacdo entre os fatores fendtipo e alvo, com tamanho de
efeito elevado (F2,107 = 21,522, p=0,001, n?p = 0,28) no fator fendtipo, com tamanho de efeito
elevado (F2,107) = 43,966, p = 0,001, n?*p = 0,45) mas ndo no fator alvo (F,107) = 0,001, p =
0,97, n*p = 0,009). O post hoc da interagdo entre os fatores apresenta que tanto resilientes (p =
0,004) quanto suscetiveis (p = 0,003) apresentaram tempo na ZI menor que o dos animais-
controle; sendo que ndo houve diferenca entre o tempo na ZI na fase sem alvo de resilientes e

suscetiveis (p = 0,33).

Além disso, o post hoc mostra que os resilientes apresentaram significativamente maior
tempo na ZI na fase com alvo, do que na sua fase sem alvo (p = 0,005) e os suscetiveis passaram
menor tempo na ZI na fase com alvo do que na sua fase sem alvo (p = 0,005), sendo o tempo
na fase com alvo da ZA diferente entre resilientes e suscetiveis (p = 0,003). Por ultimo, os
animais resilientes apresentaram tempo na ZI na fase com alvo semelhante aos controles na
mesma fase (p = 0,07), de modo que unicamente os machos suscetiveis tiveram tempo na ZI,
na fase com alvo, significativamente menor que os controles na fase com alvo (p = 0,004)

(Figura 8A).

No tempo gasto na ZA dos camundongos machos, houve resultados parecidos, sendo
que existiu efeito na interagdo entre os fatores fenotipo e alvo, com tamanho de efeito médio
(Fe,107) = 4,284, p = 0,01, n?p = 0,07) no fator fenodtipo, tamanho de efeito médio (F,107) =
7,277, p = 0,001, n?*p = 0,12) mas ndo no fator alvo (F(,107 = 0,001, p = 0,97, n*p = 0,01).
Segundo o post hoc de Duncan, resilientes e suscetiveis passaram tempo semelhante na ZA, na
fase sem alvo (p = 0,48). Porém, enquanto os resilientes passaram tempo na ZA
significativamente menor na fase com alvo, do que na fase sem alvo (p = 0,03); os suscetiveis
passaram tempo na ZA significativamente maior na fase com alvo, do que na fase sem alvo (p

=0,03).

Adicionalmente, os machos resilientes nao tiveram diferengas no tempo gasto na ZA
na fase com alvo com os controle na mesma fase (p = 0,65), sendo que os suscetiveis passaram

tempo na ZA significativamente maior na fase com alvo, quando comparados aos controle na
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presenca do alvo (p = 0,003), existindo também diferenca no tempo gasto na ZA, na fase com

alvo, entre resilientes e suscetiveis (p = 0,003) (Figura 8§B).

Por ultimo, a ANOVA de uma via indicou, para analise da RI por fendtipos, diferencas
significativas, com tamanho do efeito muito elevado (F,107) = 58,548, p = 0,001, n*p = 0,52).
O teste de Duncan mostrou que os resilientes tiveram RI maior (p = 0,009), enquanto os
suscetiveis tiveram RI menor do que o controle (p = 0,001), sendo que a RI dos suscetiveis

também foi significativamente menor quando comparada aos resilientes (p = 0,005) (Figura
8C).

As analises apresentadas acima nao foram realizadas nas fémeas, com base no baixo n

de fémeas suscetiveis (n = 4).

Figura 8 - A-C. Anélise do tempo gasto na ZI, na ZA e da RI do TIS dos machos, separando os animais
expostos ao EDSC em animais resilientes e suscetiveis de acordo com o seu score de RI. A) Os machos resilientes
(n = 28) passaram maior tempo na ZI na fase com alvo do que na sua fase sem alvo, enquanto os suscetiveis (n =
27) passaram menos tempo na ZI na fase com alvo do que na fase sem alvo; além disso, os suscetiveis passaram
menor tempo na ZI na fase com alvo do que os controle na fase com alvo (n = 55). B) Os machos resilientes (n =
28) passaram menos tempo na ZA na fase com alvo do que na fase sem alvo, os suscetiveis (n =27) tiveram tempo
maior na ZA na fase com alvo do que na fase sem alvo, os suscetiveis passaram maior tempo na ZA na fase com
alvo do que os controle na fase com alvo (n = 55). C) Na analise da RI, os resilientes tiveram RI maior (n =28) e
os suscetiveis menor (n =27) que os controles (n =55), sendo a RI dos suscetiveis menor que a dos resilientes. As
barras representam a média = EPM. *p<0,05, comparando fase sem alvo e fase com alvo do TIS, simbolo utilizado
também nas comparagdes da RI da figura 9C. #p<0,05 comparando o tempo gasto na ZI e ZA na fase com alvo
entre os fenotipos controle, resiliente e suscetivel. Controle, animais expostos a INA; Resilientes, animais expostos
ao EDSC com RI >1; suscetiveis, animais com RI <1. Sem alvo, fase 1 do TIS; com alvo, fase 2 do TIS.
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.
4.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)
4.2.1 Entradas nos Bracos Fechados (EBF)

Nos machos, os dados apresentaram distribui¢cdo ndo normal (p = 0,004). A ANOVA
bifatorial indicou efeito do fator condi¢do, com tamanho de efeito médio (F(1,104) = 11,318, p =

0,001, n*p = 0,10) mas ndo do fator tratamento (F2,104)= 0,311, p=0,73, n*p = 0,005), nem da
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interagdo entre os fatores (F,104) = 2,414, p = 0,09, n?p = 0,04). O post hoc do fator condi¢ao
apresenta que os machos submetidos ao EDSC tiveram diminui¢do das EBF, ou seja, da sua
atividade locomotora quando comparados aos animais expostos a INA (p = 0,002),

independentemente do tratamento (Figura 9A).

Nas fémeas, os dados ndo apresentaram distribui¢cdo normal (p = 0,001). A ANOVA
nao mostrou efeito no fator condi¢ao (F1,107)= 0,128, p= 0,72, n?*p = 0,001), nem da interagao
entre os fatores (F2,107) = 0,479, p = 0,62, n*p = 0,008); porém, apresentou efeito no fator
tratamento, com tamanho de efeito médio (F,107) = 4,160, p = 0,01, n?*p = 0,07). O post hoc do
fator tratamento indica que as fémeas tratadas com o CP376395 na dose de 30 mg/kg tiveram
diminui¢do da sua atividade locomotora quando comparadas as que receberam a dose de 20
mg/kg (p =0,006), sendo as EBF semelhantes entre a dose de 20 mg/kg e os tratados com salina
(p=0,10) e entre as do grupo de 30 mg/kg e as salina (p = 0,20), tudo independente da condi¢ao
(Figura 9B).

Figura 9 - A-B. Labirinto em Cruz Elevado, anélise das Entradas aos Bragos Fechados (EBF) como
analise da atividade locomotora de camundongos machos e fémeas expostos ao EDSC ou a INA. A) Os machos
expostos a0 EDSC (n = 55) tiveram menor EBF que os machos expostos a INA (n = 55), independentemente do
tratamento administrado. B) As fémeas tratadas com CP376395, na dose de 30 mg/kg (n = 26), apresentaram
menor atividade locomotora quando comparadas as tratadas com a dose de 20 mg/kg (n = 45), independentemente
da condic@o. As barras representam a média + EPM. &p < 0,05 comparando EBF de animais expostos ao EDSC

ou a INA. $p<0,05 comparando animais tratados com CP376395 na dose de 20 mg/kg ou na dose de 30 mg/kg.
INA, Interagdo Néo agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.

4.2.2 Porcentagem de Entradas nos Bragos Abertos (%EBA)

Os machos apresentaram distribui¢do normal na %EBA (p = 0,06). Porém nao

apresentaram homoscedasticidade (p = 0,008). A ANOVA indicou efeito do fator condigdo,
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com tamanho de efeito pequeno (F,104) = 5,029, p = 0,02, n*p = 0,04) do fator tratamento,
tamanho de efeito médio (F,104) = 4,292, p = 0,01, n?p = 0,07) mas ndo da interagdo entre os
fatores (F(2,104)=2,567, p = 0,08, n?p = 0,04). O post hoc do fator condi¢do mostrou diminui¢ao
significativa da %EBA dos machos expostos ao EDSC, quando comparada aos expostos a INA,
independentemente do tratamento (p = 0,01). Por outro lado, o post hoc do fator tratamento
indicou que os animais tratados com o CP376395 na dose de 20 mg/kg (p = 0,008) e os tratados
com o CP376395 na dose de 30 mg/kg (p = 0,03) tiveram maior %EBA que os machos tratados

com salina, independentemente da condicao (Figura 10A).

As fémeas apresentaram distribui¢do ndo normal na %EBA (p = 0,02). A ANOVA
mostrou efeito na interacdo entre os fatores condi¢do e tratamento, com tamanho de efeito
médio (F2,107) = 3,195, p = 0,04, n?>p = 0,06) e no fator condi¢ao, tamanho de efeito médio
(F,107 = 4,421, p = 0,03, n?p = 0,03), tendo auséncia de efeito do fator tratamento (F(2,107) =
0,975, p = 0,38, n?’p = 0,01). O post hoc da interacdo entre os fatores indicou que as fémeas
expostas ao EDSC e tratadas com salina tiveram diminui¢do significativa da %EBA em
comparagdo as expostas a INA e tratadas com salina (p = 0,009); além disso, as fémeas do
EDSC tratadas com CP376395 na dose de 30mg/kg apresentaram %EBA significativamente

maior quando comparadas as expostas ao EDSC e tratadas com salina (p = 0,01) (Figura 10B).
4.2.3 Porcentagem de Tempo gasto nos Bracos Abertos (%TBA)

Os machos tiveram distribui¢do nao normal na %TBA (p = 0,01). A ANOVA indicou
efeito no fator condicdo, tamanho de efeito médio (F(1,104) = 10,682, p = 0,001, n*p = 0,09), no
fator tratamento, tamanho de efeito médio (F(2,104) = 8,268, p = 0,004, n?p = 0,14), mas ndo na
interacdo entre os fatores (F2,104) = 2,123, p = 0,12, n?p = 0,04). O post hoc do fator condigdo
indicou que os machos expostos ao EDSC diminuiram significativamente sua %TBA em
comparagdo aos INA (p = 0,009), independentemente do tratamento. Adicionalmente, o post
hoc do fator tratamento mostra que os machos tratados com CP376395 na dose de 20 mg/kg (p
=0,002) e os tratados na dose de 30 mg/kg (p = 0,008) tiveram maior %TBA que os tratados

com salina, independentemente da condicao (Figura 10C).

As fémeas apresentaram distribuigdo normal na %TBA (p = 0,11), além de
homoscedasticidade (p = 0,84). A ANOVA indicou efeito da interag@o entre os fatores condi¢do
e tratamento, com tamanho de efeito médio (F,107) = 5,253, p = 0,006, n*p = 0,08) mas ndo do
fator condigao (F1,107) = 0,026, p = 0,87, n?*p = 0,002), nem do fator tratamento (F,107) = 1,074,
p=10,34,1?p=0,01). O post hoc da interacao entre os fatores indicou que as fémeas EDSC que
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receberam o CP376395 na dose de 30 mg/kg tiveram maior %TBA que as fémeas EDSC que
foram tratadas com salina (p=0,001) e 0 CP376395 na dose de 20 mg/kg (p=0,02) (Figura 10D).

Figura 10 - A-D. Laberinto em Cruz Elevado (LCE) de camundongos machos e fémeas expostos ao
EDSC ou a INA. A) Machos expostos ao EDSC (n = 55) tiveram menor %EBA que machos expostos a INA (n =
55), independentemente do tratamento; enquanto os machos tratados com CP376395 na dose de 20 mg/kg (n =37)
e na dose de 30 mg/kg (n = 31) apresentaram maior %EBA que os animais tratados com salina (n = 42),
independentemente da condicdo. B) As fémeas EDSC tratadas com salina (n = 20) tiveram %EBA
significativamente menor que as fémeas INA tratadas com salina (n = 22), efeito revertido pelo CP376395 na dose
de 30 mg/kg (n = 13). C) Machos expostos ao EDSC (n = 55) apresentaram %TBA menor que os machos INA (n
= 55), independentemente do tratamento. Além disso, os machos tratados com CP376395 nas doses de 20 (n=37)
e 30 mg/kg (n = 31) tiveram %TBA maior que os machos tratados com salina (n = 42), independentemente da
condi¢do. D) Fémeas expostas ao EDSC e tratadas com CP376395 na dose de 30 mg/kg (n = 13) apresentaram
%TBA significativamente maior que as expostas ao EDSC e tratadas com salina (n = 20). As barras representam
a média = EPM. &p<0,05 comparando %EBA ou %TBA de animais expostos ao EDSC ou a INA. $p<0,05
comparando animais tratados com CP376395 nas doses de 20 mg/kg, 30 mg/kg ou salina. #p<0,05 comparando
animais expostos ao EDSC tratados com salina e os expostos a INA tratados com salina. *p<0,05 comparando
animais EDSC tratados com CP376395 na dose de 30 mg/kg e tratados com salina. INA, Interacdo Néo agressiva;
EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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4.3 QUANTIFICACAO DOS NfVEIS PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA

Nos machos, os dados nao apresentaram distribui¢ao normal (p = 0,009). A ANOVA
indicou efeito para o fator tratamento, com tamanho de efeito médio (F229) = 3,415, p = 0,04,
n*p = 0,19), mas ndo para o fator condi¢ao (F(1,29) = 2,829, p = 0,10, n?p = 0,08), nem para a
interacdo entre condic¢ao e tratamento (F29) = 1,942, p = 0,16, n*p = 0,12). O post hoc do fator
tratamento indicou que os machos tratados com o CP376395 na dose de 30 mg/kg tiveram
maiores niveis plasmaticos de corticosterona que os tratados com salina (p = 0,05),

independentemente da condi¢do (Figura 11A).

As fémeas apresentaram distribui¢ao normal (p = 0,19); além de homoscedasticidade (p
=0,81). A ANOVA bifatorial indicou efeito do fator condi¢ao, com tamanho de efeito elevado
(Fap27 = 11,805, p = 0,001, n*p = 0,30) mas ndo do fator tratamento (F,27) = 0,166 p = 0,84,
n*p = 0,01), nem da interacdo entre os fatores (F2,27) = 0,709, p = 0,50, n*p = 0,04). O post hoc
do fator condigdo apresenta que as fémeas tiveram niveis de expressdo de corticosterona
significativamente menores que as fémeas expostas a INA (p = 0,002), independentemente do
tratamento administrado (Figura 11B).

Figura 11 - Mensuragio dos niveis plasméticos de corticosterona de camundongos machos e fémeas,
expostos a0 EDSC e a INA e tratados com salina ou CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg. A) Machos tratados
com CP376395 na dose de 30 mg/kg (n = 12) tiveram maiores niveis plasmaticos de corticosterona quando
comparados aos machos tratados com salina (n = 12). B) Fémeas submetidas ao EDSC (n = 17) apresentaram
niveis plasmaticos de corticosterona significativamente menores que as fémeas submetidas a INA (n = 16). As
barras representam a média + EPM. &p<0,05, comparando niveis de corticosterona de animais expostos ao EDSC

ou a INA. $p<0,05 comparando os niveis de corticosterona de animais tratados com CP376395 na dose de 30
mg/kg ou salina. INA, Interacdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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4.4 QUANTIFICACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DA C-FOS
4.4.1 Expressao geral da proteina c-Fos no CPFm

Nos machos, houve distribui¢do normal (p = 0,10), bem como homoscedasticidade (p =
0,15) na expressao geral da c-Fos no CPFm, medida como a média da contagem de células com
imunorreatividade positiva para c-Fos desta area do encéfalo. A ANOVA indicou auséncia de
efeito do fator hemisfério (F(1,42) = 0,601, p = 0,44, n’p = 0,01) e da interagdo fator hemisfério
com os fatores ja mencionados (Fi42) = 1,850, p = 0,17, n?p = 0,08). Diante da falta de
diferencas significativas na expressao geral de c-Fos entre o hemisfério direito e esquerdo dos
encéfalos dos machos, se apresentaram os resultados destas analises considerando unicamente
os fatores condi¢do e tratamento. Isto serd aplicado em todas as analises que apresentem

auséncia do fator hemisfério.

