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RESUMO 

 

Estudos pré-clínicos indicam que o estresse pode estar associado ao desenvolvimento de 

doenças neuropsiquiátricas como ansiedade, depressão e prejuízo cognitivo. Os transtornos de 

ansiedade apresentam alta prevalência e acometem majoritariamente as mulheres em meia-

idade. Entretanto, ainda são limitados os estudos na neurociência básica em que fêmeas são 

utilizadas e, especificamente, na investigação da influência da idade sobre as consequências do 

estresse. Dessa maneira, esse trabalho busca avaliar a influência da idade sobre as respostas 

defensivas e cognitivas em camundongos fêmeas adolescentes e adultas submetidas ao estresse 

psicossocial induzido através do Estresse de Testemunho de Derrota Social (ETDS). 

Camundongos Swiss-Webster fêmeas adolescentes e adultas foram expostas a 10 dias de EDTS. 

Após a última sessão foram realizados os seguintes testes comportamentais relacionados à (i) 

ansiedade: Teste de Interação Social (TIS); Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Campo Aberto 

(CA); (ii) avaliação da memória de curta duração: Teste de Reconhecimento de Objetos (RO), e 

(iii) depressão: Teste de Esguicho de Sacarose (TES). O protocolo ETDS induziu aumento de 

evitação social e de respostas relacionadas à ansiedade (TIS e LCE), além de prejuízo cognitivo 

(RO) apenas nas fêmeas adultas, sem alterar o perfil das respostas comportamentais 

relacionadas à depressão (TES). Frente aos dados obtidos, verifica-se que o modelo de estresse 

de testemunha da derrota social se mostra como uma importante ferramenta na investigação das 

consequências emocionais e cognitivas relacionadas ao estresse psicossocial em camundongos 

fêmeas. Adicionalmente, nosso estudo demonstrou que a idade exerce uma importante 

influência sobre estas respostas, uma vez que apenas as fêmeas adultas apresentaram aumento 

de respostas relacionadas à ansiedade e prejuízo cognitivo como consequência do estresse 

psicossocial.   

  

 

 

Palavras chaves: Camundongos fêmeas, estresse psicossocial, ansiedade, prejuízo cognitivo. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Preclinical studies indicate that stressful situations may be strongly related to the development 

of neuropsychiatric disorders such as anxiety, depression, and cognitive impairment. Anxiety 

disorders have a high prevalence and predominantly affect middle-aged women. However, 

there are still limited studies in basic neuroscience that includes female subjects, specifically 

investigating the influence of age on the consequences of stress. Here we evaluated the 

influence of age on defensive- and cognitive- like responses in adolescent and adult female 

mice subjected to psychosocial stress induced by witnessing social defeat stress (WSDS). 

Adolescent and adult female Swiss-Webster mice were exposed to 10 days of WSDS. After the 

last session, the following behavioral tests were performed: Social Interaction Test (SIT); 

Elevated Plus Maze (EPM), and Open Field (OF) to assess anxiety-like responses. The Object 

Recognition Test (OR) was used to evaluate responses related to short-term memory, and 

Sucrose Splash Test (SST) to verify depression-like behaviors. The chronic WSDS protocol 

induced increased social avoidance and anxiety-like responses and promoted cognitive 

impairment only in adult female mice. Based on the obtained data, we found that the witness 

stress model of social defeat is an important tool for investigating the affective and cognitive 

consequences of psychosocial stress in female mice. Additionally, we demonstrated that age 

exerts an important influence on these responses, as we observed that only adult females 

showed increased anxiety-like responses and cognitive impairment as a consequence of 

psychosocial stress. 

  

 

 

Keywords: female mice, psychosocial stress, anxiety, cognitive impairment 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Ansiedade, Depressão e Estresse 

A ansiedade é considerada um estado emocional e fisiológico necessário ao ser humano 

e importante para se obter um bom desempenho em tarefas de natureza cognitiva, mas quando 

em excesso, esta emoção pode desencadear prejuízos no desempenho, podendo ser classificada 

de ansiedade patológica (GRAEFF et al., 2003). Esta, diferentemente da ansiedade fisiológica, 

é caracterizada por respostas emocionais exageradas, disfuncionais e incongruentes à uma dada 

situação que o indivíduo pode ter sido exposto ou não, ou seja, situações cotidianas a qual 

engloba o ambiente inserido, que pode ser desencadeadas principalmente sensações como perda 

do controle momentânea devido ao acontecido (DE KONINCK; SCHULMAN, 1998; 

IONESCU; ROSENBAUM; ALPERT, 2015; ROSEN; SCHULKIN, 1998). Algumas dessas 

condições, como as fobias, o transtorno de ansiedade generalizada e o transtorno de pânico, 

tendem a responder à tratamentos farmacológicos e psicológicos (BALDWIN; WALDMAN; 

ALLGULANDER, 2011).  

