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RESUMO

O estresse pode ser desencadeado pela exposicdo a eventos sociais aversivos,
podendo resultar em respostas comportamentais como ansiedade, depressao e
prejuizos mnemonicos. Neste sentido, 0 modelo animal de estresse de testemunho
de derrota social (ETDS) em camundongos é uma ferramenta que permite a
investigagdo das respostas comportamental e neurofuncional desencadeadas a
partir do testemunho dos encontros agonisticos entre dois coespecificos. Além disso,
a idade das testemunhas pode exercer uma influéncia significativa nos efeitos do
estresse de origem psicossocial. Assim, este estudo buscou investigar como a idade
afeta as respostas relacionadas a ansiedade em camundongos adolescentes e
adultos de 56 e 91 dias pés-natal (DPN), respectivamente, submetidos ao protocolo
de ETDS. Apo0s o protocolo de ETDS, as testemunhas foram avaliadas nos testes de
campo aberto (CA), reconhecimento de objetos (RO) e esguicho de sacarose (TES).
Posteriormente aos testes comportamentais, a atividade neuronal do hipocampo
dorsal foi investigada através da quantificacdo da expressdo da proteina AfosB
(imunofluorescéncia). Os resultados demonstraram que o ETDS néo alterou a
atividade locomotora avaliada no CA e nem os comportamentos do tipo depressivo
avaliados no TES. No entanto, o ETDS causou prejuizo na memoria de curto prazo
dos animais avaliados no RO, independentemente da idade, e redugdo na
expressao da proteina AfosB em ambas idades.

Palavras-chave: estresse psicossocial; testes comportamentais; hipocampo;

memoria de curto prazo.



ABSTRACT

Stress can be triggered by exposure to aversive social events, leading to behavioral
responses such as anxiety, depression, and mnemonic impairments. In this context,
the animal model of social defeat stress in mice is a tool that allows the investigation
of behavioral and neurofunctional responses triggered by witnessing agonistic
encounters between two conspecifics. Furthermore, the age of the witnesses may
exert a significant influence on the effects of psychosocial stress. Thus, this study
aimed to investigate how age affects anxiety-related responses in adolescent and
adult mice at 56 and 91 days postnatal (DPN), respectively, subjected to the social
defeat stress witness protocol (SDSW). After the SDSW protocol, the withesses were
evaluated in the open field (OF), object recognition (OR), and sucrose splash (SS)
tests. Subsequently, the neuronal activity of the dorsal hippocampus was
investigated by quantifying the expression of the AfosB protein
(immunofluorescence). The results demonstrated that SDSW did not alter locomotor
activity assessed in the OF or depressive-like behaviors evaluated in the SS.
However, SDSW impaired the short-term memory of the animals evaluated in the
OR, regardless of age, and reduced the expression of the AfosB protein at both
ages.

Keywords: psychosocial stress; behavioral tests; hippocampus; short-term memory.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente um terco da populacdo podera ser acometida por
transtornos de ansiedade ao longo da vida (BANDELOW; MICHAELIS, 2015), e
recentemente, diante da pandemia da sindrome respiratoria aguda grave causada
pelo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), 80% dos brasileiros entrevistados reportaram
sintomas moderados a graves de ansiedade e 68% de depressdo (GOULARTE et
al., 2021). E em 2020, o Ligue 180 revelou um aumento de 36% em casos de
violéncia contra a mulher. A violéncia doméstica faz suas vitimas: quem é agredido,
e podem trazer consequéncias para aqueles que testemunham e convivem com ela.

A ansiedade pode ser descrita como um estado emocional subjetivo de
preocupacdo ou nervosismo que pode ser percebido como desagradavel ou
ameacador. Essa sensacdo de ameaca pode surgir de estimulos que despertam
reacoes inatas ou aprendidas. Contudo, € importante reconhecer que a ansiedade
também desempenha um papel crucial no repertério afetivo humano, pois um certo
grau de ansiedade é necessario para garantir um desempenho adequado em tarefas
tanto motoras quanto cognitivas (GRAEFF et al., 2003; NUTT; STEIN, 2006).

A ansiedade patologica diferencia-se da ansiedade fisiolégica pelas
respostas emocionais exageradas e disfuncionais associadas a uma sensacao de
perda do controle (ROSEN; SCHULKIN, 1998). A depressao, por outro lado, € uma
condicao médica comum, crbénica e recorrente, a qual é frequentemente associada a
incapacitacdo funcional e comprometimento da saude fisica. Individuos com
depressdo experimentam restricbes em suas atividades e bem-estar, o que resulta
em um maior uso dos servi¢os de saude (FLECK et al., 2003).

O estresse é um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
neuropsiquiatricas, uma vez que € definido como uma resposta fisiolégica normal a
eventos estressores que podem se tornar mal adaptadas (MCEWEN, 2012). Para
além da situacao imposta atualmente, é ampla a literatura cientifica demonstrando
as consequéncias emocionais derivadas do estresse (DONNER; LOWRY, 2013;
PAGE; COUTELLIER, 2019), sobretudo provenientes de fontes de natureza social
(CHAOULOFF, 2013; CZEH et al., 2016; HOLLIS; KABBAJ, 2014). Além disso, a
idade do individuo, somada a natureza do evento estressor, pode ditar a capacidade
do individuo de se adaptar bem ou mal em resposta ao estresse (GEE; CASEY,
2015). Por exemplo, em camundongos, a exposicado ao estresse cronico pode

desencadear o comportamento do tipo depressivo (apatia), como a diminuicdo do
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autocuidado avaliado no teste de esguicho de sacarose (TES) (ISINGRINI et al.
2010; MARROCCO et al., 2014).