A ANOVA indicou efeito da interacao entre os fatores de condi¢do e tratamento, com
tamanho de efeito médio (Fi242) = 4,192, p = 0,02, n*p = 0,16 ), assim como dos fatores
individuais de condi¢do, tamanho de efeito elevado (F(,42) = 18,415, p < 0,05, n*p = 0,30) e
tratamento, com tamanho de efeito muito elevado (F2,42) = 24,379, p = 0,001, n?p = 0,54).

O post hoc de Duncan da interagdo entre os fatores de condi¢do e tratamento indicaram
aumento no nimero de células c-Fos positivas dos machos submetidos ao EDSC e tratados com
salina, em compara¢do aos machos INA tratados com salina (p = 0,001). Além disso, o
tratamento sistémico com CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p = 0,006) e de 30 mg/kg (p =
0,03) diminuiram a expressao c-Fos dos machos INA, em comparagdao com os machos INA
tratados com salina. Do mesmo modo, as doses de 20 mg/kg (p = 0,001) e 30 mg/kg (p =0,01)
diminuiram a expressdo da c-Fos dos machos EDSC, em compara¢do com os machos EDSC

tratados com salina (Figura 12A).

No caso das fémeas, houve distribuicao ndo normal (p = 0,02). Novamente, ndo houve
efeito da interagdo entre o fator hemisfério, condi¢do e tratamento (F2,36) = 0,719, p = 0,50, n*p
=0,09) nem efeito individual do fator hemisfério (F(1,14)= 1,310, p=0,28, n*p =0,07), definindo
a auséncia de diferengas significativas na expressao geral de c-Fos entre os hemisférios direito

e esquerdo dos encéfalos das fémeas.

A ANOVA indicou efeito da interacao entre os fatores de condigdo e tratamento, com

tamanho do efeito muito elevado (F2,36)= 30,877, p = 0,001, n*p = 0,63), assim como efeito do
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fator condicao, tamanho de efeito elevado (F(i36) = 15,109, p < 0,05, n*p = 0,29). O post hoc
indicou que o EDSC diminuiu a expressdo de c-Fos nas fémeas tratadas com salina, em
comparagdo as fémeas INA tratadas com salina (p = 0,001). Adicionalmente, houve menor
expressao de c-Fos nas fémeas INA tratadas com CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p = 0,004)
e 30 mg/kg (p=0,001) em comparagdo com as tratadas com salina. Por outro lado, o CP376395
de 30 mg/kg (p =0,001) aumentou a expressao de c-Fos das fémeas EDSC em comparagdo com

as fémeas EDSC tratadas com salina (Figura 12B).

Figura 12 — Quantificagdo da expressido geral da c-Fos no CPFm, por meio da contagem do ntimero de
células positivas para c-Fos. A) os machos EDSC tratados com salina (n = 5) tiveram niveis de c-Fos
significativamente maiores que os machos INA tratados com salina (n = 4), efeito revertido pelo CP376395 na
dose de 20 mg/kg (n = 5) e 30 mg/kg (n = 5). Por outro lado, os machos INA tratados com o farmaco na dose de
20 mg/kg (n =4) e 30 mg/kg (n = 4) apresentaram menor expressao de c-Fos em comparagdo com os machos INA
salina. B) Fémeas submetidas ao EDSC e tratadas com salina (n = 4) tiveram menor expressdo de c-Fos em
comparacdo com as fémeas expostas a INA e tratadas com salina (n = 4), efeito revertido pelo CP376395 na dose
de 30 mg/kg (n = 4). Adicionalmente, as fémeas expostas a INA e tratadas com CP376395 nas doses de 20 mg/kg
(n =4) e 30 mg/kg (n = 4) tiveram menor expressdo de c-Fos que as fémeas INA salina (n = 4). As barras
representam a média + EPM. #p<0,05, comparando niveis de expressdo da proteina c-Fos entre animais expostos
ao EDSC e a INA e tratados com salina. *p<0,05 comparando a expressdo de c-Fos de animais tratados com
CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg em comparacdo com salina. INA, Interagdo Néo agressiva; EDSC, Estresse
de Derrota Social Cronico.
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.
4.4.1.1 Expressao da proteina c-Fos nas subregioes do CPFm
4.4.1.1.1 Expressao da proteina c-Fos no Cgl
Na andlise do Cgl dos machos, houve distribuicdo normal (p = 0,27) e

heteroscedasticidade (p = 0,004). Nao houve efeito do fator hemisfério (F(1,42)=1,219,p=0,27,
n*p = 0,03) nem da interagdo entre os trés fatores (F2,42) = 2,382, p = 0,10, n*p = 0,10).
A ANOVA indicou efeito do fator condi¢do, com tamanho do efeito médio (F(142) =

14,174, p < 0,05, n*p = 0,25) e no fator tratamento, com tamanho do efeito elevado (F2.42) =
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13,840, p < 0,05, n*p = 0,40). O post hoc revelou que a expressao da c-Fos no Cgl dos machos
submetidos ao EDSC foi significativamente maior em comparagdo a c-Fos dos machos
submetidos a INA (p < 0,05), independentemente do tratamento ¢ do hemisfério. Além disso,
os machos tratados com o CP376395 na dose de 20 mg/kg apresentaram menor expressao de c-
Fos que os machos tratados com salina (p < 0,05) e que os machos tratados com o CP376395
na dose de 30 mg/kg (p <0,05), independentemente da condi¢do e do hemisfério (Figura 14B).

No caso das fémeas, houve distribui¢do normal (p = 0,41) e homoscedasticidade (p =
0,71). Nao se registrou efeito do fator hemisfério (F,36) = 0,228, p = 0,64, n*p = 0,006) nem da
interagdo entre os trés fatores (F2,36) = 1,504, p = 0,24, n*p = 0,08).

A ANOVA indicou efeito unicamente da interagdo entre os fatores condi¢do e
tratamento, com tamanho do efeito muito elevado (F236)=21,210, p < 0,05, n?p = 0,54), O post
hoc mostrou que o Cgl das fémeas submetidas ao EDSC e tratadas com salina apresentou
menores niveis de c-Fos em comparagao as fémeas submetidas a INA e tratadas com salina (p
<0,05), efeito revertido unicamente pelo CP376395 na dose de 30 mg/kg (p < 0,05). Por outro
lado, as fémeas submetidas a INA e tratadas com o CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p =0,03)
e 30 mg/kg (p < 0,05) tiveram menores niveis de c-Fos no Cgl quando comparadas as fémeas
INA tratadas com salina, independentemente do hemisfério (Figura 14C).

Figura 14 — Quantificagdo da expressio da proteina c-Fos no CPFm, na subregido Cgl, por meio da
contagem do numero de células positivas para c-Fos. A) Fotomicrografias que ilustram a marcacdo de células
imunorreativas a ¢c-Fos no Cgl de camundongos machos e fémeas expostos ao EDSC e ao CP376395 nas doses
de 20 e 30 mg/kg, com aumento de 20 vezes (barra de escala = 100 pm). B) Machos EDSC (n = 15) tiveram maior
expressao de c-Fos no Cgl que os machos INA (n = 12), independentemente do tratamento. Os machos CP376395,
com a dose de 20 mg/kg (n = 9), tiveram menos c-Fos que os machos tratados com salina (n = 9) ou com a dose
de 30 mg/kg (n = 9), independentemente da condi¢do. C) Nas fémeas, as expostas ao EDSC e tratadas com salina
(n=4) tiveram menor expressao de c-Fos no Cgl que as fémeas INA salina (n = 4), efeito revertido pelo CP376395
na dose de 30 mg/kg (n =4). As fémeas INA tratadas com as doses de 20 mg/kg (n =) e 30 mg/kg (n = 4) tiveram
menor expressdo de c-Fos que as fémeas INA salina (n = 4). As barras representam a média = EPM. &p<0,05
comparando niveis de expressdo da c-Fos de animais expostos a0 EDSC ou a INA. $p<0,05 comparando animais
tratados com CP376395 nas doses de 20 mg/kg, 30 mg/kg ou salina. #p<0,05 comparando niveis de expressdo da
proteina c-Fos entre animais expostos ao EDSC ¢ a INA e tratados com salina. *p<0,05 comparando a expressdo
de c-Fos de animais tratados com CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg quando comparados com salina. INA,
Interagdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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4.4.1.1.2 Expressao da proteina c-Fos no PrL

Nos machos, houve distribuicao normal (p = 0,50) e homoscedasticidade (p = 0,39). A
ANOVA indicou efeito da interacdo entre os fatores condi¢do e tratamento, com tamanho do
efeito elevado (F(2,42) = 7,909, p = 0,001, n?>p = 0,27), indicou também interacdo entre os fatores
hemisfério e condi¢do, com tamanho de efeito médio (F,42) = 10,460, p = 0,002, n*p = 0,20).
Além disso, houve efeito do fator condi¢do, com tamanho de efeito médio (F(1,42) = 9,506, p =
0,004, n*p = 0,18) e do fator tratamento, com tamanho de efeito muito elevado (F,42) = 22,329,
p=0,001,m?p=0,51).

O post hoc da interagdo entre a condi¢do e o tratamento revelou que os animais expostos
ao EDSC e tratados com salina apresentaram maiores niveis de c-Fos que os machos INA

tratados com salina (p < 0,05), efeito revertido pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p <0,05)
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e de 30 mg/kg (p <0,05). Os machos submetidos a INA e tratados com o CP376395 na dose de
30 mg/kg apresentaram menores niveis de c-Fos no PrL. quando comparados com os machos
INA tratados com salina (p = 0,04). O post hoc da interacao entre o fator hemisfério e condigao
indicou que o hemisfério direito dos camundongos machos submetidos ao EDSC teve maiores
niveis de c-Fos em comparagao ao hemisfério esquerdo dos animais na mesma condi¢do (p =
0,02). Adicionalmente, o hemisfério direito dos machos EDSC também teve maior expressao
de c-Fos que os hemisférios direito (p < 0,05) e esquerdo (p = 0,01) dos machos submetidos a
INA (Figura 15B).

No caso das fémeas, houve distribui¢cdo normal nos dados referentes a expressao da c-
Fos no PrL (p = 0,23). Porém, ndo houve homoscedasticidade (p = 0,01). A ANOVA indicou
efeito da interagcdo dos fatores condicao e tratamento, com tamanho do efeito muito elevado
(F236)=30,521,p=0,001, n?>p =0,63). Houve também efeito do fator hemisfério, com tamanho
de efeito médio (F(1,36) = 5,0389, p = 0,03, n?p = 0,12) e do fator condi¢do, com tamanho do
efeito elevado (F36) = 22,712, p < 0,05, n*p = 0,39).

O post hoc da interacao entre condigdo e tratamento indicou que as fémeas submetidas
ao EDSC e tratadas com salina tiveram menores niveis de c-Fos quando comparadas as fémeas
INA tratadas com salina (p < 0,05), efeito revertido unicamente pelo CP376395 na dose de 30
mg/kg (p < 0,05). Além disso, as fémeas submetidas a INA e tratadas com o CP376395 nas
doses de 20 mg/kg (p = 0,02) e 30 mg/kg (p < 0,05) apresentaram menor expressao de c-Fos
que as fémeas INA tratadas com salina. Por outro lado, o post hoc do fator hemisfério mostrou
que o hemisfério esquerdo das fémeas teve maior expressao de c-Fos quando comparado ao
hemisfério direito, independente da condi¢dao ou do tratamento (Figura 15C).

Figura 15 — Quantificagdo da expressio da proteina c-Fos no CPFm, na subregido PrL, separada por
hemisférios, por meio da contagem do nimero de células positivas para c-Fos. A) Fotomicrografias que ilustram
a marcagdo de células imunorreativas a c-Fos no PrL de camundongos machos e fémeas expostos ao EDSC ¢ ao
CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg, com aumento de 20 vezes (barra de escala = 100um). B) No PrL dos
machos, os EDSC salina (n = 10) mostraram menor expressdo de c-Fos que os INA salina (n = 8), efeito revertido
pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (n = 10) e 30 mg/kg (n = 10). Os INA tratados com a dose de 30 mg/kg (n
= 8) diminuiram a c-Fos em comparagdo aos INA salina. Além disso, o hemisfério direito dos machos EDSC (n =
15) teve maior expressdo de c-Fos que o hemisfério esquerdo (n = 15) e maior que os hemisférios direito (n = 12)
e esquerdo (n=12) dos INA, independentemente do tratamento. Nas fémeas, as EDSC salina (n = 8) tiveram maior
c-Fos que as INA salina (n = 8), efeito revertido pela dose de 30 mg/kg (n = 8); as doses de 20 (n = 8) e 30 mg/kg
(n = 8) reduziram a c-Fos em comparacao das INA salina. O hemisfério esquerdo (n = 24) teve maior expressao
de c-Fos do que o direito (n = 24), independentemente da condi¢do ou do tratamento. As barras representam a
média £ EPM. #p<0,05 comparando niveis de expressdo da proteina c-Fos entre animais expostos ao EDSC e a
INA e tratados com salina. *p<0,05 comparando a expressdao de c-Fos de animais tratados com CP376395 nas
doses de 20 e 30 mg/kg quando comparados com salina. Ap<0,05 comparando a expressdo de c-Fos entre o
hemisfério direito dos machos EDSC com o hemisfério esquerdo da mesma condi¢do e com os hemisférios direito
e esquerdo dos INA. @p<0,05 comparando a expressdo de c-Fos entre o hemisfério esquerdo e direito de animais
expostos ao EDSC ou a INA. Hd, hemisfério direito; He, hemisfério esquerdo; INA, Interagdo Néao agressiva; EDSC,
Estresse de Derrota Social Cronico.



A) PrL. Machos PrL Fémeas

INA EDSC INA

Salina

CP376395
20mg/kg

CP376395
30mg/kg

EDSC

B Machos C
£ 350+ ) £ 350+ : * *
£ 3001 £ 30018 @ " @
= 250 =2504| |IFg M - # = -
g g — @ .
- 200+ 5200+ T @ + 1@
T 1504 i = 150- '
- T a ,
< 1004 . Ey -5- 100+
% 50 El Ijl:l 2 50-
3 0- T ICH TR e TR e S " He Hd He WS He Hd He Hd He Hd He Mg
Salina 20mg 30mg  Salma 20mg 30mg Salina 20mg 30mg Salina 20mg 30mg
INA EDSC INA EDSC
Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
4.4.1.1.3 Expressdo da proteina c-Fos no IL
Na andlise dos machos, encontrou-se distribuicdo normal (p = 0,08) e

homoscedasticidade (p = 0,08). Como no Cgl, ndo houve efeito do fator hemisfério (F(1.42) =

0,441, p=0,51,m?p =0,01), nem da interacdo entre os trés fatores (F2,42) = 0,324, p = 0,72, 0*p

=0,01).

A ANOV A mostrou efeitos unicamente no fator condi¢ao, com tamanho de efeito médio

(F1,42) = 10,473, p = 0,002, n*p = 0,20) e no fator tratamento, com tamanho de efeito elevado

(F42)= 17,725, p = 0,003, n*p = 0,46). Sem efeito da interagdo de nenhum dos fatores. O post

hoc do fator condi¢@o indicou que o IL dos machos expostos ao EDSC teve maior c-Fos em

comparagdo aos machos submetidos a INA (p = 0,002), independentemente do tratamento

administrado. O post hoc do fator tratamento indicou que os machos tratados com o CP376395
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na dose de 20 mg/kg (p < 0,05) e na dose de 30 mg/kg (p = 0,001) tiveram menor expressao de
c-Fos em comparagdo aos machos tratados com salina, independentemente da condi¢ao (Figura
16B).