Até um determinado nível a ansiedade favorece e é necessária para o bom desempenho 

de tarefas motoras e cognitivas que são inerentes ao ser humanos, mas passa a ser indesejada, 

ou de ordem patológica, quando interfere com a natureza comportamental e normal do 

indivíduo, ou seja, ele começa a apresentar dificultas em executar suas atividades, e até mesmo 

de controlar suas emoções (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). Considera-se o quadro patológico, 

quando a partir do momento o sofrimento e o impacto da ansiedade começam a trazer prejuízos 

ao indivíduo, que pode ser visto por comportamentos de fuga e esquiva de situações 

importantes, fobia social, prejuízo na da vida acadêmica, social e profissional como um todo 

(ANDRADE; GORENSTEIN, 1998). 

Os transtornos de ansiedade apresentam alta prevalência podendo acometer 

aproximadamente um terço da população ao longo da vida (BANDELOW; MICHAELIS, 

2015). Levantamento feito pela Organização Mundial de Saúde (OMS) indica a prevalência do 

transtorno de ansiedade (TA) no mundo é de 3,6%, e atinge 5,6% da população do continente 

americano, sendo que este índice no Brasil alcança 9,3%, considerado o maior porcentual 

mundial (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2017). Além disso, a prevalência destes 
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transtornos de humor em mulheres chega ser duas vezes maior (ALTEMUS; SARVAIYA; 

NEILL EPPERSON, 2014).  

Em um estudo realizado com homens e mulheres na cidade de São Paulo foi observado 

que as mulheres são mais acometidas com ansiedade e depressão (ANDRADE; VIANA; 

SILVEIRA, 2006; TSANG et al., 2008). O estudo ainda mostra que em torno de 46,3% de 

mulheres e 45,3% dos homens apresentaram em qualquer fase da vida algum tipo de transtorno 

psiquiátrico. 

Já a depressão tem alta relação com a incapacidade em lidar com eventos estressores ao 

longo da vida, sobretudo quando a exposição se dá de forma continuada ou crônica, levando o 

indivíduo a perda total ou parcial prazer, além do desinteresse em executar atividades 

cotidianas e habituais em seu dia a dia (CRYAN; MOMBEREAU, 2004). Aprofundando-se 

mais dos sintomas, o indivíduo acometido apresenta desinteresse em realizar as atividades 

diárias, se sente desamparado, em constante medo, culpa, insatisfação, melancolia e 

pensamentos suicidas recorrentes, podendo ou não ter alterações do apetite e do sono, que 

podem ser para mais ou para menos (TENG; HUMES; DEMETRIO, 2005; WEINSTOCK, 

2017). Os pacientes deprimidos apresentam ainda limitação em executar suas atividades e seu 

bem-estar,
 

além de uma maior utilização de serviços de saúde por conta dos fatores 

mencionados (FLECK et al., 2003). Os episódios depressivos, em cerca de 60% dos casos, são 

decorrentes de fatores estressantes, principalmente de origem de fatores psicossocial, ligados ao 

cuidado com as necessidades pessoais, emocionais, de saúde mental do indivíduo (PEETERS et 

al., 1994). Além disso, já se sabe que fatores genéticos podem ter também o seu papel e sua 

associação no desenvolvimento da depressão e transtornos de humor.  (HUETHER et al., 

1999). 

Estima-se que aproximadamente metade dos indivíduos recuperados da depressão após 

tratamento farmacológico experimenta recaída dos sintomas (GOLD; MOREY; MCCARTHY, 

2015). Além disso, cerca de 20% a 30% não apresentam resposta satisfatória ao tratamento 

(JEON; KIM, 2016). Este transtorno afetivo está presente em aproximadamente 320 milhões de 

indivíduos no mundo; sendo 5,8% da população brasileira onde e as mulheres as mais 

acometidas (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2017).  

Nos quadros depressivos, dificuldades no processo de aprendizagem e de formação e 

consolidação de memórias podem estar relacionado com alterações podendo ser elas de ordens 

químicas, neurológicas, e afetando assim diretamente a função cerebral (BRAVER; BRACH, 
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2002). Em um estudo, uma avaliação neuropsicológica feita com pacientes deprimidos, foi 

analisado o quão a capacidade de se adquirir conhecimento pode ser afetada e o relatos mais 

frequente foram sobre: a aquisição da memória, a atenção, a concentração, a flexibilidade 

cognitiva e a abstração (ZAKZANIS; LEACH; KAPLAN, 1999; PORTO; HERMOLIN; 

VENTURA, 2002). Além disso, não é incomum pacientes com quadro depressivos 

apresentarem características de transtornos de ansiedade, e da mesma forma ocorre com os 

pacientes acometidos com o quadro ansioso, onde também podem possuir depressão (TILLER, 

2012). 