Estudos que investigam a neurobiologia das respostas defensivas indicam
que o hipocampo € sensivel aos efeitos do estresse, como o0 estresse de derrota
social (EDS) (ISHIKAWA et al., 2019; ZHANG, T. R. et al., 2019; TSE et al., 2014), e
desempenha um papel direto na modulacdo das respostas defensivas
(WINGENFELD; WOLF, 2014). O hipocampo relaciona-se intimamente com 0 eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), especialmente sendo o responsavel pelo
feedback negativo desse eixo (KIM; DIAMOND, 2002), além de estar envolvido no
processamento da memodria, que pode ser prejudicada pelo estresse (EAGLE;
FITZPATRICK; PERRINE, 2013; LI et al., 2012; NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA,
2013). Nesse sentido, o teste comportamental de reconhecimento de objetos (RO)
pode ser empregado para avaliar a memoria de curto prazo (ENNACEUR,;
DELACOUR, 1988; LEGER, et al. 2013).

Amidala @ Hisocanio

: RGs/RMs
-+
Hipotalamo
RGs _

;-[-.EEI:E -.- r.-._._.j.---.-.
Ko ™ Cortisol !
+ circulantei
Pituitaria P S

RGs -
S ,
iACTH;

ICortex adrenal

Figura 1. Diagrama esquematico de eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), descrevendo a
regulacdo e o feedback negativo (-) do cortisol por via dos receptores de glicocorticéides (RGs). Imagem de
(JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004).

A utilizacao de ferramentas para caracterizar o envolvimento do hipocampo e
outras areas do encéfalo nas respostas comportamentais tém sido Uteis para o
entendimento da neurobiologia das emoc¢fes, como a quantificacdo da expressao
das proteinas da familia Fos (BAILEY; SILVER, 2014; NESTLER, 2015; NESTLER,;
BARROT; SELF, 2001). O fator de transcricao AFosB é frequentemente utilizado em
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situacbes de estresse crbnico devido a sua estabilidade molecular e a sua
acumulacédo frente a estimulos sustentados (NESTLER, 2008; NESTLER; KELZ;
CHEN, 1999).

O modelo animal de estresse de derrota social (EDS) auxilia no entendimento
da neurobiologia da resposta ao estresse social (FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-
SOUZA, 2020; VICTORIANO et al., 2020). Somados a isso, exposicdes repetidas de
EDS podem causar efeitos no comportamento do tipo depressivo (caracterizada pela
anedonia) e no comportamento do tipo ansioso e mnemonicos (CZEH et al., 2007;
DESLAURIERS et al., 2018; RYGULA et al., 2006; TIAN; XU; GUI, 2018; TSE et al.,
2014; FRESCA-DA-COSTA et al., 2023). Diante destas evidéncias, nossa hipotese é
de que as alteragbes comportamentais e neurofuncionais detectadas nos animais
submetidos ao EDS também seriam observadas nos animais que testemunham os
confrontos agonisticos. Para este fim, utilizamos uma variacdo do modelo intruso-
residente (GOLDEN, 2011; PRYCE; FUCHS, 2017) e do modelo de estresse
psicossocial por testemunho (INIGUEZ et al., 2018), o que possibilitou a exposicio
simultanea de dois individuos ao estresse psicossocial de testemunho da derrota
social (ETDS). Neste sentido, 0 uso dos testes comportamentais, como o teste de
esguicho de sacarose (TES), o reconhecimento de objetos (RO) e o teste de campo
aberto (CA), que se baseia nas tendéncias naturais dos roedores em explorar
ambientes novos, enquanto evitam espacos abertos, € aplicado para a avaliagdo de
comportamentos do tipo ansioso e atividade locomotora (KINSEY et al., 2006),

auxiliam na investigacéo dos efeitos do ETDS em roedores.

2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo investigar o perfil comportamental e o padréo
de ativacdo do hipocampo dorsal de camundongos adolescentes e adultos
submetidos ao estresse de testemunha de derrota social.
2.1 Objetivos especificos
- Investigar a ansiedade e atividade locomotora através do teste do campo aberto
(CA);
- Investigar a memoria de curto-prazo através do teste de reconhecimento de objetos
(RO);
- Investigar a depressao atraves do teste do esguicho de sacarose (TES);
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- Investigar a atividade neurofuncional do hipocampo dorsal através da quantificacao

do padrado de expressao da proteina AFosB pela técnica de imunofluorescéncia.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados 128 animais da linhagem Swiss Webster, heterogénicos,
com 25-30g de peso e idades, definidas em dias p6s natal (DPN), de 56 DPN
(adolescentes) e 91 DPN (adultos), que foram obtidos do Centro de Pesquisa e
Producdo de Animais — CPPA da Universidade Estadual Paulista — UNESP
Botucatu. Foram mantidos no biotério sob condi¢des controladas de temperatura (23
+ 2°C), ciclo claro/escuro de duracdo de 12h e com &gua e racao ad libitum. Do
numero total de animais, 68 foram grupo “testemunha” e 60 do grupo “controle”. Os
testes foram realizados na fase claro do ciclo claro/escuro.

Todos os procedimentos comportamentais que foram realizados no presente
estudo tiveram aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) local
(CEUA/FCF/CAr. 23/2021).