No caso das fémeas, houve distribui¢cao nao normal (p = 0,003). Nao se encontrou efeito
nem do fator hemisfério (F136) = 0,981, p = 0,33, n?p = 0,03) nem da interacao entre o fator
hemisfério, condi¢do e tratamento (F2,36) = 0,171, p = 0,84, n?p = 0,01).

A ANOVA indicou efeito da interacao entre os fatores condi¢cdo e tratamento, com
tamanho de efeito elevado (F236) = 11,255, p < 0,05, n*p = 0,38) e efeito no fator condigao,
com tamanho de efeito médio (F136) = 7,368, p = 0,01, n?p = 0,17). O post hoc indicou que as
fémeas expostas ao EDSC tratadas com salina tiveram menores niveis de c-Fos no IL, em
comparagao as fémeas expostas a INA e tratadas com salina (p < 0,05), efeito revertido pelo
CP376395 na dose de 30 mg/kg (p=0,01). Do mesmo modo, a dose de 30 mg/kg do CP376395
diminuiu a expressao de c-Fos das fémeas INA quando comparada as fémeas expostas a INA
tratadas com salina (p = 0,001) (Figura 16C).

Figura 16 — Quantificagdo da expressdo da proteina c-Fos do CPFm, na subregido IL, por meio da
contagem do numero de células positivas para c-Fos. A) Fotomicrografias que ilustram a marcacdo de células
imunorreativas a c-Fos no IL de camundongos machos e fémeas expostos ao EDSC e ao CP376395 nas doses de
20 e 30 mg/kg, com aumento de 20 vezes (barra de escala = 100um). B) No IL, os machos EDSC (n = 15) tiveram
maior c-Fos que os INA (n = 12). Os machos tratados com a dose de 20 (n = 9) e 30 mg/kg (n = 9) reduziram sua
c-Fos em comparag@o aos salina (n = 9), independentemente da condigdo. C) Nas fémeas, as EDSC salina (n = 4)
mostraram menor c-Fos que as INA salina (n = 4), efeito revertido pela dose de 30 mg/kg (n = 4). Nas INA, a
dose de 30 mg/kg (n = 4) diminuiu a c-Fos em comparagdo as INA salina. As barras representam a média + EPM.
&p<0,05 comparando niveis de expressdo da c-Fos de animais expostos ao EDSC ou a INA. $p<0,05 comparando
animais tratados com CP376395 nas doses de 20 mg/kg, 30 mg/kg ou salina. #p<0,05 comparando niveis de
expressao da proteina c-Fos entre animais expostos ao EDSC e a INA e tratados com salina. *p<0,05 comparando
a expressao de c-Fos de animais tratados com CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg quando comparados com
salina. INA, Interacdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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4.4.2 Expressao geral da proteina c-Fos no NLET

Nos machos, houve distribui¢do normal (p = 0,75) e homoscedasticidade na amostra (p
=0,09) de expressao c-Fos geral do NLET. A ANOVA nao revelou efeito do fator hemisfério
(Fa1,44 = 0,014, p = 0,90, n?p < 0,05) nem da interagdo deste com os outros fatores (Fp44) =
0,467, p = 0,63, n*p = 0,02).

A ANOVA indicou efeito unicamente do fator condi¢ao, com tamanho de efeito médio
(Fa1,44= 8,357, p = 0,006, n*p = 0,16), sem efeito do fator tratamento (F(2,44) = 2,024, p = 0,14,

n*p = 0,08). O post hoc de Duncan mostrou que os machos submetidos ao EDSC apresentaram
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maior expressdo geral de c-Fos no NLET em comparacdo aos machos da INA (p = 0,002)

(Figura 13A).

Nas fémeas, os dados preliminares apresentaram distribui¢ao normal (p = 0,30), bem
como homoscedasticidade (p =0,15). A ANOVA indicou auséncia de efeito do fator hemisfério
(Faze6) = 0,070, p = 0,79, n?p = 0,002) nem da interagdo entre os trés fatores (F,36)= 0,015, p
=0,98, n?p <0,05).

Houve efeito da interacdo entre os fatores condi¢do e tratamento, com tamanho do
efeito muito elevado (F236) = 39,778, p = 0,001, n*p = 0,69), além do fator condi¢do, como
tamanho de efeito elevado (Fq36) = 21,413, p = 0,004, n’p = 0,37) e tratamento, com tamanho
do efeito muito elevado (F2,;36) = 40,938, p = 0,001, n?p = 0,69). O post hoc indicou menor
expressao de c-Fos nas fémeas EDSC tratadas com salina em comparagdo com as fémeas INA
tratadas com salina (p < 0,05), efeito revertido pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p <0,05)
e 30 mg/kg (p < 0,05). Por outro lado, as fémeas INA tratadas com CP376395 na dose de 20
mg/kg apresentaram maior c-Fos que as fémeas INA salina (p < 0,05); enquanto as tratadas
com CP376395 na dose de 30 mg/kg tiveram menor expressao de c-Fos que as fémeas INA

salina (p = 0,002) (Figura 13B).

Figura 13 - Quantificagio da expressio geral da proteina c-Fos no NLET, por meio da contagem do
numero de células positivas para c-Fos. A) Camundongos machos expostos ao EDSC (n = 16) tiveram maior
expressdo de c-Fos em comparagdo aos machos expostos a INA (n = 12), independente do tratamento e do
hemisfério do encéfalo dos animais. B) Houve diminuig¢@o da expressdo da proteina c-Fos nas fémeas expostas ao
EDSC e tratadas com salina (n = 4) em comparagio as fémeas INA salina (n = 4), efeito revertido pelo CP376395
nas doses de 20 mg/kg (n = 4) e 30 mg/kg (n = 4). Além disso, a dose de 20 mg/kg aumentou a expressao de c-
Fos das fémeas INA (n = 4) em comparacdo as tratadas com salina (n = 4); enquanto a dose de 30 mg/kg diminuiu
a c-Fos nas fémeas INA (n = 4) quando comparadas as fémeas INA salina (n = 4). As barras representam a média
+ EPM. &p<0,05, comparando niveis de expressdo da c-Fos de animais expostos ao EDSC ou a INA. #p<0,05
comparando niveis de expressido da proteina c-Fos entre animais expostos ao EDSC e a INA e tratados com salina.
*p<0,05 comparando a expressdo de c-Fos de animais tratados com CP376395 nas doses de 20 ¢ 30 mg/kg quando
comparados com salina. INA, Interagdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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Fonte: Elaboracao propria, 2025.

4.4.2.1 Expressdo da proteina c-Fos nas subregioes do NLET

4.4.2.1.1 Expressao da proteina c-Fos no NLETd

Nos machos, houve distribuicao normal (p = 0,46) assim como homoscedasticidade (p
=0,07). Houve auséncia de efeito do fator hemisfério (F1,44)= 0,564, p = 0,46, 1*p = 0,01) e da
interagdo entre os trés fatores (F,44) = 1,557, p = 0,22, n?p = 0,07).

A ANOVA indicou efeito unicamente do fator condi¢do, com tamanho de efeito médio
(F1,44) = 5,500, p = 0,02, n?p = 0,11). O post hoc indicou que os machos expostos ao EDSC
tiveram maiores niveis de c-Fos no NLETd em comparag¢ao aos machos submetidos a INA (p
=0,01), independentemente do tratamento e do hemisfério analisado (Figura 17B).

Nos dados das fémeas, houve distribuigdo normal (p = 0,13) e homoscedasticidade (p =
0,07). Porém, nao houve efeito do fator hemisfério (F(136) = 0,187, p = 0,67, n?p = 0,005), nem
da interagdo entre os trés fatores (F,36 = 0,103, p = 0,90, n*p = 0,0006).

A ANOVA indicou efeito na interagao entre os fatores condi¢do e tratamento, com
tamanho de efeito muito elevado (F,36) = 30,940, p = 0,001, n’*p = 0,63), assim como efeito
nos fatores condi¢do, tamanho de efeito elevado (Fq 36 = 12,819, p = 0,001, n*p = 0,26) ¢
tratamento, com tamanho de efeito muito elevado (F236) = 23,042, p = 0,001, n?*p = 0,56).

O post hoc indicou que as fémeas submetidas ao EDSC tratadas com salina tiveram
menor expressao de c-Fos no NLETd em comparagdo as fémeas submetidas a INA e tratadas
com salina (p <0,05), efeito revertido pelo CP376395 na dose de 20 mg/kg (p <0,05) e na dose
de 30 mg/kg (p <0,05). Além disso, as fémeas submetidas a INA e tratadas com CP376395 na
dose de 20 mg/kg tiveram maiores niveis de c-Fos que as fémeas INA salina (p = 0,003);
enquanto as fémeas INA tratadas com o CP376395 na dose de 30 mg/kg apresentaram menores
niveis de c-Fos que as fémeas INA tratadas com salina (p < 0,05) (Figura 17C).

Figura 17 - Quantificagdo da expressdo da proteina c-Fos no NLET, na subregido NLETd, por meio da
contagem do niimero de células positivas para c-Fos. A) Fotomicrografias que ilustram a marcagdo de células
imunorreativas a c-Fos no NLETd de camundongos machos e fémeas expostos ao EDSC e ao CP376395 nas doses
de 20 e 30 mg/kg, com aumento de 20 vezes (barra de escala = 100um). B) Machos expostos ao EDSC (n = 16)
apresentaram maior expressdo de c-Fos no NLETd em comparagdo aos machos submetidos a INA (n = 12),
independentemente do hemisfério e do tratamento. C) Nas fémeas, as EDSC salina (n = 4) tiveram menor c-Fos
que as INA salina (n = 4), efeito revertido pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (n = 4) e 30 mg/kg (n = 4). As
fémeas INA tratadas com a dose de 20 mg/kg (n = 4) e 30 mg/kg (n = 4) tiveram maior e menor c-Fos que as INA
salina, respectivamente. As barras representam a média + EPM. &p<0,05 comparando niveis de expressdo da c-
Fos de animais expostos ao EDSC ou a INA. #p<0,05 comparando niveis de expressdo da proteina c-Fos entre
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animais expostos ao EDSC e a INA e tratados com salina. *p<0,05 comparando a expressdo de c-Fos de animais
tratados com CP376395 nas doses de 20 ¢ 30 mg/kg quando comparados com salina. INA, Interagdo Nao agressiva;
EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

4.4.2.1.2 Expressao da proteina c-Fos no NLETv

Nos dados da expressao de c-Fos no NLETv dos machos, identificou-se distribui¢ao
normal (p = 0,50) assim como homoscedasticidade (p = 0,12). Nao se encontrou efeito do fator
hemisfério (F(1,44) = 0,203, p = 0,65, n?p = 0,004) nem da interacdo entre os fatores condicao,
tratamento e hemisfério (F,44) = 0,618, p = 0,54, n?p = 0,03).

A ANOVA indicou efeito do fator condi¢do, com tamanho de efeito médio (F144) =
7,790, p = 0,008, n*p = 0,15) e do fator tratamento, com tamanho de efeito médio (F244) =
4,292, p = 0,02, n*p = 0,16). O post hoc do fator condi¢cdo indicou que os machos expostos ao

EDSC apresentaram maiores niveis de c-Fos no NLETv que os machos submetidos a INA (p =
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0,003), independentemente do tratamento. Por outro lado, os machos tratados com o CP376395
na dose de 20 mg/kg tiveram maiores niveis de c-Fos que os machos tratados com salina (p =
0,01) e com o farmaco na dose de 30 mg/kg (p = 0,01), independentemente da condi¢do a qual
foram expostos (Figura 18B).

No caso das fémeas, houve distribui¢do normal (p = 0,14), porém ndo houve
homoscedasticidade (p = 0,04). Adicionalmente, ndo houve efeito do fator hemisfério (F 36 =
0,130, p = 0,72, n*p = 0,003) nem da interagdo entre os trés fatores (F,36) = 0,027, p = 0,97,
n*p = 0,001).

A ANOVA indicou efeito da intera¢do entre os fatores condi¢do ¢ tratamento, com
tamanho de efeito muito elevado (F,36) = 29,818, p = 0,001, n?*p = 0,62), do fator condicao,
com tamanho de efeito médio (F136) = 10,787, p = 0,002, n?p = 0,23) e do fator tratamento,
com tamanho de efeito muito elevado (Fp36) = 34,966, p = 0,001, n?p = 0,66). O post hoc
indicou que as fémeas expostas ao EDSC e tratadas com salina tiveram menor expressao de c-
Fos no NLETv em comparagdo com as fémeas submetidas a INA e tratadas com salina (p <
0,05), efeito revertido pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p < 0,05) e 30 mg/kg (p < 0,05).
As fémeas submetidas a INA e tratadas com a dose de 20 mg/kg tiveram maior expressdo de c-
Fos que as fémeas INA tratadas com salina (p < 0,05) e com a dose de 30 mg/kg do CP376395
(p =0,05) (Figura 18C).

Figura 18 - Quantificagdo da expressdo da proteina c-Fos no NLET, na subregido NLETv, por meio da
contagem do numero de células positivas para c-Fos. A) Fotomicrografias que ilustram a marcacdo de células
imunorreativas a c-Fos no NLETv de camundongos machos e fémeas expostos a0 EDSC e ao CP376395 nas doses
de 20 e 30 mg/kg, com aumento de 20 vezes (barra de escala = 100pum). B) No NLETv, os machos EDSC (n = 16)
tiveram maiores niveis de c-Fos que os INA (n = 12), independentemente do tratamento. Os machos tratados com
a dose de 20 mg/kg (n = 10) tiveram maior c-Fos que os tratados com salina, independentemente da condigdo. C)
Nas fémeas, as EDSC salina (n = 4) tiveram menor expressdo de c-Fos que as INA salina (n = 4). Efeito revertido
pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (n=4) e 30 mg/kg (n=4). As fémeas INA tratadas com a dose de 20 mg/kg
(n = 4) tiveram maior c-Fos que as fémeas INA salina. As barras representam a média £+ EPM. &p<0,05
comparando niveis de expressdo da c-Fos de animais expostos a0 EDSC ou a INA. $p<0,05 comparando animais
tratados com CP376395 nas doses de 20 mg/kg, 30 mg/kg ou salina. #p<0,05 comparando niveis de expressdo da
proteina c-Fos entre animais expostos ao EDSC e a INA e tratados com salina. *p<0,05 comparando a expressao
de c-Fos de animais tratados com CP376395 nas doses de 20 ¢ 30 mg/kg quando comparados com salina. INA,
Interagdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo indicou que a exposicao cronica ao EDSC induziu déficit no
comportamento social em camundongos machos avaliados no TIS; efeito observado na
diminui¢ao do tempo gasto na ZI, no aumento do tempo gasto na ZA e na diminui¢do da RI dos
machos expostos ao estresse, corroborando resultados de estudos prévios que avaliaram o efeito
do EDSC sobre camundongos machos (Santos-Costa et al., 2021; Da Costa et al., 2023; Chen
et al., 2024).

O efeito do estresse de produzir comportamento de evitagao social dos machos poderia
ocorrer por causa de fatores como o aumento na neuroinflamagao no sistema nervoso central e
reducdo das sinapses estabelecidas por microglias de camundongos suscetiveis ao EDSC

(Gonzélez Ibaiiez et al., 2023).

Por outro lado, tem-se estudado o papel da interagdo entre o nucleo accumbens € o cortex
pré-frontal ventromedial no comportamento social relacionado ao estabelecimento de
hierarquias sociais entre camundongos, modulando a aprendizagem destas hierarquias durante
secdes do teste de competi¢do social em tubo. Neste modelo, um camundongo enfrenta um
animal dominante, observando-se ativagdo dessas areas durante ensaios do TIS realizados apos
a exposi¢do dos animais ao EDSC, sendo que a ativagdo desse circuito neural estaria
relacionada ao aumento da interagdo com o alvo do TIS, principalmente em machos resilientes
ao EDSC (Fetcho et al., 2023). Assim, € possivel observar o papel fundamental do CPFm na
modula¢do do comportamento de interagdo social de camundongos machos, quando expostos

ao estresse psicossocial cronico.