No geral, o cérebro é mais plástico durante a adolescência, permitindo a otimização do 

comportamento para desafios futuros, ao contrário da idade adulta, quando há maior 

estabilidade fisiológica e comportamental (BRUST; SCHINDLER; LEWEJOHANN, 2015; 

TOTTENHAM; GALVÁN, 2016).  Para poder determinar com maior especificidade a relação 

entre os dias pós nascimento (DPN) de camundongos e a fase equivalente do desenvolvimento 

humano, Spear (2000) descreveu as seguintes relações:  início da adolescência (DPN 21-DPN 

34), pré-adolescência (DPN 34 – DPN 46) e maturidade sexual ou adolescência tardia (DPN 46 

– DPN 59), com base em alterações comportamentais e neurológicas características da 

adolescência. Em consequência disso, diferentes estudos apontam que investigações acerca de 

aspectos relacionados à adolescência podem ser realizados com animais até DPN 60 (BRUST; 

SCHINDLER; LEWEJOHANN, 2015; LAVIOLA et al., 2003; MCCORMICK et al., 2010).  

1.2 Memória e Estresse  

Estudos pré-clínicos indicam o estresse como um fator que pode estar associado ao 

desenvolvimento de doenças neuropsiquiátricas, como a ansiedade e depressão (MCEWEN, 

2012), sobretudo se a fonte do estresse é de natureza social (CHAOULOFF, 2013; CZÉH et al., 

2016; HOLLIS; KABBAJ, 2014; SCHMIDT; STERLEMANN; MÜLLER, 2008). Outro fator 

é a idade do indivíduo, que somada à natureza do evento estressor, pode ditar a capacidade do 

indivíduo de se adaptar ou não em resposta ao estresse (GEE; CASEY, 2015). Diante disso, 

investigar a influência da idade do indivíduo sobre as consequências deste tipo de estresse se 

faz importante, uma vez que esta variável pode interferir na capacidade de adaptação ao 

estresse (GEE; CASEY, 2015) 

O estresse, de acordo com a definição de Hans Selye (1936), refere-se à reação de uma 

pessoa diante de uma ameaça real ou possível que afeta diretamente o equilíbrio do corpo 

humano, também conhecido como homeostase. A homeostase é a capacidade do corpo de 
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manter condições estáveis e ideais para seu funcionamento adequado, permitindo que a pessoa 

desempenhe suas atividades normais. Além do estresse físico, Selye também destacou a 

importância dos fatores psicológicos. Por exemplo, situações como a introdução de algo novo 

ou a presença de problemas sociais ou pessoais podem ser considerados desencadeadores de 

estresse. Esses elementos psicológicos têm o potencial de provocar mudanças significativas no 

comportamento e no funcionamento do corpo, afetando o desempenho das atividades diárias. 

Isso pode levar a uma saída do estado de equilíbrio, comprometendo o funcionamento ótimo do 

indivíduo (MCEWEN, 2000). 

Com isso sabe-se que a liberação de glicocorticoides (GC) pela suprarrenal, como 

consequência, tem-se imediata a ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) 

(HERMAN;  CULLINAN, 1997).  O eixo HPA uma fez ativado por algum fator estressor, faz 

com que os níveis de glicocorticoides que circulam pelo sangue, tenham seu nível elevado 

(ZUARDI, 2010). Dado isso, têm-se demonstrado cada vez mais em vários estudos, a 

primordial importância da disfunção do eixo HPA e dos níveis elevados de glicocorticoides, 

causando causa mudanças significativas e prejudiciais no aparecimento de transtornos 

neurológicos como a depressão, e ansiedade, bem como outros transtornos de humor sugerindo 

que este eixo pode ser um alvo para o estudo de novas drogas antidepressivas (CHOPRA; 

KUMAR; KUHAD, 2011; FARAVELLI et al., 2012). 

Em se tratando de ansiedade crônica, quando se tem ativação do eixo HHP, ela não é 

mais adaptativa, existindo um dano na conexão entre o estressor e a possível causa 

comportamental, uma vez que o eixo HHA se mantendo hiperativado acarreta prejuízos nos 

mecanismos de enfrentamento, o que induz a sua baixa tolerância ao estresse crônico 

(BORTOLUZZI, 2016). 

O sistema de resposta ao estresse envolve respostas adaptativas que são ligadas por 

cascatas neuroendócrinas e neuronais, incluindo o sistema nervoso autônomo (SNA) e o eixo 

HHP acima citado, como o principal responsável pela produção e liberação de glicocorticoides 

pelo córtex adrenal. Nos seres humanos, em resposta ao estresse, ocorre a liberação do 

principal hormônio esteroide, conhecido como o cortisol, que é equivalente à corticosterona em 

roedores (MARTIN et al., 2009) 

Porém, sabe-se que a resposta ao estresse varia de indivíduo para indivíduo e pode ser 

dividida em três níveis: cognitivo, quando a resposta ao estresse depende de como o indivíduo 

enxerga dada situação estressora; comportamental, a qual engloba as respostas 

comportamentais básicas, podendo ser elas de luta e fugo, ou passividade, onde ocorre um 
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congelamento momentâneo e fisiológico, que faz parte e está ligado ao  sistema de defesa, 

como parte da evolução dos seres animais que ocorre de forma natural, e correlacionando às 

reações fisiológicas frente a uma situação ou um evento que possa causar, ou ser uma potencial 

ameaça (MARGIS et al, 2003). 