3.2. Estresse de Testemunha de Derrota Social

Para o protocolo de estresse foi utilizado uma variacdo de dois modelos, o do
modelo intruso-residente (GOLDEN, 2011; PRYCE; FUCHS, 2017) e do modelo de
estresse psicossocial por testemunho (INIGUEZ et al., 2018). Tal variacio
possibilitou a exposicdo de dois machos ao estimulo estressor simultaneamente.
Esses dois machos, com idades diferente de 56 e 91 DPN, denominados
testemunhas, foram colocados na caixa-moradia (45 x 23 x 21cm) de um
coespecifico agressivo e dominante nao familiar, denominado residente. As
testemunhas ficam separadas entre si e do residente por uma diviséria de acrilico
transparente perfurada apenas na parte frente, permitindo a interacao olfativa, visual
e auditiva sentido a regido do encontro agonistico entre o residente e um animal
denominado intruso (coespecifico e ndo familiar das testemunhas). O encontro entre
esses sujeitos, que resulta na agressao do intruso pelo residente, € chamado de
derrota social, sendo essa determinada pela exibicdo da postura de submisséo ao
camundongo residente pelo camundongo intruso por pelo menos 3 segundos ao

longo de 5 minutos de interacao agonistica.
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Os episodios de testemunha de derrota social ocorreram durante 10 dias e
tiveram duracao de 15 minutos em cada dia. Cada episadio foi dividido em 3 etapas
de 5 minutos cada, alternado entre estresse psicolégico e fisico para o camundongo
intruso como representado na figura 1. Na primeira etapa o intruso foi colocado em
uma gaiola protetora (10 x 6 x 15cm) e na presenca do animal residente. Na
segunda etapa, o intruso é retirado da gaiola protetora e colocado na presenca do
residente, acontecendo a derrota social. Na terceira etapa, o intruso é retornado
para a gaiola protetora. As testemunhas permanecem todo o episodio protegidas
pela diviséria de acrilico. Ao final, o intruso e as testemunhas s&o retornados para
suas respectivas caixas-moradia.

O controle do protocolo de ETDS consistiu das mesmas etapas descritas,
porém as testemunhas n&o testemunharam uma derrota social e sim uma interagédo
nao agressiva de dois camundongos coespecificos e familiares. Neste sentido, o
intruso e o residente fazem parte da mesma caixa-moradia. As testemunhas da
interacdo nao agressiva (TINA) eram nao familiares e estavam protegidas pela
diviséria de acrilico por todo o episodio, conforme a figura 2.

T ’—~TA I l—‘ TA T ’—~ TA
| p— LTJ [ — | '—»TJ [ — LTJ
lﬁ TJl JR l le - £ T)

Figura 2. Esquema representativo do estresse psicolégico (A e C) intercalado com o estresse fisico (B) no
protocolo de ETDS. R: Camundongo residente. |I: Camundongo intruso. TJ: Testemunha jovem. TA:

Testemunha adulta. Imagem criada com BioRender.
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Figura 3. Esquema representativo do grupo controle durante o testemunho de uma interacdo nédo-agressiva
(TINA). F: Camundongo familiar. TJ: Testemunha jovem. TA: Testemunha adulta. Imagem criada com
BioRender.

3.3. Teste do Campo Aberto (CA)

O teste CA se baseia nas tendéncias naturais dos roedores em explorar
ambientes novos enquanto evitam espacos abertos (KINSEY et al., 2006). No CA, os
camundongos que passaram pelo ETDS foram testados numa arena aberta de base
quadrada (42 x 42 x 30 cm), feita de material acrilico opaco, com 16 divisbes
marcada em seu assoalho (10 x 10 cm) (Figura 3), onde foram avaliados a
frequéncia de cruzamentos (numero de vezes que o animal cruza as divisdoes
marcadas no chdo do aparato) e o tempo de permanéncia na parte central do campo
aberto. No inicio do teste, o camundongo foi colocado na regido central da arena e
permaneceu nela por 5 minutos. O teste foi filmado por uma camera acima do
aparato para registro e posterior analise do comportamento por meio do programa X-

plo-rat.
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Figura 4. Esquema representativo do teste de campo aberto (CA). Imagem criada com BioRender.

3.4. Teste de Reconhecimento de Objeto (RO)

O RO é uma tarefa de uma Unica tentativa e ndo envolve a aprendizagem de
qualquer regra, baseando-se inteiramente no comportamento espontaneo
exploratorio de roedores em relagcdo a objetos (ENNACEUR; DELACOUR, 1988;
LEGER, et al. 2013). O teste de RO consiste em trés fases: habituacgdo, treino (T1)
ou familiarizacédo, e teste (T2). Vinte quatro horas antes do treino, os animais foram
colocados numa arena com base quadrada (42 x 42 x 30 cm) (figura 4) para
habituacdo por 10 minutos. No dia do Tl os camundongos foram colocados
individualmente no centro da arena (mesma utilizada na habituacdo) na presenca de
dois objetos similares (familiares), onde permaneceram por 5 minutos para a
exploracdo dos objetos. Duas horas ap0s o treino, os camundongos retornaram para
a mesma arena, no entanto, um dos objetos familiares foi substituido por um novo
objeto, e la permaneceram por 5 minutos para a exploracao dos objetos.