No caso das fémeas, o estudo de Smith et al., (2023) relatou que a auséncia de efeito do
estresse na interagao social poderia ser explicada pela expressdo diferencial de RNAm do GR
nr3cl. Neste sentido, os autores sugerem que a maior expressao desse receptor no hipocampo
das fémeas, em comparagao com os machos, pode estar associada a resili€éncia a exposi¢ao ao
estresse cronico por causa de processos de regulagdo da resposta de estresse de maior
intensidade nas fémeas. Assim, os resultados observados nas fémeas do presente estudo podem
se dever a expressao de receptores de glicocorticoides no encéfalo, que facilitam a adaptacdo
da resposta de estresse das fémeas e a resiliéncia comportamental a estimulos psicossociais

estressores.
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Porém, também existem estudos que indicam que a exposicao ao estresse induz evitacao
social nas fémeas, produzindo perfil comportamental semelhante ao observado nos machos.
Tais pesquisas apresentam alternativas ao uso do EDSC como modelo de estresse psicossocial
em fémeas, como a utiliza¢ao de elementos de modelos como o estresse de instabilidade social
e o estresse por aglomeracao, formulando modelo de estresse psicossocial cronico em que uma
fémea experimental C57BL/6 ¢ inserida em uma caixa habitada por grupos de até¢ 9 fémeas da
linhagem CD-1 por 15 dias consecutivos (Furman; Tsoory; Chen, 2022); ou o modelo de
estresse social multiplo integrado, que envolve elementos de isolamento social, estresse por
aglomeracdo, estresse de testemunho de derrota social e estresse por competi¢do em tubo, para

induzir respostas de estresse em camundongos fémeas C57BL/6J (Zhai et al., 2024).

E importante ressaltar que as diferengas observadas na literatura quanto aos resultados
nos TIS das fémeas podem resultar de diferengas no tipo de modelo animal utilizado e nas
caracteristicas dos protocolos de estresse aplicados. Porém, o maior déficit na interagdo entre
os machos em comparagao com as fémeas do presente trabalho corrobora os achados de estudos
epidemioldgicos com seres humanos (Vesga-Lopez et al., 2008; Altemus; Sarvaiya; Epperson,

2014).

A posterior fenotipagem dos camundongos machos expostos ao EDSC, em animais
resilientes e suscetiveis de acordo com os escores da RI, mostrou que 50,9% dos expostos ao
EDSC apresentaram resiliéncia ao estresse; enquanto 49,1% apresentaram suscetibilidade ao
estresse. Nas fémeas, 92,9% apresentaram resiliéncia ao estresse, enquanto 7,1% apresentaram
suscetibilidade. Os resultados do presente estudo, nos machos, sdo semelhantes aos publicados
por Vassilev et al., (2021), que mostraram que camundongos machos adolescentes expostos a
derrota social tiveram 55,26% de resiliéncia e 44,74% de suscetibilidade ao estresse; enquanto
machos adultos apresentaram 34,48% de resiliéncia e 65,52% de suscetibilidade. No caso das
fémeas, Pantoja-Urban et al., (2024) indicaram que 85% das fémeas expostas a derrota social

foram resilientes ao estresse, enquanto 15% foram suscetiveis.

Com base nos estudos anteriores (Vassilev et al., 2021; Pantoja-Urban et al., 2024), foi
possivel identificar que o protocolo de EDSC utilizado neste estudo foi efetivo em produzir
fenotipos comportamentais de resiliéncia e suscetibilidade ao TIS analogos aos observados na
literatura. De modo que o EDSC produziu machos resilientes e suscetiveis ao estresse em partes
quase iguais; enquanto nas fémeas, a maioria das expostas ao EDSC se mostrou resiliente ao

estresse psicossocial cronico, ndo apresentando um prejuizo significativo no seu
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comportamento de interagdo social. Isso apoia a nogdo anteriormente apresentada, vinculada a
relacdo entre os nossos achados no TIS dos camundongos swiss-webster machos e a maior
prevaléncia de mudangas comportamentais relacionadas a interagao social de machos humanos
que padecem de ansiedade generalizada (Vesga-Lopez et al., 2008; Altemus; Sarvaiya;

Epperson, 2014).

A analise estatistica das medidas comportamentais do TIS, separando os machos
expostos ao EDSC em resilientes e suscetiveis, mostrou que os animais suscetiveis
apresentaram comportamento relacionado a evitacdo social, isto ¢, tempo menor na ZI e maior
ZA na presenca do alvo. Além disso, tiveram menor RI que os animais controle e resilientes.
Por outro lado, os animais resilientes ao estresse nao apresentaram tais alteragdes na interagao
social, apresentando comportamento semelhante ao controle, além de maior RI quando

comparados ao controle e aos suscetiveis.

A resiliéncia ao estresse pode ser sustentada pela j4 mencionada ativacao da via CPFm-
ntcleo accumbens em confrontos com figuras dominantes da hierarquia social (Fetcho et al.,
2023). Por outro lado, nossos resultados corroboram estudos prévios que apresentaram 47,1%
de camundongos C57BL/6 machos suscetiveis ao estresse; os autores sugeriram relagdo entre
o aumento da ativacdo da habénula lateral, em conjunto com a diminuicao da expressdo dos
receptores GABA-B nesta area encefalica, e a suscetibilidade de camundongos machos

expostos ao estresse (Li et al., 2021).

Outros autores t€ém descrito influéncia inversamente proporcional da expressdo de
receptores purinérgicos como connexina 43 e o P2X7 nos astrocitos presentes no CPFm apds
exposicao ao EDSC, de modo que quanto maior for a expressao desses canais, menor serd a
interacao social dos camundongos estressados, resultando no fenotipo suscetivel observado na
literatura e no presente estudo (Nishioka et al., 2024). Por tltimo, foi vinculada a suscetibilidade
ao estresse no TIS com redugdo da expressdo de receptores de glicocorticoides nos astrdocitos
do CPFm, resultando na diminui¢ao da liberagdo de ATP no cortex dos animais (Lu et al.,

2021).

Adicionalmente, tem sido observado aumento da expressdo de outros receptores
purinérgicos, como o P2X2, no CPFm de animais expostos ao EDSC. O funcionamento desses
receptores na inibicdo de interneurdnios GABAérgicos em resposta ao estresse ja foi
relacionado ao aumento da ativagcdo de proje¢des neurais que comunicam ao CPFm com a

habénula lateral, estrutura fundamental nas respostas comportamentais de tipo ansioso de
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modelos animais expostos a estimulos aversivos como o estresse cronico (Tian et al., 2024;
Tong et al., 2024). Nesse sentido, também foi observado que a redu¢@o ou eliminacdo desses

receptores promoveu maior resiliéncia ao estresse psicossocial (Kuang et al., 2022).

Dessa forma, os nossos resultados contribuem para a compreensao dos efeitos do EDSC
sobre a resposta do tipo ansioso dos animais, além de apoiar o corpo de trabalhos publicados

que descrevem as suas bases neurobioldgicas.

Essas pesquisas propdem que a resposta cronica de estresse leva a diminuicdo de
receptores de glicocorticoides no CPFm, fendmeno que ¢ acompanhado pela reducdo da
neurotransmissdo de ATP (Lu et al., 2021). Sugerimos que essa escassez de ATP, provocada
pelo EDSC, estimularia o processo de superregulagdo responsavel pelo aumento da quantidade
de receptores P2X2 no CPFm. Esse receptor, como outros da familia P2X, tem sido envolvido
com a modulacdo da expressdo de glutamato nesta area encefalica, comprovando a relagdo entre
a neurotransmissao purinérgica e a resposta do CPFm ao EDSC (Duan et al., 2003; Parpura;
Scemes; Spray, 2004). Esse mecanismo neurobioldgico, induzido pelo EDSC, seria finalmente
responsavel pela atenuacdo da inibicdo da via sindptica entre o CPFm e a habénula lateral, ja
observada por outros autores (Li et al., 2021; Tian et al., 2024; Tong et al., 2024). Ou seja, o
EDSC estimularia diversos processos neurais que levariam a hiperativa¢do da habénula lateral.
Assim, a habénula lateral, excitada pelo mecanismo descrito acima, seria a base da realizacao
dos comportamentos de evitacao social observados no TIS (Lu et al., 2021; Tian et al., 2024;

Tong et al., 2024).

No presente estudo, o EDSC de 10 dias diminuiu a atividade locomotora dos
camundongos machos no LCE, tanto dos tratados com salina quanto dos tratados com
CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg. A influéncia do EDSC na diminui¢ao da locomogao
dos animais j& tem sido descrita em estudos prévios (Ota; Suchecki; Meerlo, 2018). De modo
que ndo consideramos os nossos achados como inesperados, nem geram preocupagao sobre a
validade das medidas relacionadas ao comportamento do tipo ansioso do labirinto. Esta
diminui¢do na locomog¢ao dos animais pelo EDSC pode ser explicada por fatores como o
aumento da inflamag¢ao no sistema nervoso central e o aumento da expressao de citocinas pro-
inflamatorias, o aumento da liberagdo de glicocorticoides no encéfalo e a reducdo da ativagao
das vias dopaminérgicas entre a area tegmental ventral e a substancia negra (Pistovcakova et

al., 2005; He et al., 2021; Ajayi et al., 2022).
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A propria neurotransmissdo CRFérgica também tem sido envolvida com mudangas na
locomogdo de animais estressados. Na pesquisa focada no estudo da fungdo dos receptores
NPSR na substancia negra e no globo palido, a administracao intracerebral de neuropeptideo S
aumentou a locomogao no teste do campo aberto, efeito que foi revertido pela administragao
intraperitoneal da Antalarmina, antagonista do CRFR1, na dose de 30 mg/kg (Li et al., 2015).
Destaca-se, entdo, que os resultados do presente estudo corroboram pesquisas sobre o efeito do
EDSC na atividade locomotora de camundongos machos, que relatam influéncia de fatores
como a neurotransmissdo CRFérgica, dopaminérgica e a ativacdo de areas além das

compreendidas no eixo HPA, como a area tegmental ventral e a substancia negra.

Observamos que o EDSC diminuiu a porcentagem de entradas e a porcentagem de
tempo gasto nos bracos abertos no labirinto, indicando efeito do estresse de induzir perfil
comportamental de tipo ansioso nos camundongos machos, como estabelecido em estudos que
classificam esses comportamentos como relacionados a ansiedade (Lister et al., 1987; Rodgers;

Johnson, 1995).

Ja foi descrito o efeito de protocolos de EDSC com duragao semelhante ao do presente
estudo (entre 10 e até 30 dias) na reducao da exploragao dos bragos abertos no labirinto (Macedo
et al., 2018). O estudo sugere que a ativagdo agravada do eixo HPA seria responsavel pela
expressdo destes comportamentos, baseando-se no aumento dos niveis plasmaticos de

corticosterona durante o estresse (Macedo et al., 2018).

Além disso, outros estudos indicam o prejuizo do EDSC sobre comportamentos
relacionados a ansiedade, como a maior laténcia de retirada da area central, o aumento do tempo
gasto nos bragos fechados e a redugdo do tempo gasto nos bragos abertos do LCE. Observa-se
também um impacto no comportamento relacionado a processos de consolidagdo da memoria
e aprendizagem, evidenciado pela maior laténcia de contato com a plataforma do teste aquatico
do Morris (Jianhua et al., 2017). Com isso, 0s nossos resultados vdo ao encontro dos ja

publicados sobre o potencial ansiogénico do EDSC em camundongos machos.

Por outro lado, os resultados do presente estudo indicam que a administragdo sistémica
do CP376395 aumentou a exploracao dos bracos abertos tanto dos machos expostos ao EDSC
quanto dos expostos a INA. Corroboramos os achados do estudo prévio do nosso laboratério
que demonstrou que o CP376395, quando administrado no NLET, reverteu o efeito ansiogénico
induzido pelo estresse de derrota social. De acordo com os autores, o EDSC induz aumento na

neurotransmissao de 6xido nitrico no CPFm direito, que se comunica com o NLET, aumentando
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a ativacao dos receptores tipo 1 do CRF e diminuindo a exploragdo do labirinto, sendo que a
administracdo intracerebral do CP376395 neutralizou o efeito do estresse (Faria; Laverde;

Nunes-De-Souza, 2020).

Como mencionado anteriormente, foi observado aumento da exploracdo do LCE nos
animais ndo expostos ao EDSC, apds administragdo do CP376395. Estudos com resultados
semelhantes aos nossos indicaram aumento da exploragdao dos bragos abertos do LCE, por
machos nao submetidos ao EDSC, quando o CP376395 era administrado diretamente na
amidala (Cipriano; Gomes; Nunes-De-Souza, 2016); no CPFm (Miguel; Gomes; Nunes-De-
Souza, 2014), no cortex insular anterior (Lopes et al., 2024) e no hipocampo ventral (Bertagna
et al., 2021). Pelo contrario, o antagonismo seletivo dos receptores tipo 1 do CRF ndo modulou
o comportamento de tipo ansioso no LCE de camundongos machos ndo expostos ao EDSC,
quando realizado na matéria cinzenta periaquedutal dorsal (Miguel; Nunes-De-Souza, 2011)
nem no NLET (Faria et al., 2016). Isso permite evidenciar o papel fundamental dos receptores
tipo 1 do CRF na modulacdo do comportamento de tipo ansioso de animais machos frente a
exposicao a estimulos ansiogénicos como o LCE, sendo que esse efeito varia dependendo da
area encefalica estimulada pelos CRFR1. Sugere-se a acdo destes receptores, através da
estimulacdo da proteina Gs e consequente ativacdo da via adenilil ciclase-AMPc; para

fosforilacdo da CREB (Miguel; Gomes; Nunes-De-Souza, 2014).

Por ultimo, enquanto estudos focados na administragdo direta do CP376395 em areas
estratégicas do encéfalo obtiveram resultados diferenciais, os nossos conseguiram manter o
efeito do fArmaco de aumentar a exploracdo do LCE tanto de camundongos expostos ao EDSC
quanto os expostos & INA; de modo que possiveis alteragdes na biodisponibilidade do
CP376395 no sistema nervoso central, causadas pelo passo da via de administragdo
intracerebral dos estudos prévios para a via intraperitoneal do presente estudo, ndo alteraram os

efeitos conhecidos da administragdo do farmaco.

No caso dos resultados obtidos da exposi¢ao das fémeas ao LCE, o EDSC reduziu a
porcentagem de entradas nos bracos abertos das fémeas, efeito revertido pelo CP376395 na
dose de 30 mg/kg. Com relacdo a porcentagem de tempo nos bragos abertos, observou-se que
o farmaco, na dose de 30 mg/kg, aumentou o tempo de exploracdo unicamente das fémeas
previamente expostas ao EDSC e tratadas com salina. Assim, destaca-se que o modelo de EDSC
utilizado no presente estudo foi efetivo em induzir comportamentos de tipo ansioso nas fémeas.

Além disso, o efeito do tratamento foi diferente daquele visto nos machos, ao aumentar a
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exploragdo do labirinto unicamente nas fémeas previamente submetidas ao EDSC, em vez de

aumentar a exploracdo tanto dos animais EDSC quanto dos INA, como observado nos machos.