A exposição ao estresse é um fator já conhecido para o aumento do risco e do 

desenvolvimento de desordens psiquiátricas tais como ansiedade, depressão e estresse pós-

traumático (JAVIDI; YADOLLAHIE, 2012; KENDLER et al., 1999; KESSLER, 1997). As 

mesmas exposições, vale ressaltar que levam as mesmas respostas perante ao estresse crônico 

em humanos e em animais (QI et al., 2006). 

Já se sabe que com o envelhecimento ocorre uma queda dos processos mentais isso 

porque há modificações moleculares, consequentemente isso acarreta níveis significativos de 

alteração da função cognitiva dos indivíduos. Essa perda também pode ser influenciada por 

fatores psicológicos e/ou emocionais como ansiedade, depressão, estresse e alta exigência 

pessoal (IZQUIERDO, 2002; SEGOVIA; ARCO; MOTA, 2009; SQUIRE; KANDEL, 2003). 

Diferentes estudos apontam que situações de estresse podem desencadear prejuízos 

cognitivos relacionados à processos mnemônicos (BAHRAMZADEH ZOERAM et al., 2019; 

LUINE et al., 1994; MCEWEN; SAPOLSKY, 1995), em especial situações de estresse 

psicossocial (OEI et al., 2006; RABABAʹH et al., 2019).  

Dentre os diferentes tipos de memória, pode-se classificá-los como de trabalho (MT), de 

curta ou de longa duração (MCD e MLD) duração (COLCIAGO et al., 2015). Atkinson e 

Shiffrin (1968) destacaram que a informação é inicialmente processada na memória de 

trabalho, sendo seguida para MCD. Além disso, a MCD pode permanecer no cérebro por curto 

espaço de tempo, e com isso podem ficar armazenadas como MLD ou mesmo serem deletadas, 

ou esquecidas (COLCIAGO et al., 2015). 

Na atualidade há três distintos de aprendizado e memória que são bem estabelecidos: 

memória de trabalho, memória de longo prazo implícita e memória de longo prazo explícita 

(SMITH; GROSSMAN et al., 2008). Mas segundo Lent (2004), aprofundando mais em seus 

estudos, traz que as memórias ainda podem ser classificadas em: memória explícita 

(declarativa), memória implícita (não-declarativa) e memória operacional. Sabe-se que a 

memória a longo prazo (MLP) é responsável por armazenar informação e o conhecimento por 

cerca de períodos de longos de tempo. Muito dos conhecimentos por nós adquirido ficam 
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retidos na MLP, devido a isto, houveram investigadores (e.g., Tulving, 1985) que propuseram 

sistemas específicos de MLP com o fundamento e finalidade de mostrar os diferentes tipos de 

conhecimento sendo eles: o conhecimento procedimental, o conhecimento semântico e o 

conhecimento episódico.  

Por outro lado, a capacidade de MCP, tem o seu aumento gradual conforme a evolução 

da idade, tendo seu início na infância até à adolescência, e tem a sua estabilidade, ou seja, 

quando é consolidado e desta forma permanecido durante a vida adulta, tendo a sua diminuição 

progressiva nos idosos, por conta da idade, condição essa normal, visto que conforme vai se 

aumentando a idade, prejuízos na memória são comuns, como anteriormente citado (PINTO, 

1985). 

Cabe destacar que o estresse resulta em efeitos distintos na memória de camundongos 

adolescentes e adultos (PARK et al., 2023), além de importante diferenciação destes efeitos 

cognitivos quando considerado o sexo (LUINE, 2002), evidenciando haver diferenças sexuais 

relacionadas aos aspectos cognitivos após episódios de estresse 

Quando exposto repetidamente ao estresse social, o ambiente homeostático do cérebro, 

que mantém o organismo apto a realizar suas funções adequadamente, é alterado de certa forma 

que leva ao desencadeamento e podendo assim dar origem a várias desordens cognitivas e de 

humor, que por sua vez prejudicam, impactam a qualidade de vida do indivíduo como um todo, 

uma vez que saindo da homeostase, o corpo se encontra em um estado vulnerável, de alerta 

(MCKIM et al., 2016). 

Por isso, tendo como principal objetivo mimetizar as condições estressantes em que 

acontecem em humanos, os modelos animais de estresse vêm sendo cada mais utilizados e de 

extrema valia na área pesquisa com a finalidade se testar a fim de produzir estados 

comportamentais comparáveis aos observados em nossa espécie (QI et al., 2006).  