Os objetos familiares utilizados no teste tinham tamanhos e formatos
similares, e ndo ultrapassavam 8 cm de altura e 4 cm de diametro, em coeréncia ao
tamanho geral dos camundongos. O peso era suficiente para que néo fosse movido
pelos animais durante o teste. Nesse estudo foram utilizados saleiros em formato de
abacaxi e de pepino e preenchidos com pedras. O objeto novo seguiu 0S mesmos
padrées dos objetos familiares, porém com formato diferente. Todos 0s objetos e a

arena foram limpos com alcool 20% entre 0s sujeitos.
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O teste foi filmado por uma camera acima do aparato para registro e posterior
analise do comportamento por meio do programa X-plo-rat. O tempo de exploracéo
dos objetos familiar (tF) e novo (tN) foi registrado durante o T2 e o indice de
discriminagcdo foi calculado de acordo com a formula: (tF-tN)/(tF+tF). Para mais

detalhes ver Canto de Souza e colaboradores (2017).

A 10 min B Smin C 5min

-

OF

~ o e

Figu

24 horas 2 horas
v
OF ON
Habituacdo Treino (T1) Teste (T2)

ra 5. Esquema representativo do teste de reconhecimento de objetos (RO). OF: Objeto familiar. ON: Objeto novo.

3.5. Teste de Esguicho de Sacarose (TES)

O teste consiste em esguichar, com o auxilio de um borrifador, uma solucéo a
10% de sacarose no dorso do camundongo que foi colocado em uma caixa de vidro
(30 x 21 x 24,5 cm) (figura 5). Por conta da viscosidade, a solucéo suja a pelagem
do animal e induz o comportamento de autolimpeza (do inglés grooming). Ap6s o
esguicho foi registrado a laténcia de autolimpeza (tempo entre o esguicho e o inicio
do comportamento de autolimpeza), e posteriormente a frequéncia e tempo total de
autolimpeza ao longo de 5 minutos. O teste pode ser usado para se inferir os
comportamentos de autocuidado e motivacional. Trabalhos prévios demonstram que
0 estresse cronico reduz esses comportamentos, 0 que pode ser considerado um
paralelo com a apatia e anedonia, em razéo do valor heddnico que solucbes doces
tém para esses roedores (MARROCCO et al., 2014). O teste foi flmado por uma
camera acima do aparato para registro e posterior analise do comportamento por

meio do programa X-plo-rat.
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Figura 6. Esquema representativo do teste de esguicho de sacarose (TES).

3.6. Imunofluorescencia (IF)

Vinte e quatro horas apds o Ultimo teste comportamental os animais foram
anestesiados com Uretana 25 mg/kg. Em seguida, os animais foram perfundidos (12
ml/min) com solucdo tampéo fosfato de sodio (PBS) seguida de paraformaldeido 4%
(PFA4%). Os encéfalos foram pos-fixados em PFA 4% por 1h, transferidos para
solucéo de sacarose 30% em PBS a 4°C. Apés 2 dias, os encéfalos foram fatiados
em secgdes coronais no criostato (35 pm). Cabe ressaltar que uma marcacao foi
realizada com uma agulha no lado esquerdo dos encéfalos para nos certificarmos
com relagdo ao hemisfério que foi analisado. O hipocampo dorsal foi a estrutura
investigada. As fatias foram lavadas 5 vezes com PBS e em seguida incubadas com
solucéo bloqueadora por 1h em temperatura ambiente. Na sequéncia as fatias foram
incubadas com os anticorpos primarios anti-FosB (ab184938; 1:1000) por 24h a 4°C.
Na sequéncia as fatias foram lavadas com PBS por 5 vezes e incubadas com um
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (ab150077; 1:1000) por 2h a temperatura
ambiente. Em seguida o material foi lavado com PBS por 5 vezes e montado e
selados em laminas gelatinizadas usando Fluoroshield Mounting Medium+DAPI
(Sigma-Aldrich) e laminula. A imunomarcagdo foi capturada por uma camera
microscopica Axiocam 503 colorida (Zeiss), acoplada ao microscépio Axio Imager. A
quantificacdo da fluorescéncia foi realizada através do software ImageJ (NIH), pela
técnica de “Corrected total cell fluorescence” (CTCF). Nesta técnica o programa
mensura a fluorescéncia da area delimitada, entretanto, é retirada do valor final a

fluorescéncia emitida pelo background (CTCF = Integrated Density — [Area of
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selected tissue areax Mean fluorescence of background readings]) (BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2020).

3.7. Procedimento experimental (Investigacao do perfil comportamental de animais
com diferentes idades submetidos ao ETDS): avaliagdo no CA, RO, TES e IF.

3.7.1. Experimentos comportamentais:

Como representado na Figura 6, os camundongos machos adolescentes e
adultos tiveram suas caudas marcadas com numeracado adequada e suas caixas
etiquetadas de acordo com o0s seus respectivos grupos. Por 10 dias seguidos 0s
sujeitos passaram pelo protocolo de estresse, em seguida, no décimo primeiro e
décimo segundo dia passaram pelos testes comportamentais do TIS e LCE

(consultar Thiele, M. 2023 no repositério da UNESP), no décimo terceiro dia

passaram pelo teste CA e RO, que foi realizado no décimo quarto dia. No décimo
quinto dia foi realizado o TES.

No décimo sexto dia, os grupos testemunha do ETDS e seus respectivos
grupos TINA foram eutanasiados e perfundidos para a coleta dos encéfalos, que
foram adequadamente armazenados e posteriormente fatiados em cortes coronais
na regido do hipocampo dorsal (HPCd). Os cortes foram processados imuno-

histoquimicamente para a quantificacdo da proteina AFosB no HPCd.
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Figura 7. Esquema representativo do protocolo de estudo. ETDS: Estresse de testemunha de derrota social. TIS:
Teste de interagdo social. LCE: Labirinto em cruz elevado. CA: Campo aberto. RO: Reconhecimento de objetos.