Como nos resultados do TIS, ndo ha consenso na literatura atual sobre o efeito do
estresse de derrota social sobre os comportamentos relacionados a ansiedade do LCE das
fémeas. Existem diversos estudos que obtiveram resultados semelhantes aos nossos, como o
estudo do Harris et al., (2018) que aplicou modelo de EDSC de 10 dias, em que as fémeas
C57BL/6J receberam aplicacdao de urina de camundongos CD-1 machos para induzir ataques
de residentes CD-1 machos durante as sessdes de derrota social. O estudo do Canto de Souza
et al., (2025), que aplicou modelo de derrota social em que se avaliou o comportamento de
animais que testemunharam a interagdo agressiva. Assim como o do Zhai et al., (2025), que
desenhou um protocolo de estresse que integrou elementos de protocolos de competicdo em
tubo, de testemunho da derrota social, de estresse por isolamento e de estresse por aglomeragao,
baseado em colocar o sujeito experimental em uma caixa de alojamento com superlotaciao de

camundongos da mesma linhagem.

Porém, também ha estudos que nao acharam efeito do EDSC nem do estresse de
testemunho sobre o comportamento no LCE de fémeas. Um dos estudos utilizou um modelo de
EDSC em que um camundongo C57BL/6J macho era inserido na caixa-moradia de um
residente CD-1 macho. Quando comecavam as interagdes agressivas, o intruso macho era
trocado por um intruso C57BL/6J fémea, para fazer com que o residente macho agredisse a
fémea (Pantoja-Urban et al., 2024). No outro estudo, ratos Sprague-Dawley fémeas adultas
foram submetidas a protocolo de estresse de testemunho da derrota social por 5 dias, em que os
animais assistiam a interagdo agressiva de animais machos; apresentando auséncia de efeito do

estresse sobre o comportamento das fémeas no LCE (Smiley et al., 2023).

Apesar dos resultados contraditorios nas pesquisas consultadas, nosso estudo parece
indicar efetividade de modelo de EDSC desenvolvido no nosso laboratério, baseado na
interacdo agressiva entre residentes e intrusos fémeas, em induzir comportamentos de tipo
ansioso; sendo um modelo promissor para futuras pesquisas focadas no estudo dos efeitos do
estresse psicossocial em fémeas e das diferencas sexuais das respostas comportamentais a este

tipo de estresse.

Outro resultado interessante do nosso estudo foi a administragdo da dose de 30 mg/kg
do CP376395, que reverteu o prejuizo na exploracdo observado em camundongos fémeas

expostas ao EDSC, sem efeito na exploragdo das fémeas expostas a INA. Até o momento da



67

elaboracdo do presente trabalho, os estudos que utilizaram o CP376395 se focaram
exclusivamente no seu potencial na modulagdo do consumo de alcool reforgado pelo estresse

(Newman et al., 2018; Potretzke; Robins; Ryabinin, 2020; Nipper et al., 2024).

Porém, um estudo avaliou o papel ansiogénico da administracdo direta de esteroides
anabolicos androgénicos no NLET dorsal, efeito revertido pela administragcdo intra-NLET
dorsal da Antalarmina. Os resultados do presente estudo corroboram com dados da literatura
(Oberlander; Henderson, 2012), pois demonstra que o CP376395 ¢ efetivo na atenuacao de
respostas comportamentais relacionadas a ansiedade no LCE, em camundongos fémeas
expostas a estimulos estressores cronicos. Além disso, sugere possivel papel da
neurotransmissdo CRFérgica no aumento da comunicacdo entre a amidala central e o NLET,
assim como no aumento da neurotransmissado GABA¢érgica nesta via neural apds exposi¢do ao
estressor. Isto indica papel da ativacdo do NLETd na resposta comportamental de tipo ansioso

das fémeas (Oberlander; Henderson, 2012).

Com base em evidéncias anteriores, ressaltamos o papel central do NLET da modulagao
do comportamento de tipo ansioso das fémeas, o qual parece ser semelhante ao observado
previamente nos machos, onde a administracdo intra-NLET do CP376395 reverteu o efeito
ansiogénico provocado pela administragdo intracerebral do doador de 6xido nitrico NOC-9,

sem alterar o comportamento de machos tratados com veiculo (Faria et al., 2016).

Sobre a andlise do tecido sanguineo, observou-se aparente modulacdo dos niveis
plasmaticos de corticosterona nos animais. Os machos, submetidos ao EDSC e a INA, tratados
com CP376395 na dose de 30 mg/kg, tiveram niveis de corticosterona maiores que os tratados
com salina. Nas fémeas, o EDSC diminuiu os niveis de corticosterona tanto das tratadas com
salina quanto das tratadas com CP376395. Estes resultados parecem contradizer diversos
estudos, que apresentaram aumento dos niveis de corticosterona apds exposi¢ao dos roedores
aos protocolos de estresse como a derrota social aguda e cronica, ao estresse de restricdo e ao
LCE (Rodgers et al., 1999; Keeney; Hogg; Marsden, 2001; Albrechet-Souza et al., 2007,
Bowers et al., 2008; Sterlemann et al., 2008).

Existem também pesquisas que atribuem a diminui¢do dos niveis plasmaticos de
corticosterona ao processo de recuperacdo dos niveis basais deste glicocorticoide. Quando
medidos apds a conclusdo dos protocolos de estresse, o qual corresponderia ao processo de
retroalimentagdo negativa da expressao de glicocorticoides, mediada pelos GR. Esses estudos

mostraram o padrdo ja mencionado de maior corticosterona, quando medida durante os
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protocolos de estresse e imediatamente apds sua conclusdo, como no caso do EDSC. Porém,
quando o plasma sanguineo era coletado em periodos de 90 minutos, 7 dias ou até 10 dias ap6s
a conclusao dos protocolos de estresse, os autores acharam niveis de corticosterona iguais entre
animais machos estressados e ndo estressados (Hartmann et al., 2012; Macedo et al., 2018;

Evertse et al., 2024; Nalepa et al., 2025).

Ja nas fémeas, os niveis plasmaticos de corticosterona sao levemente menores em
animais previamente estressados em comparagao ao grupo controle, assim como observado no
presente estudo (Nalepa et al., 2025). Dessa forma, sugere-se que o0 EDSC promove alteracao
no funcionamento do eixo HPA, haja vista a diminui¢cdo da corticosterona plasmatica nas
fémeas observadas dois dias apds o ultimo episodio de derrota. Propde-se que o EDSC
aumentou os niveis de corticosterona durante o protocolo experimental, chegando
posteriormente a fase de recuperacdo dos seus niveis basais, pela estimulagdo dos GR no
sistema nervoso central. O estudo de Sullivan e Gratton (1999), sugere que essa diminui¢ao nos
niveis de corticosterona seria uma consequéncia esperada do estresse cronico, pois 0 EDSC
levaria a deterioracao do controle do CPFm sobre o eixo HPA (Cerqueira; Almeida; Sousa,

2008).

Finalmente, a dose de 30 mg/kg do CP376395 aumentou os niveis plasmaticos de
corticosterona, em compara¢do com os machos tratados com salina. Estudos prévios
apresentam efeito da administragdo de antagonistas seletivos dos receptores tipo 1 de CRF na
reversao do aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona, quando produzido por
estressores como convulsdes induzidas por choques elétricos ou pela administracdo sistémica

de lipopolissacarideos (Mokhtarpour et al., 2016; Sun et al., 2023).

Assim, afirma-se influéncia de estimulos estressores no funcionamento do eixo HPA ¢
nos niveis de corticosterona, por meio do aumento na expressao do CRFR1 em estruturas como
o hipocampo; além do papel destes receptores na modulagdo do comportamento de modelos
animais, através de mecanismos como a regulagdo de proteinas como a nectina3 e a calbindina

no hipocampo (Mokhtarpour et al., 2016; Sun et al., 2023).

Enquanto os resultados do presente estudo também apresentam modulagdo do
antagonismo dos receptores tipo 1 de CRF sobre os niveis de corticosterona, o0 momento da
coleta do sangue dos sujeitos nao permite observar resultados mais aproximados aos observados
na literatura. Sugere-se em futuras pesquisas realizar a administracdo i.p. do CP376395, a

exposicdo ao LCE e a coleta do sangue no ultimo dia do EDSC; isso com o objetivo de avaliar
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as mudangas nos niveis de corticosterona, na relacdo entre comportamentos de tipo ansioso € o

antagonismo do CRFR1, antes do processo de recuperacao dos niveis basais do glicocorticoide.

Por tltimo, a quantificagdao da expressao geral da proteina c-Fos do CPFm e do NLET,
dos encéfalos de camundongos machos e fémeas, foi analisada apos coleta semelhante a ja
descrita para a coleta do sangue, sendo que os sujeitos foram anestesiados e submetidos a
perfusao transcardiaca e retirada de encéfalo, 90 minutos ap6s administragdo intraperitoneal de
salina ou CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg e exposi¢cdo ao LCE. Os resultados da analise
geral da expressdo de c-Fos destas regides do encéfalo apresentaram diferencas sexuais na
maneira como o estresse psicossocial cronico, assim como o antagonismo seletivo e sistémico

dos CRFR1, modulam a atividade encefélica dos camundongos.

No caso do CPFm, observou-se que a exposicao de 10 dias a derrota social elevou o
numero de células imunorreativas para c-Fos nos camundongos machos, efeito revertido pelas
doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg do CP376395. Adicionalmente, foi observado que as duas doses
do farmaco diminuiram a expressao de c-Fos dos machos expostos a INA, em comparagao aos
INA tratados com salina; efeito semelhante ao observado na porcentagem de entradas e tempo
gasto nos bragos abertos do LCE dos machos. Por outro lado, o EDSC também induziu aumento
da expressao geral de c-Fos no NLET, sem efeito do tratamento em nenhum dos grupos INA

ou EDSC dos machos.

O resultado observado nos machos, referente ao efeito do EDSC de aumentar a c-Fos
no CPFm e no NLET, sugere o papel destas estruturas como suporte neurobiologico do
comportamento do tipo ansioso observado no LCE. Assim, o j4 mencionado aumento da
expressao da c-Fos pode se relacionar a diminuicao da exploragdo dos bracos abertos do LCE.
Esse dado apoia o apresentado por pesquisas prévias, que sugerem que a porcentagem de
entradas e tempo nos bracos abertos do LCE constituiriam comportamento de tipo ansioso pela
sua relacdo com a ativacdo do eixo HPA, e apoia a pesquisa que coloca a ativacdo do CPFm
como moduladora da atividade do eixo HPA, em resposta a situagdes ansiogénicas (Lister et

al., 1987; Rodgers; Johnson, 1995; Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008; Macedo et al., 2018).

O resultado desta pesquisa também estd em concordancia com o que ja foi descrito em
estudos prévios, em que o estresse de derrota social estimula a expressao da c-Fos e da AFosf
no cérebro de roedores tanto em protocolos de derrota aguda quanto em protocolos de derrota
cronica (Martinez; Phillips; Herbert, 1998; Da Costa et al., 2023). Diante dessas evidéncias, o

presente trabalho confirma a capacidade do EDSC de modular o padrdo de ativagao do encéfalo
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dos machos, além de apresentar que a ativacdo previamente observada no CPFm e no NLET,
em protocolos de derrota social aguda, persiste no modelo cronico de 10 dias de derrota social
(Martinez; Phillips; Herbert, 1998; Martinez; Calvo-Torrent; Herbert, 2002; Numa et al., 2019;
Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020; Da Costa et al., 2023).

Como indicado anteriormente, o estresse de derrota social aumenta a expressao da c-
Fos a curto prazo no CPFm dos camundongos intrusos (Numa et al., 2019). Porém, foi
observado que a exposi¢ao cronica dos animais a este tipo de estresse psicossocial pode levar
ao desenvolvimento de fendmenos deletérios, como a diminui¢ao da densidade dendritica do
cortex pré-frontal medial um més apoés o EDSC de 10 dias, o qual foi posteriormente
relacionado ao aumento da densidade dendritica da amidala basolateral (Colyn et al., 2019); o
EDSC também foi relacionado com diminui¢ao da mielinizacdo do CPFm e com a indugao de

comportamento do tipo depressivo em camundongos (Lehmann et al., 2017).

Adicionalmente, foi observado potencial do EDSC de reduzir a ativagdo propria dos
neurdnios do CPF ventromedial, assim como de alterar a comunicacao bidirecional entre o
CPFm e a amidala, levando a hiperativacdo observada no cortex dos camundongos deste
trabalho (Kumar et al., 2014; Abe et al., 2019). E possivel afirmar que o EDSC pode induzir o
aumento da ativagdo de c-Fos no CPFm, processo que esta relacionado com alta variedade de
eventos neurofisiologicos e neuroanatomicos dentro do proprio cortex e na sua comunicacao
com outras estruturas encefalicas, levando a desregulacao da atividade do CPFm e seu papel na
coordenagdo da resposta de estresse dos animais, que estaria relacionado ao comportamento do

tipo ansioso observado no TIS e no LCE no presente estudo.

Enquanto o NLET, estudos prévios, assim como o presente trabalho, corroboram o
efeito do EDSC de aumentar a sua atividade, mensurada na forma da expressao da c-Fos, sendo
a neurotransmissdo CRFérgica das principais envolvidas nesta ativacdo (Arnold et al., 1992;
Herrera; Robertson, 1996; Martinez; Phillips; Herbert, 1998). A ativacdo do NLET, induzida
pela experiencia direta dos intrusos machos no EDSC, parece ser de maior intensidade que a
experiencia baseada na interacdo indireta do estresse de testemunho da derrota social; pois
estudo prévio do laboratério de farmacologia da UNESP Araraquara, que avaliou o padrio de
ativacdo das testemunhas da derrota social, ndo obteve efeito deste tipo de estresse psicossocial

na atividade neural do NLET (Forero-Castillo et al., 2025).

Por outro lado, sugere-se que a ativagdo do NLET est4 mais relacionada com a expressao

de comportamento defensivo em situacdes imediatas, como a exposi¢do ao LCE; ndo estando
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tdo vinculada ao processamento da influéncia de estressores prévios como o EDSC sobre o
comportamento futuro, sendo essa fun¢do de estruturas como o CPFm. Isto se observa no
aumento da expressao da c-Fos em todos os grupos de machos expostos a derrota social, além
do mostrado por estudo prévio que apresenta que a inibigdo do NLET, por meio do uso de um
agonista do acido Gamma-aminobutirico, atenua comportamento defensivo unicamente quando
administrado prévio ao teste comportamental e ndo prévio a derrota social (Markham, Norvelle;
Huhman, 2009). Assim, sugere-se que o NLET possa ser responsavel pela expressdao imediata
de comportamento de tipo ansioso, sendo sua atividade de maior relevancia em situagdes de

confronto direto com ameacas ¢ ndo pela observagdo de interagcdes agonisticas.

O presente estudo indica papel fundamental da neurotransmissdo CRF¢érgica na ativacao
do cérebro dos camundongos machos expostos ao EDSC. A administragdo intraperitoneal do
antagonista seletivo dos receptores tipo 1 do CRF, o CP376395, reverteu o efeito da derrota
social na expressdo de c-Fos. Ja foi descrito em estudos prévios que a administragdo
intracerebroventricular de CRF induz aumento da c-Fos, efeito revertido em estruturas do
sistema limbico como a amidala, PVN e NLET, apds administra¢do de antagonistas do CRF,
como o fator liberador de corticotrofina alfa-hélice e o D-Phe CRF ((12-41)) (Arnold et al.,
1992; Herrera; Robertson, 1996; Jasnow; Davis; Huhman, 2004).

Porém, o nosso estudo sugere maior envolvimento da neurotransmissao CRFérgica do
CPFm em comparacao ao NLET, pois s6 a primeira estrutura mostrou mudangas na expressao
da c-Fos induzidas pelo antagonista. Se assim, a ativacdo e a expressao de c-Fos no NLET
poderiam ser resultado da ag¢do de outros neurotransmissores, além do CRF. Esse pode ser o
caso na neurotransmissdo ocitocinérgica, pois o estudo Cui et al., (2025) achou padrdo de
ativacdo de c-Fos no NLET, exclusivamente de neurdnios ocitocinérgicos, semelhante ao
padrao observado nos machos do presente estudo. De maneira que a neurotransmissdao de
neuropeptideos além do CRF, como a ocitocina, poderia ser responsavel pelo padrao observado

nos resultados dos camundongos machos do presente estudo.