1.3 Estresse Psicossocial e Testes Comportamentais 

Grande parte dos paradigmas experimentais envolve a exposição ao estresse físico, mas 

pode também conter estresse de ordem social, tal qual o estresse de derrota social (EDS) 

(GOLDEN et al., 2011; TIDEY; MICZEK, 1996; YAP; MICZEK, 2007). Adicionalmente, 

modelos animais de estresse psicossocial ou psicológico tem sido adotado como uma 

alternativa para se investigar os efeitos do estresse social de testemunho em comportamentos 

como do tipo depressivo (HODES et al., 2014; IÑIGUEZ et al., 2014; WARREN et al., 2013).   
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Neste sentido, considerando que exposições repetidas ao estresse de derrota social em 

camundongos machos podem causar alterações comportamentais como aumento de ansiedade e 

de evitação social (CZÉH et al., 2007), ainda não está bem descrito na literatura se estes efeitos 

também ocorrem em fêmeas, visto que em sua grande maioria, os estudos pré-clínicos são 

desenvolvidos com o uso de roedores machos (PRYCE; FUCHS, 2017).  

Os roedores possuem formação social hierarquicamente estruturada onde nela fazem 

parte sujeitos dominantes, os quais exibem comportamentos agressivos (CROWCROFT; 

ROWE, 1963). Neste sentido, estudos anteriores revelaram que roedores machos, quando 

diante de coespecífico dominante, apresentam respostas comportamentais defensivas, 

resultando na redução do comportamento agressivo por parte do dominante. Essas respostas 

defensivas incluem um aumento de comportamentos de submissão, em que os movimentos 

agressivos são substituídos por comportamentos defensivos imediatos e ativos (como andar 

para trás) ou comportamentos defensivos passivos (como congelamento). Além disso, essas 

respostas defensivas também estão associadas à diminuição da locomoção e perda de peso 

(GONZALEZ et al., 1994; MICZEK; THOMPSON; SHUSTER, 1982). 

Foi demonstrado recentemente que animais expostos tanto direta como indiretamente ao 

estresse social crônico podem apresentar alterações em respostas comportamentais e 

fisiológicas (WARREN et al., 2020). Por exemplo, a exposição de camundongos machos e 

fêmeas ao estresse de testemunha de derrota social, que é considerado um estresse psicossocial, 

induz a comportamentos relacionados à ansiedade e à depressão, como evitação social e 

anedonia, respectivamente (CARNEVALI et al., 2020; IÑIGUEZ et al., 2018; NAKATAKE et 

al., 2020; WARREN et al., 2013, 2020). 

O modelo de derrota social apresenta limitações assim  como qualquer outro modelo 

experimental: o comportamento agressivo do sujeito dominante pode e deve ser interrompido 

por qualquer alteração no ambiente por ele dominado e, tendo em vista esses comportamentos 

pesquisadores devem estar atentos à quantidade de agressão sofrida pelo animal subordinado, 

podendo assim interferir no processo, já que injúrias físicas em excesso, ou seja, quando o 

animal é agredido de forma mais violenta que o normal, uma vez que por ser eticamente 

questionável pois é necessário garantir a segurança e os devidos cuidados aos roedores, as 

mesmas podem causar alteração nas medidas fisiológicas futuramente estudadas, tendo assim 

alteração nos resultado esperados (KRISHNAN; NESTLER et al., 2011). 
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Para avaliação de respostas relacionadas à evitação social, o Teste de Interação Social 

(TIS) permite avaliar o comportamento dos animais em dois momentos: inicialmente, em um 

aparato vazio e, em seguida, no mesmo ambiente, desta vez contendo um alvo social 

(coespecífico) aprisionado numa gaiola posicionada em uma das extremidades do aparato. A 

aproximação do camundongo intruso é utilizada para avaliar a evitação social. Assim, a razão 

da exploração/contato social nestes dois momentos é o parâmetro utilizado para avaliar a 

evitação social (GOLDEN et al., 2011). Já se sabe que ansiedade é uma condição que diminui a 

interação social, uma vez que a intensidade da luz no aparato e a familiaridade do animal com o 

aparato podem ser fatores que posteriormente alterarão o seu comportamento. Com isso 

existem quatro condições em que o teste pode ser realizado: baixa luminosidade, campo 

familiarizado, alta luminosidade e campo não familiarizado (COLCIAGO et al., 2015; 

RICCERI; MICHETTI; SCATTONI, 2016).  

Para avaliação de respostas relacionadas à ansiedade generalizada, o aparato do 

Labirinto em Cruz Elevado (LCE) tem sido amplamente empregado (CAROBREZ; 

BERTOGLIO, 2005). O LCE é usado para se avaliar uma situação de conflito entre o 

comportamento exploratório natural do animal para reconhecer o ambiente e a aversão que 

locais abertos representam, sobretudo pela potencial exposição a predadores ou inimigos 

naturais, onde é possível se avaliar o índice de ansiedade existente (MORATO, 2006; 

PELLOW et al., 1985). O LCE foi validado em termos comportamentais, fisiológicos e 

farmacológicos para ratos (PELLOW et al., 1985) e para camundongos (LISTER, 1987). A 

aversão aos braços abertos do LCE é um sinalizador de ansiedade influenciado por diversos 

fatores como, por exemplo, uma única ou múltiplas exposições ao labirinto (CAROBREZ; 

BERTOGLIO, 2005). 