TES: Teste de esguicho de sacarose. IF: Imunofluorescéncia. Imagem criada com BioRender.

Assim, os grupos experimentais foram: (i) adolescentes (n=12) testados no
CA, RO e TES sem terem passado pelo ETDS (TINA), (ii)) adolescentes (n=16)
testados no CA, RO e TES apés o ETDS; (iii) adultos (n=10) testados no CA, RO e
TES sem terem passado pelo ETDS (TINA), (iv) adultos (n=16) testados no CA, RO
e TES, que passaram pelo ETDS.

E importante mencionar que com esse procedimento experimental foram
desenvolvidos dois trabalhos, este e o de uma colega de laboratério e pesquisa.
Portanto, nele aparecem nos dias 11 e 12 os testes de Interacdo Social (TIS) e o
Labirinto em Cruz Elevado (LCE), que anteciparam os testes deste trabalho. Para a
apreciacédo dos resultados coletados do TIS e LCE, consultar Thiele, M. 2023 no
repositorio de trabalhos cientificos da UNESP (Thiele, M. 2023).

3.8. Andlise estatistica

Os resultados referentes ao CA e TES foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) de dois fatores [fator 1: condi¢ao (TINA ou ETDS); fator 2: idade
(adolescente ou adulto)]. Os resultados do RO e da Imunofluorescéncia foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de trés fatores para medidas repetidas.
Nos casos de significancia, as analises foram seguidas pelo teste de comparacdes
multiplas de Duncan. O valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado como

significativo.

4. RESULTADOS

Na Figura 7 estdo apresentados os dados obtidos dos camundongos machos
de diferentes idades submetidos as sessdes de TINA ou ETDS testados no CA. A
ANOVA de duas vias nao indicou diferenca significativa para os fatores condicéo e
idade e nem interacdo entre os fatores para nenhuma das varidveis analisadas:
namero de cruzamentos [condi¢do: Fa,67)= 0,52, p=0,47; idade: Fa67) = 3,32, p=0,07,
condicdo x idade F@e67) = 0,25, p=0,61] (Fig.7A); tempo gasto no centro da arena
[condicéo: Fe7) = 2,13, p=0,15; idade: Fa,67) = 0,06, p=0,80; condi¢do x idade Fu.67)
= 0,15, p=0,70] (Fig.8B).
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Figura 8. Auséncia de efeito do ETDS no Teste de Campo Aberto (CA). Barras com ponto de disperséo
representam a média (+ EPM) do nimero total de cruzamentos (A) e do tempo gasto na area central (B). TINA:
Testemunha da intera¢@o ndo agressiva; ETDS: Testemunha de estresse de derrota social.

Na Figura 8 estédo apresentados os dados obtidos no teste de reconhecimento
de objetos (RO). A ANOVA de trés vias para medidas repetidas indicou que apenas
0S animais que testemunharam a interacdo ndo agressiva exploraram mais o0 objeto
novo do que o familiar independentemente da idade [condi¢do: Fa,67) = 4,19, p=0,04;
idade: Fa67) = 6,54, p=0,80; condicdo x idade Fa,67) = 1,31, p=0,72; Objeto: Fa,67) =
5,09, p=0,03; Objeto x condicéo: F@67) = 7,04, p=0,01; Objeto x idade: Fa67) = 1,16,
p=0,73; Objeto x condicédo x idade: Fae67) = 4,00, p=0,53] (Fig. 8A). Com relagéo a
andlise do indice de discriminacdo dos objetos, a ANOVA de duas vias indicou
diferenca significativa entre os grupos para o fator condicdo, independentemente da
idade [condicdo: Fa,67) = 6,30, p=0,04; idade: Fa,67) = 0,01, p=0,75; condicdo x idade
Fa.67) = 0,35, p=0,55] (Fig.8B). Estes resultados sugerem que apenas 0s animais que
testemunharam as sessfes de derrota social apresentaram prejuizo na memoria de
curto prazo.
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Figura 9. Testemunha de estresse de derrota social prejudica a memaria de curto prazo. Barras com ponto
de disperséo representam a média (+ EPM) da porcentagem de tempo gasto explorando objetos familiares ou
novos (A) e o indice de discriminagéo (B). Post-hoc de Duncan, *p<0,05 versus %Familiar ou grupo TINA. TINA:
Testemunha da interag@o ndo agressiva; ETDS: Testemunha de estresse de derrota social.

Na Figura 9 estdo apresentados os dados obtidos no teste de esguicho de
sacarose dos animais que passaram pelo mesmo protocolo experimental dos testes
anteriores. A ANOVA de duas vias indicou que ndo houve diferenca significativa nas
trés medidas avaliadas: [Laténcia (condicdo: F@.67) = 0,06, p=0,81; idade: Fue7) =
0,38, p=0,54; condicdo x idade F(.67) = 0,68, p=0,41); Frequéncia (condi¢éo: F(.67) =
0,16, p=0,69; idade: Fa,67) = 0,0003, p=0,99; condi¢éo x idade F.67) = 0,95, p=0,33);
Tempo (condi¢do: Fae7) = 0,06, p=0,80; idade: F@es7 = 1,66, p=0,20; condicdo x
idade Fqa.67)= 0,28, p=0,60].
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Figura 10. Auséncia de efeito do ETDS no comportamento de autolimpeza de camundongos machos.
Barras com ponto de dispersao representam a média (+ EPM) da laténcia para iniciar a autolimpeza (A) a
frequéncia da autolimpeza (B) e o tempo gasto na autolimpeza (C). TINA: Testemunha da interacdo n&o

agressiva; ETDS: Testemunha de estresse de derrota social.