A atenuagdo da expressao de c-Fos observada nos machos expostos ao EDSC e tratados
com as duas doses do CP376395 também foi observada nos machos expostos a INA, sendo que
esse fenomeno foi observado no CPFm, mas nao no NLET, onde o tratamento ndo modulou a

expressao de c-Fos de nenhum grupo.

Os nossos resultados, baseados na administracdo intraperitoneal do farmaco,

reproduziram o padrdo comportamental no LCE achado nos estudos prévios do nosso
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laboratério. Assim, a administragdo sistémica do CP376395 modulou a expressao da c-Fos do
CPFm de machos nao expostos a derrota, de forma semelhante ao comportamento no LCE de
machos nao expostos a derrota e que receberam administragao intra-CPFm do farmaco (Miguel;
Gomes; Nunes-De-Souza, 2014). Do mesmo modo, o padrao de ativagao do NLET do presente
estudo, que apresenta a auséncia de efeito do farmaco no comportamento dos machos INA, ¢
semelhante ao estudo prévio que realizou a administracdo intra-NLET do CP376395 e que

também nao observou mudangas comportamentais nos machos nao expostos a derrota (Faria et

al., 2016).

Os resultados do presente trabalho oferecem uma base neurobiologica as diferencas
achadas nestes e entre outros estudos prévios, por meio do suporte a nogao do funcionamento
diferencial entre estruturas encefalicas responsaveis pela resposta de estresse dos animais, com
foco na prevaléncia do CPFm sobre os comportamentos expressados pelos sujeitos, pela
correspondéncia observada entre o comportamento no LCE e a expressao de c-Fos dos machos

expostos a INA e ao EDSC.

Quanto aos resultados da microscopia de imunofluorescéncia para analise de
imunorreatividade relacionada a c-Fos das fémeas expostas ao EDSC e ao tratamento sist€émico
com o CP376395, observou-se padrdo de ativacao diferente ao visto nos machos. No CPFm, a
exposi¢do de 10 dias a derrota social diminuiu a expressdo geral de c-Fos das fémeas tratadas
com salina em comparagao as fémeas INA salina, efeito revertido pelo tratamento sist€émico
com o CP376395 na dose de 30 mg/kg; além disso, as doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg do farmaco

diminuiram a expressao de c-Fos das fémeas INA em comparagdo as INA tratadas com salina.

No caso do padrdo de ativagdo do NLET, o EDSC também diminuiu a expressao de c-
Fos das fémeas tratadas com salina, efeito revertido pelas doses de 20 e 30 mg/kg do CP376395.
De forma inesperada, o CP376395 na dose de 20 mg/kg aumentou a expressdo de c-Fos das
fémeas INA quando comparadas as INA tratadas com salina; enquanto a dose de 30 mg/kg do
farmaco reduziu a expressdao da c-Fos nas fémeas INA, em comparacao as fémeas do grupo

INA salina.

Enquanto o nosso resultado das fémeas parece contradizer o estabelecido na literatura,
que indica efeito da derrota social de aumentar na expressdao da c-Fos em dareas cerebrais
envolvidas na expressdao de comportamento defensivo como o NLET (Davis; Marler, 2004),

outro estudo sugere papel da ativagdo de dareas ndo consideradas neste estudo, como o
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hipocampo, na expressdo de comportamento de tipo ansioso, sendo que o bloqueio dessa

atividade levou a atenuag¢ao do comportamento defensivo (Mcquade et al., 2006).

Um ultimo estudo apresentou que estimulos além do confronto social, como o desafio
imune da infeccdo com lipopolissacarideo, podem induzir efeitos nas estruturas cerebrais
responsaveis pela resposta de estresse e pela ativagdo do eixo HPA, levando ao aumento na
expressao da c-Fos no PVN de camundongos adultos (Girard-Joyal et al., 2015). Dessa forma,
estas pesquisas apresentam que a resposta esperada do CPFm e no NLET, ap6s exposicao ao
EDSC e ao LCE, deveria estar relacionada ao aumento na expressdo da proteina da c-Fos em

resposta a situagdo ansiogénica, como observado nos camundongos machos.

Porém, existem estudos que corroboram os nossos achados nas fémeas, estes estudos
apresentam que a exposicao ao estresse de derrota social cronico pode induzir atenuagdo ao
longo prazo do padrdo de ativagdo da c-Fos do CPFm e do NLET, assim como da matéria
cinzenta periaquedutal, hipocampo e do ntcleo accumbens (Okamura et al., 2022). Este
fendomeno sugere capacidade do EDSC de produzir mudancas nos mecanismos neurais de
adaptacdo ao estresse psicossocial; pois a diminui¢ao da atividade do cortex pré-frontal medial
ja& tem sido relacionada a redug¢do da sua propria densidade dendritica, assim como a
sobreexpressdo da atividade da amidala, estrutura fundamental envolvida na producdo do
comportamento do tipo ansioso, em roedores e humanos (Gee; Casey, 2015; Abe et al., 2019;

Colyn et al., 2019).

Do mesmo modo, o EDSC pode induzir a atenuagdo da expressao da c-Fos no NLET
das fémeas, padrao que ¢ observado em pesquisa que relaciona a atenuacao da c-Fos do NLET
com a diminui¢do da neurotransmissdo ocitocinérgica nesta estrutura (Cui et al., 2025). Esse
padrao se repete no estudo que indica diminui¢ao na expressao genética do NLET apds a derrota
social, apresentando potencial do estresse psicossocial de modular as caracteristicas fisiologicas
e estruturais do NLET a longo prazo (Luo et al., 2021). Em sintese, a intensidade do EDSC
parece influir na indu¢ao de um processo de desregulagdo do CPFm e do NLET, na forma da

redugdo da sua expressao de c-Fos.

Esta desregulagdo estaria relacionada a perda da capacidade de adaptacao das fémeas a
estimulos aversivos futuros, como o observado no comportamento de tipo ansioso no LCE.
Além disso, a desregulacdo vincula-se a outros efeitos negativos do estresse, como o deterioro
da integridade sinaptica do CPFm e do NLET, bem como o prejuizo na sua capacidade de serem

ativadas por situacdes ameacantes futuras. Alguns autores tém relacionado esses fenomenos
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com o desenvolvimento do fendtipo neurobioldgico relacionado a depressdo nos roedores

(Okamura et al., 2022).

Sugere-se que as diferencas no padrdo de ativacao neural do CPFm e do NLET
observadas nas fémeas, em compara¢do aos machos, estdo vinculadas a um processo de
desregulacao provocado pelo EDSC. Com essa explicacdo, a atenuagao nos niveis de expressao
da c-Fos observados nas fémeas pode ser vinculada ao comportamento de tipo ansioso
observado no LCE, por meio da hiperativagao da amidala em resposta a atenuacdo do CPFm
(Colyn et al., 2019). Por outro lado, apresenta-se o potencial farmacoldgico do tratamento
intraperitoneal com o CP376595, sendo que a dose de 30 mg/kg teve o maior impacto na
reversdao do comportamento do tipo ansioso no LCE e na reversdo das mudancas na expressao

da c-Fos do CPFm e do NLET, das fémeas expostas ao EDSC.

O efeito do farmaco, nos niveis de c-Fos dos animais INA, pode ser atribuido a
capacidade do farmaco de atenuar a ativagao induzida pelo valor aversivo do LCE. No entanto,
ainda ndo esté claro o motivo pelo qual a dose de 20 mg/kg do farmaco aumentou a expressao
de c-Fos do NLET das fémeas INA, enquanto a dose de 30 mg/kg levou as fémeas tratadas com
essa dose a expressdo de niveis de c-Fos semelhantes as expostas ao EDSC e tratadas com

salina.

Assim, estudos posteriores sao necessarios para avaliar os potenciais efeitos destas
doses em outras areas do encéfalo das fémeas, ou em outros testes comportamentais que

avaliem comportamento do tipo ansioso.

Da mesma maneira, o resultado obtido da mensuracdo dos niveis plasmaticos de
corticosterona das fémeas pode ser relacionado ao processo de desregulagdo do CPFm e do
NLET, por causa do estresse cronico. Devido a semelhanca entre a diminui¢do nos niveis do

glicocorticoide e do padrao de expressao da c-Fos no cérebro das fémeas.

A analise das subregides do CPFm e NLET de machos e fémeas, oferece outro resultado
de interesse. As trés subregides do CPFm dos machos apresentaram padrao de ativagao similar
ao observado na analise expressao geral da area. O EDSC aumentou a c-Fos e o CP376395
diminuiu a sua expressao tanto nos animais EDSC quanto nos INA, sendo que o efeito do
farmaco foi observado no Cgl unicamente nos machos tratados com a dose de 20 mg/kg.

Porém, houve diferengas entre as atividades do PrL esquerdo e direito. O hemisfério direito dos
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machos EDSC apresentou maior expressdo de c-Fos que o hemisfério esquerdo dos mesmos

animais e maior que ambos os hemisférios dos machos INA.

Os nossos resultados sdo compativeis com os achados de Santos Costa et al., (2021), os
quais descreveram indugdo de evitagdo social e comportamento do tipo ansioso pelo EDSC de
10 dias. Além disso, a quantificacdo da AFosB e da dupla marcagdo da AFosB + CaMKII
indicou aumento bilateral na atividade do Cgl e do IL. No PrL, houve aumento destes
marcadores unicamente no hemisfério direito dos machos EDSC. Os autores determinaram
papel diferencial entre os hemisférios do CPFm. Assim, o hemisfério direito seria responsavel
pelo perfil ansioso induzido nos animais enquanto o esquerdo estaria envolvido na inibigdo
desta resposta, com o PrL agindo como via de comunica¢do entre os hemisférios. Este processo
seria mediado pela modulagdo da neurotransmissdo glutamatérgica no PrL direito, como

observado pelo aumento da marcacdo do CaMKII (Mcklveen; Myers; Herman, 2015).

Essa nocao ¢ suportada pelo trabalho de Cerqueira, Almeida e Sousa (2008), onde se
propoe que o CPFm coordena a ativagao comportamental e enddcrina do eixo HPA, em resposta
a estimulos estressores agudos e cronicos; o papel excitatorio do CPFm seria desenvolvido pelo
seu hemisfério direito, sendo o esquerdo responsavel pela sua inibi¢ao (Sullivan; Gratton, 2002;
Sullivan, 2004). Os nossos resultados também apoiam esta ideia, pois a administragao sistémica
de um antagonista seletivo dos CRFR1 no cérebro dos animais levou a diminui¢@o da expressao
de c-Fos e do comportamento do tipo ansioso. De modo que a neurotransmissdo CRFérgica
estaria diretamente envolvida na modulagao da atividade do CPFm, e o seu bloqueio sistémico
apresentaria resultados semelhantes aos obtidos pela inibi¢do farmacoldgica, assim como pela
lesao bilateral do CPFm e unilateral do seu hemisfério direito (Sullivan; Gratton, 1999;

Sullivan, 2004; Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008; Santos Costa et al., 2021).

Por outro lado, o estudo de Cerqueira, Almeida e Sousa (2008) também postula
diferencas entre o funcionamento do Cgl e do IL. O primeiro estaria envolvido na atenuagao
da resposta de estresse enquanto o ultimo seria responsavel pela sua ativagao, estimulando a
atividade do eixo HPA. Os nossos resultados corroboram essa declaracao, a expressao de c-Fos
do IL foi maior em comparagdo com o Cgl (ver Figura 20, Apéndice B,). Isso confirma o papel
principal do cortex pré-frontal ventromedial (IL) na ativagdo da resposta ao estresse cronico
nos machos. Sugerimos que se possa observar inversao desse padrao de ativacao a longo prazo.

O Cgl apresentaria maior expressao de c-Fos que o IL, pois o Cortex pré-frontal dorsomedial
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(Cgl) passaria a inibir a reagdo inicial do ventromedial ao LCE (Cerqueira; Almeida; Sousa,

2008).

Sobre o efeito do estresse cronico nas subregides do CPFm, o estudo de Garrett e
Wellman (2009), apresenta que o estresse de restri¢cao cronico levou a diminui¢do da densidade
dendritica de neuronios piramidais no Cgl de ratos Sprague-Dawley machos, com efeito oposto
nas fémeas. Adicionalmente, estudo feito com participantes humanos mostrou que homens com
menor ativagdo do CPFm dorsal e maior ativagdo do CPFm ventral tiveram melhor resposta a
estimulos estressores, sendo que foi encontrado o padrdo inverso nas mulheres (Goldfarb; Seo;
Sinha, 2019). Esses achados apoiam os nossos resultados nas subregides do CPFm, que
apresentaram aumento na expressdo da c-Fos pelo EDSC e diminuicdo dessa ativagcdo apos
tratamento nos machos, enquanto houve reducdo da c-Fos em resposta ao EDSC e aumento
pelo tratamento nas fémeas. Com base na existéncia de diferencas morfologicas e funcionais na

resposta do CPFm de machos e fémeas ao estresse cronico.

O EDSC parece desencadear outros efeitos nas subregides do CPFm dos machos. O Cgl
apresenta perfil de maior susceptibilidade ao estresse cronico, pois foi observada redugdo na
qualidade da sua comunicagdo com o hipocampo, além de diminui¢do da neurotransmissao
dopaminérgica, pudendo produzir efeitos deletérios em processos de memoria dos machos (Lee
et al., 2011). A expressdo de c-Fos do PrL e do IL ao estresse ¢ modulada pela dopamina e
noradrenalina, pois a interrup¢do da neurotransmissao destas catecolaminas diminui a c-Fos de
roedores expostos ao estresse, sendo que a interrupgdo da segunda leva também a redugdo da
expressao de c-Fos no NLETvV (Spencer; Day, 2004). A revisdo revela a existéncia de diferencas
na fung¢do e nas areas que se comunicam com cada subregido do CPFm. Com isso, a expressao
de c-Fos nesta area cerebral dependeria da neurotransmissao de outras substancias, além da

CRFérgica, na resposta de estresse cronico.

Por ultimo, um estudo prévio aplicou um protocolo experimental de estresse cronico, de
maior duragdo e intensidade que o do presente trabalho: aplicando estresse de nado for¢gado em
agua fria e quente, por exposi¢do a sala fria, estresse por agitagdo, por hipoxia e exposi¢ao ao
campo aberto; por periodo de 14 dias. Esse protocolo levou a hipoativacdo do IL por meio da
inibicdo de GR e da ativagdo de neurdnios GABAérgicos nesta area, levando a um perfil de
ativacao oposto ao nosso (Mcklveen et al., 2016). Dessa maneira, quando exposto ao protocolo
de estresse de maior intensidade do que o empregado nesta pesquisa, o IL dos roedores machos

apresentou perfil de hipoativagdo semelhante ao observado nas fémeas, mostrando o potencial
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do estresse cronico de desregular o CPFm e aportando evidéncia da maior susceptibilidade ao

EDSC das fémeas deste trabalho.

No NLET dos machos, observou-se que o EDSC aumentou a expressdo da c-Fos no
NLETd e no NLETv, sendo que a dose de 20 mg/kg do CP376395 modulou a sua expressao
unicamente no NLETv, aumentando os niveis de c-Fos em machos INA e EDSC. O padrao de
ativacdo idéntico no NLET dorsal e ventral, em resposta ao EDSC, corrobora o proposto em
estudos anteriores, que atribuem a estas areas o papel de zona de integragdo dos sinais
inibitoérios do CPFm e do hipocampo. O NLETd e o NLETv, agrupados como NLET anterior,
integrariam estes sinais para controlar a atividade do eixo HPA por meio da inibi¢do do PVN,
sendo que no estresse cronico a desregulacdo deste sistema levaria a hiperativacao deste nucleo

do hipotalamo (Radley, 2012).