Adicionalmente, o Campo Aberto (CA) é um importante aparato utilizado não apenas 

para avaliar a atividade locomotora dos animais, mas também para investigar os 

comportamentos relacionados à ansiedade, onde os animais são colocados no centro de uma 

arena com paredes elevadas, sendo assim um processo de avaliação que geralmente envolve o 

confronto forçado do animal ao ambiente novo (WALSH; CUMMINS, 1976). Desta forma, a 

avaliação da emoção obtida através da exploração do ambiente ao qual o camundongo é 

colocado pode ser verificada pela distância percorrida no campo aberto e pelo tempo gasto na 

área central do aparelho, considerada como aversiva para roedores, uma vez que esses animais 

usam a tigmotaxia durante o seu deslocamento em ambientes potencialmente ameaçadores, tal 

qual se caracteriza também o braço aberto do LCE (CHOLERIS, 2001). Os valores de distância 
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percorrida e tempo gasto na área central são, portanto, indicativos indiretos do nível da 

emoção/ansiedade observada.  

O teste de reconhecimento de Objetos (RO) foi um dos primeiros testes pré-clínicos 

desenvolvidos para o melhor entendimento do estudo da memória de reconhecimento em 

animais (MISHKIN, 1978). O teste exige que um sujeito se lembre de um item associado a um 

lugar em particular. Quanto maior o tempo gasto próximo ao objeto novo, depreende-se que o 

animal apresenta memória do objeto familiar, permitindo que se possa testar a memória de 

curto (armazenamento de informação por pouco tempo, por exemplo, segundos ou minutos) e 

longo (armazenamento de informação por um tempo maior, por exemplo, recordada após anos 

ou por toda a vida) prazo (ANTUNES; BIALA, 2012; LUEPTOW, 2017). 

Cabe destacar que, além do aumento de comportamentos relacionados à ansiedade, o 

estresse também influencia o processo de formação de memórias (EAGLE; FITZPATRICK; 

PERRINE, 2013; LI et al., 2012; NAVA-MESA; LAMPREA; MÚNERA, 2013), com efeitos 

sobre o hipocampo (BARKER; WARBURTON, 2011; TUSCHER et al., 2018) e cortéx 

(AKIRAV; MAROUN, 2005; TUSCHER et al., 2018), como possíveis áreas afetadas pelo 

estresse sobre a modulação dos processos mnemônicos. Com base nesta alteração 

comportamental, o teste de  reconhecimento de objetos torna-se uma importante ferramenta 

para se analisar a memória de curta duração (LEGER et al., 2013). 

O Teste do Esguicho de Sacarose (TES) é um paradigma utilizado na investigação das 

respostas relacionadas à anedonia, um dos sintomas presentes no transtorno depressivo (RIZVI 

et al., 2016). A anedonia por definição envolve a diminuição ou ausência da capacidade de 

sentir prazer) (WILLNER 1997), tendo a sua associação com à sensação de fadiga ou perda de 

energia, muita das vezes pela queixa excessiva de um cansaço exacerbado (AROS, 2008; 

PIZZAGALLI,  2014; DEL PORTO, 1999), juntamente com a  diminuição de autocuidado e 

comportamento motivacional, que são sintomas associados a depressão, como por exemplo do 

comportamento de apatia demonstrado por pacientes deprimidos (ISINGRINI et al., 2010; 

MORETTI et al., 2012; ROSA et al., 2014; WILLNER, 2005).  

Considerando as evidências descritas acima, a hipótese levantada por este estudo é que 

camundongos fêmeas ao serem expostas ao estresse psicossocial podem apresentar 

consequências defensiva / emocionais (e.g., respostas relacionadas à ansiedade), cognitivas 

(e.g., memória de curto prazo) e afetivas (e.g., respostas relacionadas à depressão) específicas 

de acordo com a idade. 
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2. OBJETIVO 

Este estudo teve como objetivo investigar a influência da idade sobre as respostas 

emocionais, cognitivas e afetivas de camundongos fêmeas com diferentes idades (adolescentes 

e adultas) submetidas ao estresse por testemunho da derrota social.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1.  Animais  

  Foram utilizados camundongos heterogênicos da linhagem Swiss-Webster, sendo 40 

fêmeas com idades distintas durante o período de testemunho da derrota social, sendo:  

adolescentes com 45-59 dias pós-natal (DPN) e adultas com 90 – 104 DPN (LAVIOLA et al., 

2003). Ainda, o estudo utilizou 20 machos com 46-59 DPN, caracterizados como “intrusos”, e 

10 machos de diferentes idades (mais de 100 DPN), usados como residentes. Todos os animais 

foram provenientes do Centro de Pesquisa e Produção de Animais (CPPA) do Instituto de 

Biotecnologia da UNESP (IBTEC) de Botucatu.  