Na Figura 10, estdo representados os resultados (n = 5-6/grupo) dos ensaios

de imunofluorescéncia com AFosB do hipocampo dorsal (HPCd) de camundongos
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expostos ao ETDS e testes comportamentais. A ANOVA de trés vias para medidas
repetidas indicou que o0s animais que testemunharam a derrota social apresentaram
uma reducao da quantidade total de fluorescéncia HD em relagéo ao grupo TINA, e
que tal reducdo se apresenta em lados diferentes para as diferentes idades
[condicéo: F19) = 7,02, p=0,02; idade: Fa.19 = 2,75, p=0,11; condi¢éo x idade F,19)
= 0,002, p=0,96; Lado F(.19) = 1,89, p=0,18; Lado x condig&o: Fa.19 = 0,34, p=0,57;
Lado x idade: Fa,19 = 17,5, p=0,0009; Lado x condi¢éo x idade: F@,19) = 6,60, p=0,02]
(Fig. 10B).
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Figura 11. ETDS reduz a expressdao de AFosB no HD. (A) Imagens representativas mostrando
imunofluorescéncia AFosB no hipocampo dorsal e (B) corrected total cell fluorescence (CTCF) para AfosB
positivo em neurdnios no hipocampo dorsal (n=5-6). Barras com ponto de dispersdo representam a média (+
EPM). Barra de escala = 100 um. Post-hoc de Duncan, *p <0,05 versus o respectivo grupo TINA; # versus o
grupo na mesma condi¢cdo, mas com idade diferente; & versus o lado oposto. E: Hemisfério esquerdo; D:
Hemisfério direito; CAl: Regido hipocampal CAl; DG: Giro denteado; TINA: Testemunha da interagdo nao

agressiva; ETDS: Testemunha de estresse de derrota social.

5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo colaborar para a ampliagdo da compreenséo
da relacdo entre a idade do individuo ao testemunhar um evento aversivo, com
comportamentos relacionados a cognicao e depressao, e como a atividade neuronal
do HPCd pode estar envolvida nesta relacdo. Nossos resultados indicam que o
ETDS induz ao prejuizo cognitivo independentemente da idade da testemunha,

acompanhado pela diminuicdo da atividade do HPCd, porém, sem alterar a
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locomocéo e induzir comportamentos do tipo depressivo. Desta forma, os resultados
obtidos no teste de RO revelaram que o ETDS prejudicou a capacidade dos sujeitos
de discriminar entre um objeto familiar e um novo. Nossos dados corroboram o
estudo prévio realizado pelo nosso grupo, onde camundongos adultos machos
expostos ao estresse de derrota social (EDS) apresentaram comportamento similar
(FRESCA-DA-COSTA et al., 2023). Na analise de imunofluorescéncia do HPCd, os
resultados mostram que em relacdo a expressédo de AfosB ha diferenca hemisférica
na quantificacdo dessa proteina de acordo com a idade dos individuos submetidos
ao ETDS. Estes dados também se assemelham aos obtidos em machos adultos que
passaram pelo EDS, no entanto os autores nao identificaram diferenca hemisférica
na expressdo de AFosB (FRESCA-DA-COSTA et al, 2023). Para o teste de
esguicho de sacarose e campo aberto, os resultados ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos, demonstrando que o testemunho da derrota social ndo
alterou a atividade locomotora e néo induziu a comportamento do tipo depressivo.

O teste CA é utilizado para a investigacdo do comportamento baseado nas
tendéncias naturais dos roedores em explorar ambientes novos, enquanto evitam
espacos abertos. Neste sentido, camundongos que apresentam comportamentos do
tipo ansioso geralmente passam mais tempo nas periferias do aparato em relacéo ao
centro e tendem a se locomover menos (KINSEY et al., 2006). No presente estudo,
os resultados do teste CA nos mostram que os camundongos de ambas as idades
gue passaram pelo ETDS exploraram a arena de maneira similar ao grupo TINA, ou
seja, 0s tempos gastos nas periferias e no centro nao diferiram para o grupo
estressado e controle. O mesmo perfil comportamental se repete para 0 nimero de
cruzamentos, que faz analogia a atividade locomotora (KINSEY et al., 2006). Tais
resultados divergem daqueles encontrados em protocolos mais intensos, como o
EDS (FRESCA-DA-COSTA et al. 2023), o que pode ser uma indicacdo que o ETDS
nao € capaz de causar alteracfes na atividade locomotora e induzir comportamentos
do tipo ansioso quando avaliados no CA.

O TES nos fornece dados comportamentais relacionados a motivacéo e ao
autocuidado (MARROCCO et al., 2014), considerados indicativos para alguns
sintomas de depressdo, como comportamento apatico (WILLNER, 2005). Neste
sentido, o0 estresse cronico prolongado, como o estresse moderado crénico
imprevisivel, & capaz de diminuir o comportamento de autocuidado em

camundongos machos da linhagem BALB/c (ISINGRINI et al. 2010). Dados similares
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foram observados no teste de preferéncia por sacarose, onde camundongos
adolescentes da linhagem C57BL/6 submetidos cronicamente ao EDS apresentaram
diminuic&o na preferéncia pela solucdo adocicada (INIGUEZ et al., 2014). Os nossos
resultados mostram que os animais submetidos ao TES nédo apresentaram diferenga
entre 0S grupos para o comportamento motivacional e de autocuidado. Esta
auséncia de efeito pode se dar ao fato do protocolo de ETDS nao ser intenso o
suficiente para induzir comportamento do tipo depressivo relacionado a anedonia,
e/ou o tipo de linhagem de camundongo utilizado.