O estudo de King et al., (2017), descreveu um possivel mecanismo neurobioldgico pelo
qual a atividade do NLETd leva a expressao de comportamento do tipo ansioso em machos.
Segundo os autores, a exposicao ao estresse cronico variado induz a producdo do polipeptideo
ativador do adenilato ciclase hipofisario (PACAP, do inglés Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide) no NLETd de ratos Sprague-Dawley machos. O PACAP contribuiria
para a modulagdo da atividade do eixo HPA, pois os autores demonstraram que a administragao
intra-NLETd do PACAP induziu aumento na producdo de corticosterona nos animais que

passaram pelo estresse cronico variado (Hammack et al., 2009; King et al., 2017).

Outro estudo sobre a relagdo entre o CPFm e o NLETvV apresentou que lesdes bilaterais
no primeiro levaram a reducdo da expressao da c-Fos no segundo, apds exposi¢ao ao estresse
de restricao ou por exposi¢do a éter (Figueiredo et al., 2003). Isso ressalta o papel da regido
ventral do NLET na resposta neural a estimulos estressores diversos. Também vale a pena
destacar a estreita sincronizacdo entre o padrdo de ativacdo das duas areas avaliadas neste
trabalho, que apresentam relag@o diretamente proporcional na sua expressao de c-Fos; assim,
quando o EDSC aumenta a c-Fos do CPFm, hd aumento também da c-Fos no NLET dos machos

e quando o EDSC diminui a c-Fos no CPFm das fémeas, observa-se redu¢do no seu NLET.

Enquanto o efeito do tratamento farmacologico, a dose de 20 mg/kg aumentou a
expressao de c-Fos dos machos EDSC e INA no NLETv. Tem sido reportado que o NLET ¢ a
area cerebral com maior producao de CRF, além do hipotdlamo (Van De Poll; Cras; Ellender,
2023). Essa forte expressdo CRFérgica forma conexdes entre o NLET e outras regides do

encéfalo, como a amidala central, os nlicleos de rafe, a matéria cinzenta periaquedutal e outras;
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estando também vinculada com vias de neurotransmissdo de serotonina, do neuropeptideo Y e
da neurotensina (Kash; Winder, 2006; Marcinkiewcz et al., 2016; Van De Poll; Cras; Ellender,
2023).

Adicionalmente, tanto o NLETd quanto o NLETv apresentam neurotransmissao
principalmente GABA¢érgica, com menor nimero de células glutamatérgicas, principalmente
localizadas no NLETv (Poulin et al., 2009; Daniel; Guo; Rainnie, 2017; Van De Poll; Cras;
Ellender, 2023). Com isso, sugerimos que o aumento na c-Fos no NLETv apos o bloqueio dos
CRFRI1 pode ser resultado da alteracdo das vias sindpticas que atravessam esta regido, podendo
ser responsaveis pelo aumento da expressao de c-Fos no NLETv. Porém, sdo necessarias novas
pesquisas que avaliem o funcionamento desses neuropeptideos apds o antagonismo dos

CRFRI.

Por outro lado, o antagonismo nos neurénios GABAérgicos poderia diminuir o seu
efeito inibitério dentro desta area, estimulando maior atividade dos neurdnios glutamatérgicos
no NLETYv, sendo registrado como o aumento na c-Fos observado nos nossos resultados. Com
essa afirmacdo, do estudo de Kim et al., (2013) e de Daniel ¢ Rainnie (2016), propde-se a
existéncia de um circuito ansiolitico dentro do NLET, envolvendo areas dentro do NLETd;
assim como um circuito ansiogénico, protagonizado pelo nucleo oval do NLETd, sendo que a
ativacdo de um diminui a atividade do outro (Daniel; Rainnie, 2016). Finalmente, sugerimos
que o antagonismo dos CRFRI1 inibe a acdo das areas ansiogénicas dentro do NLET,
potenciando a expressdo de c-Fos de possiveis nucleos com fungdo ansiolitica dentro do

NLETv.

No caso das fémeas, houve padrio de ativacdo semelhante entre as subregioes do CPFm.
O EDSC diminuiu os niveis da c-Fos, efeito revertido pela dose de 30 mg/kg do farmaco. As
duas doses do CP376395 diminuiram a c-Fos nas fémeas INA. Contudo, no PrL houve maior
imunorreatividade relacionada a c-Fos no hemisfério esquerdo do que no direito,
independentemente da condi¢do ou tratamento aplicados. Mantendo a nossa conclusdo sobre o
efeito do EDSC de desregular o funcionamento do CPFm, o estudo de Bollinger, Bergeon Burns
e Wellman (2016) sugere que o estresse de restricdo conico e agudo diminui a ativacido de

microglias no PrL de ratos Sprague-Dawley fémeas.

Outro estudo aplicou modelo de estresse variado cronico, observando diminui¢ao da
densidade de espinhas dendriticas de neurdnios piramidais no PrL, assim como comportamento

relacionado a perda de memoria de trabalho no labirinto em T em ambos os sexos (Anderson
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et al., 2020). E possivel observar o efeito do estresse cronico variado e do EDSC de alterar
elementos estruturais e funcionais do CPFm, levando a perda da sua capacidade de regular o
eixo HPA em resposta ao estresse, como observado no nosso trabalho. Ressaltamos a maior
atividade do PrL esquerdo como prova disto, pois apresenta o padrao contrario ao esperado em
animais expostos ao EDSC (Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008; Santos Costa et al., 2021). O
estudo de Shepard, Page e Coutellier (2016) oferece um possivel mecanismo responsavel pelo
observado nos nossos achados. Revelaram que o estresse cronico aumentava a expressao de
neurdnios GABAérgicos de parvalbumina, que inibem a neurotransmissao GABAérgica do PrLL

e do IL, levando a diminuigdo da atividade destas areas, como observado no nosso estudo.

E interessante também observar que, ainda neste contexto, a administragao sistémica do
CP376395 reverteu esse efeito do estresse, mantendo padrdo semelhante ao observado nas
fémeas nao expostas ao EDSC, como ja foi reportado nos machos desta pesquisa e em estudos

prévios do nosso grupo (Faria; Laverde; Nunes-De-Souza, 2020).

Nas duas subregides do NLET, o EDSC reduziu a expressdo de c-Fos das fémeas
tratadas com salina. Nosso resultado das fémeas ¢ semelhante ao descrito em ratos machos por
Figueiredo et al., (2003), pois a diminui¢do do padrio de ativagdo de c-Fos ap6s o EDSC,
observada no CPFm, veio acompanhada pela diminui¢ao na atividade das subregides do NLET.
Além de ter auséncia de diferengas entre a relagao estreita entre o CPFm e o NLET no contexto
da resposta de estresse cronico, esses resultados apoiam o argumento da desregulacdo no
funcionamento do cérebro das fémeas apos o EDSC: o efeito do EDSC na atividade do c-Fos

do NLET seria comparavel ao efeito da lesdo bilateral do CPFm (Figueiredo et al., 2003).

Isso reafirma a noc¢do da maior suscetibilidade das fémeas ao EDSC, que teriam maior
dificuldade de se adaptar ao EDSC, mostrando perfil psicobiologico do tipo ansioso e
possivelmente depressivo (Okamura et al., 2022). Contudo, sdo necessarios novos estudos que
investiguem os efeitos deste modelo de EDSC em testes para a avaliagdo do comportamento

do tipo depressivo.

Sobre o tratamento farmacolégico, a dose de 20 mg/kg do farmaco reverteu o efeito do
estresse no NLETd e no NLETv, aumentando também a c-Fos das fémeas INA. De forma
interessante, a dose de 30 mg/kg reduziu a c-Fos das fémeas INA unicamente no NLETd.
Contrario ao apresentado nos machos, sugerimos que o farmaco consegue reverter o efeito do
estresse ao evitar a estimulacdo CRFérgica excessiva das vias inibitorias CPFm e no NLET

(Poulin et al., 2009; Mcklveen et al., 2016; Daniel; Guo; Rainnie, 2017; Van De Poll; Cras;
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Ellender, 2023). Porém, o motivo pelo qual a dose de 30 mg/kg sobre as fémeas INA ainda nao
fica esclarecido, sendo necessarios novos estudos que avaliem os efeitos desta e outras doses

do CP376395 no funcionamento do cérebro das fémeas.
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CONCLUSOES

Em suma, observam-se diferengas sexuais no comportamento, nos niveis de
corticosterona e no padrdo de ativagao de c-Fos no CPFm ¢ NLET dos animais. O EDSC
induziu maior prejuizo na interagdo social nos machos, que apresentaram maiores indices de
evitacdo social em comparagdo as fémeas. Porém, o EDSC produziu comportamento do tipo
ansioso tanto em machos como em fémeas no LCE. Nos machos, as doses de 20 e 30 mg/kg do
CP376395 aumentaram a exploracao, de sujeitos EDSC e INA, nos bragos abertos do LCE. No
caso das fémeas, observou-se efeito unicamente da dose de 30 mg/kg de reverter o
comportamento de tipo ansioso das EDSC. Os resultados obtidos reproduzem dados prévios do
grupo e reafirmam o papel fundamental do CRFR1 na modulacio da resposta comportamental

frente ao estresse cronico.

Enquanto nas fémeas houve diminui¢do dos niveis de corticosterona, sem efeito do
tratamento, nos machos, a dose de 30 mg/kg do CP376395 aumentou a corticosterona quando
comparada aos tratados com salina. Isso permite apreciar diferencas no papel do EDSC e do
funcionamento dos CRFR1 na regulagdo do eixo HPA, porém, o momento de coleta do tecido

sanguineo dificultou a analise destas mudangas.

Sobre a analise da expressdo da c-Fos dos machos, 0 EDSC incrementou a sua expressao
no CPFm. As duas doses do CP376395 diminuiram a atividade da c-Fos dos machos EDSC e
INA. No NLET, apreciou-se unicamente aumento da expressao de c-Fos dos animais EDSC,
sem efeito do tratamento. Conclui-se que existem diferencas no funcionamento das areas
cerebrais estudadas em sujeitos expostos ao estresse psicossocial e ao antagonismo do CRFR1.
Ressalta-se o papel do CPFm, como regulador da resposta neurofisioldgica e comportamental
de estresse dos animais, sendo resultados que corroboram os achados prévios do nosso grupo

de pesquisa.

Nas fémeas, o efeito do EDSC foi o oposto ao dos machos, diminuindo os niveis de c-
Fos no CPFM e no NLET. Unicamente a dose maior do fArmaco (30 mg/kg) reverteu esse efeito
em ambas as estruturas. Estes resultados indicam estado de desregulag@o neural em resposta a
intensidade do EDSC, levando ao perfil comportamental observado no LCE e a diminuigao dos
niveis de corticosterona. Propde-se entdo que essa maior susceptibilidade ao EDSC pode estar
relacionada com processos de perda de mielinizacdo e densidade dendritica, assim como

aparicdo de perfil depressivo nos animais. O nosso estudo oferece possiveis explicagdes a maior
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susceptibilidade a ansiedade observada no sexo feminino no contexto clinico, sendo necessario

que pesquisas futuras avaliem a influéncia da derrota social a longo prazo.

Enquanto a expressao de c-Fos nas subregioes do CPFm e do NLET de machos e fémeas
foi semelhante ao visto na analise da expressao geral, destacamos o papel do PrL direito no
controle lateral da atividade do CPFm dos machos e do PrL esquerdo nas fémeas. E importante
ressaltar o papel de estruturas como o PrL, IL na estreita relacao entre o padrdo de ativagao c-
Fos entre o CPFm e o NLET; e do NLETv, no controle CRFérgico do eixo HPA, sendo a
estrutura do NLET que respondeu tanto ao EDSC quanto ao tratamento farmacologico em
machos e fémeas. O presente trabalho permitiu avaliar a intera¢do entre areas-chave nos
processos adaptativos dos animais, na resposta psicobioldgica a exposicdo ao estresse
psicossocial cronico e ao antagonismo sistémico do CRF1R, assim como as diferencas sexuais

neste processo.

A principal limitagdo no presente estudo apresenta-se na mensuragao dos niveis de
corticosterona, pois nao foi possivel observar a sua resposta inicial a exposi¢ao ao tratamento
farmacoldgico ou ao LCE, nem se a exposi¢do prévia ao EDSC modulava a expressao do
hormdnio. S3o necessarias pesquisas futuras, que aprofundem a nossa compreensdo dos
mecanismos neuroendocrinos responsaveis pela resposta de estresse cronico e da modulacao

farmacoldgica do CRF em machos e fémeas.
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PERSPECTIVAS

Com base nos resultados e limita¢des obtidos na mensuragao dos niveis plasmaticos de
corticosterona dos animais submetidos ao EDSC e testados no LCE, sugere-se realizar coletas
de sangue em outros momentos do protocolo, com o objetivo de apreciar melhor as mudangas

nos niveis de corticosterona em resposta ao EDSC, ao LCE e ao tratamento farmacologico.

Os resultados da microscopia de imunofluorescéncia das fémeas abrem a porta para
futuras analises sobre os efeitos a longo prazo do EDSC, por meio de anéalises que avaliem a
integridade neural de areas como o CPFm e o NLET, mas também de areas como a amidala,
PVN e matéria cinzenta periaquedutal. Isso com o objetivo de aprofundar nossa compreensao
sobre o processo de desregulacdo induzida pelo estresse observado no presente estudo.
Adicionalmente, sugere-se que futuras pesquisas avaliem como a neurotransmissdo de

neuromoduladores, além do CRF, influem nos processos reguladores do NLET.

Por ultimo, seria de interesse avaliar o desempenho de fémeas expostas a0 EDSC em
testes comportamentais que avaliem comportamento relacionado a depressao, para observar
como o EDSC influi em outros modelos experimentais de psicopatologias de alta relevancia na

atualidade.
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APENDICES

APENDICE A — ANALISE DAS MEDIDAS COMPLEMENTARES DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Como mencionado na metodologia, foi realizado analise das medidas complementares
no LCE. Para isso, foram selecionadas gravagdes audiovisuais de um subconjunto da amostra
total utilizada no estudo. A distribui¢do de camundongos machos e fémeas utilizados para esta
analise ¢ apresentada no Quadro 4.

Quadro 4 — Distribuigdo de grupos experimentais de machos e fémeas, para analise das medidas
complementares do LCE.

Machos n =47 Fémeas n = 35

Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n= 10 Grupo 1: INA Salina (NaCl 0,9%) n=6

Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kgn =7 Grupo 2: INA CP376395 dose 20 mg/kgn =15
Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kgn =6 Grupo 3: INA CP376395 dose 30 mg/kgn==6
Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n =11 Grupo 4: EDSC Salina (NaCl 0,9%) n="7
Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kgn=7 | Grupo 5: EDSC CP376395 dose 20 mg/kgn =6
Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kgn=6 | Grupo 6: EDSC CP376395 dose 30 mg/kgn =06

Fonte: Elaboragao propria, 2025

As medidas analisadas foram definidas com base no estudo de Rodgers e Johnson
(1995). As medidas consideradas foram o tempo gasto em segundos nos bracos fechados do
LCE (TBF), a porcentagem de mergulhos nas areas protegidas do LCE [(nimero de mergulhos
protegidos / mergulhos totais) x 100] (%MP), a porcentagem de esticadas protegidas [(nimero
de esticadas protegidas / esticadas totais) x 100] (%EP) e mergulhos totais no labirinto (MT).
Esses comportamentos, a exce¢do do MT, foram considerados para a analise ao serem
pertencentes ao fator de ansiedade definido no estudo de Rodgers e Johnson (1995). Assim,
procurou-se avaliar se as medidas complementares mencionadas acima robustecem 0s nossos
achados principais no LCE. O MT, ao pertencer ao fator de exploragdao do LCE, foi considerado
pelo seu potencial em auxiliar a analise do comportamento exploratorio dos animais no labirinto
(Cruz; Frei; Graeff, 1994; Rodgers; Johnson, 1995).