3.2. Estresse de testemunho da derrota social (ETDS) 

Foi utilizada uma variação do modelo de estresse psicossocial por testemunho 

(IÑIGUEZ et al., 2018), permitindo a exposição simultânea de duas fêmeas ao estímulo 

estressor. Para tanto, animais machos denominados intrusos, foram expostos à caixa-moradia 

de um coespecífico agressivo macho não familiar, denominado residente, enquanto os sujeitos 

experimentais, denominados testemunhas fêmeas, foram confinadas numa gaiola protetora 

durante o encontro entre os machos, a fim de testemunharem a agressão ao intruso e sua 

consequente submissão. O episódio de derrota teve duração de 15 minutos, divididos em três 

fases de 5 minutos cada: inicialmente tanto o intruso quanto as testemunhas foram colocados 

numa gaiola protetora. Na sequência, o intruso foi retirado da gaiola protetora e exposto aos 

ataques do residente, enquanto o episódio foi assistido pelas testemunhas. Na terceira fase, o 

intruso foi então colocado na caixa protetora. As testemunhas permaneceram o episódio todo 

protegidas pela gaiola protetora. Ao final, o intruso e as testemunhas retornaram às suas caixas-

moradia. Os episódios ocorreram por 10 dias (Figura 1). A derrota social é definida pela 

exibição de comportamentos de submissão [e.g., levantar defensivo: elevação do corpo sobre as 

patas traseiras, patas dianteiras estendidas em direção ao agressor, cabeça retraída e orelhas 

arqueadas (MICZEK; THOMPSON; SHUSTER, 1982)]. O grupo controle consistiu em 

animais que passaram pelo testemunho de uma interação não-agressiva (TINA), isto é, o animal 

intruso foi exposto a um camundongo não agressor e familiar, ocasião em que era observado 

por outras duas testemunhas (Figura 2). 
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Figura 1: Representação esquemática de cada uma das fases da sessão de estresse de 

testemunha de derrota social.   

 

  
 

Figura 2: Representação esquemática de cada uma das fases da sessão de interação não 

agressiva.   

 

 

Fonte: Laboratório Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023) 
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3.3. Teste de Interação Social (TIS) 

   No TIS, camundongos fêmeas submetidas ao protocolo ETDS ou TINA foram testadas 

numa arena de interação social, a qual é formada por uma caixa opaca de acrílico de paredes e 

assoalho cinza (42×42×15 cm) que possuía uma caixa de contenção de arame (10×6×15 cm) 

centralizada em uma das paredes. A arena era dividida em uma zona de interação (ZI: área de 

14×24 cm; projetada à 8 cm em torno da caixa de contenção de acrílico) e duas zonas de 

afastamento (áreas mais afastadas da caixa de contenção – medindo 9×9 cm cada, nos cantos da 

arena). Para a avaliação da exploração basal (150 segundos), as testemunhas foram 

individualmente colocadas no centro da arena, voltadas para o lado oposto ao alvo vazio (caixa 

de contenção de arame). Em seguida, o camundongo fêmea testemunha era retirada da arena e 

um camundongo macho não familiar introduzido na caixa de contenção de arame (alvo). Na 

sequência, a testemunha foi colocada novamente na arena por mais 150 segundos para 

avaliação do comportamento de interação social (Figura 3). As sessões foram filmadas e 

gravadas por meio de uma câmera para posterior análise do comportamento. A medida de 

interação social foi calculada como a razão entre o tempo gasto na ZI com o alvo pelo tempo 

gasto na ZI sem alvo.  

 

Figura 3: Ilustração do Teste de Interação Social (TIS). ZA: Zona de afastamento e ZI: Zona 

de Interação. 

 

 

 
 

Fonte: Laboratório Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023). 
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3.4 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

O LCE é um aparato construído com assoalho de madeira e paredes transparentes de 

vidro (braços fechados) e consiste em dois braços abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois braços 

fechados (30 x 5 x 15 cm), unidos ortogonalmente por uma plataforma central comum (5 x 5 

cm), sendo o conjunto elevado 38,5 cm do solo por um suporte de madeira. Os animais ETDS e 

TINA foram colocados com a cabeça voltada para um dos braços abertos, podendo explorar o 

aparato por um período de 5 minutos, quando foram registrados os índices convencionais de 

ansiedade (entradas e tempo gasto nos braços abertos do aparelho) e locomoção (frequência de 

entradas nos braços fechados) (Figura 4). As sessões foram gravadas por meio de um sistema 

de filmagem para posterior análise dos comportamentos, nesse caso, os dados foram analisados 

através de um software nomeado como "X-plo-Rat 2005", desenvolvido pelo grupo de pesquisa 

do laboratório do Dr. Silvio Morato, da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras da 

Universidade de São Paulo, em Ribeirão Preto-Brasil (o software pode ser baixado livremente 

em http://Scotty.FFCLRP.USP.br/X-plo-Rat.html) (TEJADA et al., 2018). 