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) € uma parte importante do sistema
neuroenddcrino e o principal coordenador das respostas que envolvem o estresse, e
esta intimamente relacionado com outras estruturas do cérebro que auxiliam nessas
respostas, como o hipocampo e o cortex pré-frontal medial (CPFm). Estas areas
encefalicas possuem projecdes reciprocas que regulam essas respostas
(CERQUEIRA et al., 2007; GOLDMAN-RAKIC; SELEMON; SCHWARTZ, 1984;
IRLE; MARKOWITSCH, 1982; PADILLA-COREANO et al., 2016; ROSENE; VAN
HOESEN, 1977; SANT'ANA et al.,, 2019). De maneira resumida, em resposta ao
estresse, o hipotdlamo libera o fator de liberacdo de corticotrofina (CRF) que
estimula a glandula pituitéaria anterior a liberar o horménio adrenocorticotrofina
(ACTH), que por sua vez estimula a sintese e liberacdo de glicocorticoides (GC)
pelas glandulas adrenais (KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). Este processo
acontece tanto em humanos, quanto em roedores, com a diferengca que em
humanos o cortisol é mais presente, e em roedores € a corticosterona (KIM;
DIAMOND, 2002). O hipocampo, assim como outras regides do encéfalo, possui
receptores para GC, e desempenha a funcéo, além de outras, de exercer o feedback
negativo para o eixo HPA, ou seja, reduzir sua atividade (KLOET; JOELS;
HOLSBOER, 2005). Devido a presenca por todo o encéfalo, os receptores para
corticoides modulam varios processos cognitivos, e entre eles a memoria
(WINGENFELD; WOLF, 2014).

Ja é bem consolidado na literatura que o estresse crénico € um fator de risco
importante para o desenvolvimento de psicopatologias. Através da continua e
prolongada ativacdo do eixo HPA, e consequentemente a ligacdo dos
glicocorticoides em seus respectivos receptores, que irdo modular 0os processos
cognitivos, e com isso gerar uma resposta fisiolégica e comportamental, que se

tornam mal adaptadas conforme o organismo responde a este evento estressor de
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maneira prolongada (MCEWEN, 2012). Como o hipocampo € uma estrutura crucial,
tanto em processos mnemonicos quanto neuroendocrinos da regulacdo dos
horménios do estresse, torna-se uma regiao vulneravel ao estresse cronico, levando
a prejuizos na recuperacdo da memoria de curto prazo, por vezes resultando em
atrofia desta estrutura em roedores testados em tarefas dependentes de memodria,
como no teste de RO (KIM; DIAMOND, 2002). Neste sentido, o fato de termos
observada diminuicdo na expressdo da proteina AfosB no hipocampo dorsal, tanto
de animais adolescentes como adultos submetidos ao estresse psicossocial, € mais
uma evidéncia da possivel diminuicdo da atividade hipocampal induzida pelo
estresse prolongado.

Existem varios protocolos animais para testar o aprendizado e a memaria em
roedores. Alguns envolvem condicionamento e outros ndo (LI et al., 2012). Como o
estresse exerce efeito complexo no processamento da memodria dependente do
hipocampo, a escolha do protocolo é importante na investigacdo das caracteristicas
desse processamento, ndo sé para o estudo dos seus mecanismos, mas também
para a padronizagdo de modelos animais de doencas e caracterizagdo de novos
farmacos (BIALA, 2012; LEMAIRE, 2004; MUMTAZ et al., 2018; PODDAR et al.,
2020). No caso deste trabalho, a escolha do RO se dirige para a avaliacdo da
memoria de curto prazo, baseando-se no paradigma de que roedores tem
preferéncia por explorar objetos novos aqueles que sdo familiares (ENNACEUR,;
DELACOUR, 1988; LEGER et al., 2013). Os resultados apresentados nos indicam
gue apenas 0s animais que testemunharam a interacdo nao agressiva exploraram
mais o objeto novo do que o familiar, independentemente da idade. A partir desses
dados podemos inferir que os sujeitos de ambas as idades e expostos ao ETDS
tiveram dificuldade em reconhecer e diferenciar objetos novos de familiares. Tal
resultado, quando confrontado com a literatura, corrobora a hipétese de que os
camundongos machos que passaram pelo estresse cronico apresentam prejuizo na
memoaria dependente do HPC (DIAMOND et al., 2007; JOELS; BARAM, 20009;
VOGEL et al., 2017; FRESCA-DA-COSTA et al., 2023). Curiosamente, em relacao a
estrutura e ativacdo do HPCd, os resultados da imuno-histoquimica nos mostraram
lateralidade que se relaciona de maneira diferente dependendo da idade, onde o
lado esquerdo dos camundongos adolescentes expostos ao ETDS apresentou
menor expressao de proteina AfosB que o direito, e para os adultos, o lado direito