A defini¢ao operacional das medidas complementares do LCE ¢ apresentada na Tabela
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Tabela 2 - Tabela que apresenta as medidas complementares que foram registradas no LCE no presente
estudo. Tempo nos Bragos Fechados (TBF), porcentagem de Mergulhos Protegidos (%MP), porcentagem de
Esticadas Protegidas (%EP) e o nimero de Mergulhos Totais (MT). Defini¢des baseadas em analises fatoriais
prévios (Cruz; Frei; Graeff, 1994; Rodgers; Johnson, 1995).

Medidas complementares do Labirinto em Cruz Elevado

Comportamento Definicio Operacional

Tempo nos Bragos Quantidade de tempo, em segundos, que o sujeito passa dentro de qualquer dos
bragos fechados do labirinto. O comportamento comega quando as quatro patas

Fech EBF . , :
echados ( ) do animal cruzam da area central para os bragos fechados e conclui quando as
quatro patas do sujeito cruzam de volta para o centro.
Porcentagem de Comportamento que inicia quando o animal leva sua cabeca e ombros sobre os
Mergulhos Protegidos lados do labirinto, estando o corpo do animal localizado dentro de algum dos

bragos fechados ou na area central do aparelho. O comportamento termina
(%MP) quando a cabega do sujeito volta para a posicao inicial. A %MP ¢ calculada como
[(mimero de mergulhos protegidos\ mergulhos totais) x 100].

Porcentagem de Uma esticada protegida é registrada quando, estando dentro de uma das areas

protegidas do labirinto, o animal se estica ou alonga para a sua frente sem

apresentar deslocamento nessa dire¢do. O comportamento conclui quando o

(%EP) animal volta para a sua posi¢cdo inicial. Este comportamento consiste no
esticamento do animal sem deslocamento nenhum. A %EP ¢é calculada como
[(mamero de esticadas protegidas\ esticadas totais) x 100].

Esticadas Protegidas

Mergulhos totais (MT) Comportamento que inicia quando o animal leva sua cabeca e ombros sobre os
lados do labirinto, sem importar se o animal esta localizado nas areas protegidas
ou desprotegidas do LCE. O comportamento termina quando a cabega do sujeito
volta para a posi¢do inicial. O comportamento ¢ registrado como a contagem do
numero total de MT realizadas durante o teste.

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

Foram realizadas as mesmas analises estadisticas do estudo principal. A analise do TBF
dos machos apresentou distribui¢do normal (p = 0,77) e homoscedasticidade (p = 0,21). A
ANOVA indicou efeito unicamente do fator condi¢do, com tamanho de efeito médio (F(1,41) =
10,619, p = 0,002, n?p = 0,20). O post hoc de Duncan revelou que os machos submetidos ao
EDSC tiveram maior TBF que os machos da INA (p =0,001) (Figura 19A). Nas fémeas, houve
distribuicdo ndo normal (p = 0,02). A ANOVA indicou efeito da intera¢do entre os fatores
condicdo e tratamento, com tamanho de efeito elevado (F,29) = 5,627, p = 0,009, n*p = 0,28).
O post hoc indicou que as fémeas EDSC salina passaram menor TBF que as fémeas salina (p =
0,01), efeito revertido pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (p =0,01) e 30 mg/kg (p = 0,002)
(Figura 19B).

Na %MP dos machos houve distribuicdo ndo normal (p = 0,04). A ANOVA indicou
efeito do fator tratamento, com tamanho de efeito elevado (F2,41)=9,729, p < 0,05, n*p = 0,32).
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O post hoc mostrou que os machos tratados com o farmaco na dose de 20 mg/kg (p = 0,001) e
30 mg/kg (p = 0,001) tiveram menor %MP em comparaciao os machos salina, independente da
condigdo (Figura 19 C). Nas fémeas, houve distribuigdo normal (p = 0,36) e
homoscedasticidade (p = 0,96). A ANOVA indicou auséncia nos fatores de condi¢do e
tratamento e na interacdo entre os fatores (Figura 19D).

Na %EP, os machos tiveram distribui¢do normal (p = 0,22) e homoscedasticidade (p =
0,52). A ANOVA indicou efeito do fator condi¢do, com tamanho de efeito médio (F41) =
6,021, p = 0,02, n’p = 0,13). O post hoc indicou que os machos EDSC tiveram maior %EP que
os INA (p = 0,006), independentemente do tratamento (Figura 19E). Nas fémeas, houve
distribuicdo normal (p = 0,43) e homoscedasticidade (p = 0,46). Porém, a ANOVA indicou
auséncia de efeito dos fatores (Figura 19F).

Finalmente, no MT, os machos apresentaram distribuicdo normal (p = 0,33) ¢
homoscedasticidade (p = 0,42). A ANOVA indicou efeito do fator condi¢do, com tamanho de
efeito médio (F(1,41) = 5,200, p = 0,03, n’p = 0,11). O post hoc indicou que os machos EDSC
tiveram menor MT que os INA (p =0,02) (Figura 19G). Nas fémeas, houve distribuicdo normal
(p = 0,63) e homoscedasticidade (p = 0,45). Nao houve efeito significativos nos fatores da
ANOVA (Figura 19H).

Figura 19 — Anélise das medidas complementares do LCE. A) Os machos EDSC (n = 24) tiveram maior
TBF que os INA (n =23), independente do tratamento. B) As fémeas EDSC salina (n = 7) tiveram maior TBF que
as INA salina (n = 6), efeito revertido pelo CP376395 nas doses de 20 mg/kg (n = 5) e 30 mg/kg (n = 6). C) Os
machos tratados com o farmaco na dose de 20 mg/kg (n = 14) e 30 mg/kg (n = 12) tiveram menor %MP que os
machos salina (n = 21), independente da condi¢do. D) Auséncia de efeito na %MP das fémeas. E) Os machos
EDSC (n = 24) tiveram maior %EP que os INA (n =23). F) Auséncia de efeito na %EP das fémeas. G) Os machos
EDSC (n = 24) tiveram menor MT que os INA (N = 23). H) Auséncia de efeito da condi¢ao e do tratamento no
MT das fémeas. As barras representam a média £ EPM. &p<0,05 comparando comportamento de animais expostos
ao EDSC ou a INA. $p<0,05 comparando animais tratados com CP376395 nas doses de 20 mg/kg, 30 mg/kg ou
salina. #p<0,05 comparando animais expostos ao EDSC tratados com salina e os expostos a INA tratados com
salina. *p<0,05 comparando animais EDSC tratados com CP376395 nas doses de 20 e 30 mg/kg e tratados com
salina. INA, Interacdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social Cronico.
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Nos machos, 0 EDSC aumentou o TBF e a %EP, além de diminuir o MT. As duas doses
do farmaco diminuiram a %MP dos machos EDSC e INA. Nas fémeas, o EDSC aumentou o
TBF, efeito revertido pelo farmaco, sendo a unica medida complementar com efeito do estresse
cronico e do antagonismo dos CRFRI1. Os nossos achados indicam perfil comportamental do
tipo ansioso nos animais expostos ao EDSC, pois corroboram o apresentado por Cruz, Frei e
Graeff (1994) e por Rodgers e Johnson (1995).

Segundo as analises dos autores, animais que diminuem sua exploracao dos bracos
abertos do LCE aumentam o tempo que passam nos bracos fechados e no centro do labirinto.
Além disso, o aumento da %EP indicaria maior receio dos animais de ingressar nas areas
desprotegidas do LCE e a diminuicdo do MT indicaria efeito do EDSC de reduzir o
comportamento exploratorio dos animais. Com isso, as medidas complementares no LCE sao
um recurso Util para robustecer as observagdes sobre o papel ansiogénico do EDSC em
camundongos machos e fémeas (Cruz; Frei; Graeff, 1994; Rodgers; Johnson, 1995; Calpe-
Lopez et al., 2023).

Por outro lado, as medidas complementares apoiam a ideia de que o EDSC e o
CP376395 alteram a neurotransmissdo CRFérgica no encéfalo e na resposta comportamental
de machos e fémeas. Os nossos achados no %EP ¢ %MP dos machos corroboram estudo prévio
do grupo, que administrou CRF e CP376595 por via direta na amidala de camundongos machos.
Os autores apresentam que o CRF induz aumento da %EP, enquanto o fArmaco induz a redugao
das duas medidas (Cipriano; Gomes; Nunes-De-Souza, 2016). Isso permite observar que as
medidas complementares do LCE sdo sensiveis aos efeitos do tratamento farmacologico, além
de fortalecer a nogdo da existéncia de diferencas sexuais no comportamento de animais

expostos ao EDSC.
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APENDICE B - COMPARACAO ENTRE A EXPRESSAO DA C-FOS
ENTRE AS SUBREGIOES DO CPFM E DO NLET DE CAMUNDONGOS
MACHOS E FEMEAS.

Como parte da analise no padrdo de ativagao da proteina c-Fos das subregioes do CPFm
e do NLET de machos e fémeas, foi realizada comparagao estatistica entre estas subregides,
sem levar em consideragdo os tratamentos administrados. Assim, foi feito comparacao entre a
expressao de c-Fos entre o Cgl, PrL e IL e entre o NLETd e NLETv, de machos e fémeas
expostos ao EDSC ou INA.

Além da avaliacdo da distribuicdo ¢ homoscedasticidade dos dados, foi realizada
ANOVA de duas vias (fator 1: Area Cgl, PrL ou IL e NLETd ou NLETYv; fator 2: condicao
INA ou EDSC).

Na andlise das subregidoes do CPFm, os machos apresentaram distribuicdo ndo normal
(p <0,05). A ANOVA indicou efeito do fator area, com tamanho de efeito elevado (F(2,156) =
53,617, p <0,05, n?p = 0,41) e do fator condigdo, tamanho de efeito médio (F,156) = 12,224, p
=0,001, n?*p =0,07). O post hoc do fator area indicou que o Cgl dos machos apresentou menor
expressao de c-Fos que o PrL (p < 0,05) e o IL (p < 0,05), independentemente da condi¢dao. O
post hoc do fator condi¢dao indicou que o CPFm dos machos EDSC teve maior c-Fos que os

INA (p <0,05), independente da area avaliada (Figura 20A).

No caso das fémeas, também ndo houve distribuicdo normal (p = 0,01). A ANOVA
indicou efeito do fator area, tamanho de efeito elevado (F(2,133) = 62,177, p < 0,05, n?p = 0,47)
e do fator condicdo, tamanho de efeito médio (F1,138) = 13,675, p < 0,05, n?p = 0,09). O post
hoc da area apresentou que o PrL teve maior expressao que o Cgl (p <0,05) e o IL (p =0,001).
O post hoc da condigdo revelou que as fémeas EDSC tiveram menor expressao de c-Fos que as

INA (p <0,05) (Figura 20B).

Na andlise das subregides do NLET, os machos apresentaram distribui¢do normal (p =
0,14) e homoscedasticidade (p = 0,06). A ANOVA indicou efeito unicamente do fator condi¢ao,
tamanho de efeito médio (F1,108) = 14,947, p < 0,05, n?p = 0,12). O post hoc revelou maior
expressao de c-Fos nos machos EDSC em comparagdo aos INA (p < 0,05) (Figura 20C). As
fémeas apresentaram distribuicdo nao normal (p = 0,02). A ANOVA indicou efeito no fator
area, tamanho de efeito médio (F(1,92)=4,750, p= 0,03, n?p = 0,05) e no fator condi¢do, tamanho

de efeito médio (F(1,92)= 5,983, p = 0,02, n?>p = 0,06). O post hoc da area indicou que o NLETv
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das fémeas teve maior c-Fos que o NLETd (p = 0,03). O post hoc do fator condigdo indicou

que as fémeas EDSC tiveram menor c-Fos que as INA (p = 0,02) (Figura 20D).

Figura 20 — Quantificagio da proteina c-Fos nas subregides do CPFm e do NLET, de camundongos
machos e fémeas submetidos ao EDSC ou a INA. A) No CPFm, o Cgl (n = 54) dos machos teve menor expressao
de c-Fos que o PrL (n = 54) e o IL (n = 54). Os machos EDSC (n = 90) apresentaram maior expressao de c-Fos no
CPFM que os INA (n = 72). B) As fémeas também apresentam PrL (n = 48) e IL (n = 48) com maior marcacao
que o Cgl (n =48). Porém, as trés subregides t€ém menor expressio de c-Fos nas fémeas EDSC (n = 72) do que
nas INA (n=72). C) No NLET, os machos EDSC (n = 64) tiveram maior marcacao de c-Fos que os INA (n =48),
sem diferengas entre 0 NLETd e o NLETv. D) Nas fémeas, o NLETvV (n = 48) teve maior marcagdo de c-Fos do
que o NLETd (n = 48). As fémeas EDSC (n = 48) apresentaram menor expressdo de c-Fos que as INA (n = 48).
As barras representam a média + EPM. &p<0,05 comparando a expressdo de c-Fos de animais expostos ao EDSC
ou a INA. <p<0,05 comparando a marcac¢ao de c-Fos entre as subregides do CPFm e do NLET. Cgl, Cortex
cingulado 1. PrL, Coértex Pré-limbico. IL, Cortex Infralimbico. NLETd, Nucleo Leito da Estria Terminal dorsal.
NLETYv, Nucleo Leito da Estria Terminal ventral. INA, Interacdo Nao agressiva; EDSC, Estresse de Derrota Social
Cronico.
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.

Os nossos achados evidenciam existéncia de diferengas na expressao de c-Fos entre as
subregides do CPFm e do NLET. No CPFm, o PrL e o IL apresentam maior marca¢do que o

Cgl tanto em machos quanto em fémeas. No caso do NLET, o NLETv teve maior marcagado
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unicamente nas fémeas. Os nossos dados corroboram o apresentado por estudos anteriores, que
propuseram diferengas entre o funcionamento das subregides do CPFm, sendo as areas
ventromediais as mais ativas na resposta de estresse cronico (Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008).
Isso se relaciona com o apresentado por outros autores, que defendem que o NLETv ¢ a
subregido do NLET mais envolvida na resposta de estresse, ao ter vias de comunicagao intensas
com o CPFm ventromedial (Figueiredo et al., 2003). O nosso estudo fornece a oportunidade de
observar as diferencas sexuais no funcionamento destas areas encefalicas em resposta ao

estresse psicossocial cronico.
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER DE APROVACAO DO ESTUDO PELA COMISSAO ETICA DE
USO DE ANIMAIS DA UNESP ARARAQUARA.

5 CEUA

Comissdio de Etica no Uso de Animais

Facudads g Cidncias Fanmactutcas - UNESP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Investigacdo das diferencas sexuals na
neurotransmissdo CRFérgica do Coértex Pré-frontal medial e do BNST sobre a
ansiedade e os niveis de corticosterona em camundongos expostos ao estresse de
derrota soclal”, registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr 6923361128, sob a
responsablfidade do pesquisador Daniel Enrique Gonzalez Escobar, que envoive a
producdo, manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa clentifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e fol aprovada “ad referendum” pelo Coordenador da
COMISSAQO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara da UNESP no dia 18 de setembro de 2024.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | Margo de 2026
Espéciellinhagem/raca Camundongo heterogénico Suigo- Webster

N° de animais 336

Pesol/ldade 30/40g/ 60 dias e 40-50g/ 84 dias

Sexo 168 machos e 168 fémeas

Origem Centro de Pesquisa e Produgao de Animais (CPPA).
Registro CIAEP 02.00082.2019

Araraquara, 18 de setembro de 2024.
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Prof. Dr. Paulo Ricardo da Silva Sanches
Coordenador da CEUA



Declaracio de Isencio de responsabilidade

As opinides, hipoteses e conclusdes ou
recomendacdes expressas neste material sdo de
responsabilidade  do(s) autor(es) e ndo

necessariamente refletem a visdo da FAPESP.