apresentou menor expressao que o esquerdo.
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Apés o advento do paciente H.M, que demonstrou a participacdo do
hipocampo na formacdo e recuperacdo de novas memarias, muitas pesquisas que
visam entender o complexo mecanismo que abarca tdo importante processo
cognitivo, bem como produzir uma definicAo adequada para o proprio termo, que
pode ser abordado de formas diferentes, em diferentes areas do conhecimento e
gue torna ainda mais desafiador e importante estudar o assunto (TULVING, 2005;
DUDAI; ROEDIGER; TULVING, 2007; MORRIS, 2007). Assim, diversos estudos tém
tentado entender qual o real papel do hipocampo nessa complexa relagdo cognitiva,
inclusive buscando averiguar o papel da lateralidade em determinadas doencas da
emocao como o transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT), onde o hipocampo
esquerdo apresenta uma assimetria de volume em relacdo ao direito
(OCKLENBURG et al., 2016). Porém, tais trabalhos ndo levam em consideracéo as
respostas defensivas dos sujeitos, apenas relacionam sintomas de determinadas
doencas psicologicas com caracteristicas morfoldégicas do hipocampo em cada uma
delas. Aparentemente, ha uma adaptacdo para que as memorias relacionadas ao
estresse sejam adquiridas e consolidadas (DIAMOND et al., 2007; JOELS;
FERNANDEZ; ROOZENDAAL, 2011; SCHWABE et al, 2012), e que tais
adaptacdes sejam em funcdo das mudancas funcionais que ocorrem no hipocampo,
gue vao desde mudancas no padrdo de producdo gendmica de glicocorticoides
(JOELS; BARAM, 2009) até alteragdo da consolidacdo da memoéria do eixo
“cognitivo” CPFm-Hipocampo (SCHWABE et al., 2012; VOGEL et al., 2017).

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando o
protocolo de EDS, onde foram avaliadas as respostas defensivas de camundongos
machos, comportamentos mnemonicos utilizando o RO e posteriormente
quantificando a expressédo da proteina AFosB no HPCd e ventral (HPCv), além de
outros testes que tinham como objetivo compreender a relacdo CPFm-hipocampo
(FRESCA-DA-COSTA et al., 2023), demonstraram que camundongos machos que
passaram pelo estresse cronico exibiram comportamentos do tipo ansioso e tiveram
prejuizo da memoria de curto prazo. Além disso, o HPCd apresentou diminui¢cao
bilateral na expressao de AFosB, condizente com o efeito do estresse no HPC, como
a atrofia dendritica (GALEA et al., 1997; WATANABE et al., 1992). Porém, o estudo
do nosso grupo demonstra apenas 0 aumento ou diminuicdo da ativacdo neuronal
do HCPd (FRESCA-DA-COSTA et al., 2023). Ja um estudo que envolve o uso de
“Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs” (DREADDS)
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demonstrou que a inativacdo do HCPd levou ao prejuizo na memoria no teste de RO
(TUSCHER et al., 2018).

De acordo com o que ocorre com o CPFm demonstrado por outros estudos
do nosso grupo, na qual a lateralidade da regido tem papel importante no controle
das respostas defensivas (COSTA et al.,, 2016; FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-
SOUZA, 2020; SANTOS-COSTA et al, 2021; VICTORIANO et al., 2020),
encontramos um efeito dependente da idade na lateralidade no HPCd. Ha muitos
trabalhos na literatura que discorrem sobre a lateralizagdo funcional do HPC em
humanos, destacando a especializacdo para memoéria entre lado esquerdo,
especializado para memoéria episddica, contextual e autobiografica (MAGUIRE;
FRITH, 2003; SPIERS et al., 2001) e direito, especializado para navegacao espacial
(HOWARD et al., 2014; MAGUIRE et al., 1998; SPIERS et al., 2001). E para
roedores, alguns poucos estudos ja mostraram o envolvimento lateral do HPC para
aquisicdo de memoaria espacial e a habilidade de criar rotas (JORDAN, 2020; KLUR
et al., 2009; SHINOHARA et al., 2012). Todavia, quando o tema é lateralidade do
HPC na modulacdo de comportamentos defensivos, h4 escassez de trabalhos na
area, deixando em aberto a lacuna para novas investigacoes.

As possiveis explicacdes para os resultados encontrados sdo: (i) o estresse
ocasionado pelo protocolo utilizado ndo foi agressivo o suficiente para resultar em
comportamentos do tipo ansioso e depressivo e diminui¢cdo da atividade locomotora;
(i) a ndo familiaridade dos camundongos intrusos com 0s animais submetidos ao
ETDS pode ter desempenhado um papel na resposta emocional ao estresse,
sugerindo que a empatia pode ser uma variavel significativa no desenvolvimento de
comportamentos relacionados a depressao; (ii) o processo incompleto de
desenvolvimento das vias neurais nos animais adolescentes deve ser ponderada
como justificativa para os resultados demonstrados na imuno-histoquimica,

comparando os camundongos mais novos e mais velhos.
6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho nos levam a sugerir que o estresse
ocasionado pelo testemunho do conflito social: (i) ndo foi capaz de induzir evitagéo a
espacos abertos e reduzir a atividade locomotora, (ii) ndo induziu comportamento de
anedonia relacionado a depresséo, (iii) foi capaz de causar prejuizo na memoaria de

curto prazo em camundongos adolescentes e adultos, (iv) causou a reducédo da
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atividade neuronal do hipocampo dorsal, medida pela expressao da proteina AfosB,

no lado esquerdo dos adolescentes e no lado direito dos adultos.
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