Figura 4: Representação esquemática do Labirinto em Cruz Elevado 

 

 

Fonte: Laboratório Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023) 

 

 

 

http://scotty.ffclrp.usp.br/X-plo-Rat.html
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3.5. Teste do Campo Aberto (CA) 

O teste do Campo Aberto (CA) consiste na análise da exploração de camundongos ao 

longo de 5 minutos num aparato com base quadrada (42 × 42 × 30 cm) com 16 divisões 

marcadas no assoalho do aparato, onde são avaliados a frequência de cruzamentos (número de 

vezes que o animal cruza as divisões marcadas no chão) e o tempo de permanência na parte 

central do campo aberto em relação ao tempo despendido na periferia. Como mostrado na 

Figura 5, o teste de Campo Aberto consiste na medição do comportamento a qual é provocado 

pela colocação do camundongo em um espaço novo e aberto. O teste de CA é utilizado para se 

avaliar ansiedade e comportamento exploratório de camundongos frente ao ambiente não 

familiar (HIMANSHU et al., 2020).  

Figura 5: Representação esquemática da arena utilizada para realização do teste do Campo 

Aberto (CA).   

 

 
Fonte: Laboratório Neuropsicofarmacologia, Unesp Araraquara (2023) 

 

3.6 Teste de Reconhecimento de Objetos (RO) 

Este teste é baseado na tendência de camundongos explorarem mais objetos novos em 

comparação a objetos já familiarizados, permitindo o estudo da memória nestes animais 

(ENNACEUR; DELACOUR, 1988). O protocolo realizado para o teste foi semelhante ao 

usado em estudos anteriores (CANTO DE SOUZA et al., 2017; PROVENSI et al., 2016) e 

consistiu em três momentos distintos: habituação à arena (42×42×30 cm), seguido por uma 
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sessão de treino (T1) e duas horas depois por uma sessão de teste (T2). Vale salientar, como 

representado na Figura 6, que vinte quatro horas após a habituação, o animal avaliado foi 

submetido a T1 por 5 minutos na presença de dois objetos iguais para a familiarização. Após 

essa sessão, o animal foi retornado a sua gaiola para o período de retenção das informações. 

Duas horas após, no T2, o animal foi recolocado ao ambiente, contendo dois objetos, sendo um 

familiar (F, no formato no de abacaxi) e um novo (N, no formato de pepino) registrando-se o 

seu tempo (t) de exploração de cada objeto ao longo de 5 minutos. O tempo (em segundos) 

gasto pelo camundongo explorando ativamente os objetos foi medido por dois observadores, os 

quais desconheciam a experiência prévia (i.e., condição) dos camundongos (se TINA ou 

ETDS).  A exploração foi definida como cheirar ou tocar objetos com o focinho e/ou patas 

dianteiras. A porcentagem de tempo de exploração em cada objeto foi calculada de acordo com 

a fórmula [%tN ou %tF = tN ou tF/(tN + tF) x 100]. O índice de discriminação (ID) foi 

calculado de acordo com a fórmula [ID = (tN - tF)/(tN + tF)]. Cuidados foram tomados para 

evitar preferência de lugar e estímulos olfatórios, buscando-se alterar de forma aleatória a 

posição dos dois objetos durante a T2, e também limpando-os com álcool a 20% (tanto em T1, 

quanto em T2). 

Figura 6: Representação esquemática do protocolo do teste de reconhecimento de 

objetos. (A) T1 (B) T2 

 

Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia, Unesp Araraquara (2023) 
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3.7 Teste do Esguicho de Sacarose (TES) 

O teste consiste em “esguichar” uma solução de sacarose a 10% no dorso do 

camundongo em uma gaiola. Devido à sua viscosidade, trata-se de um teste onde há um 

estímulo para lambidas da solução adocicada (PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019). 

Após o esguicho, espera-se que o animal faça o autocuidado, e a partir desse primeiro episódio 

demonstrado pelo animal, são registrados a latência da primeira lambida, o tempo e a 

frequência total de lambidas por um período de cinco minutos (Figura 7). A redução no 

comportamento de autolimpeza é considerada como o fenótipo do tipo depressivo (GRIEBEL 

et al., 2002). A distribuição desse comportamento pode ser entre as regiões frontal (patas 

dianteiras, face e cabeça) e caudal (corpo) (NOLLET; LE GUISQUET; BELZUNG, 2013) 

como representado na Figura 6. A execução do protocolo experimental se caracteriza pelo 

período de habituação dos animais ao aparato por cinco minutos, seguido pela realização de 

dois esguichos (volume total 0,75 ml) com a solução de sacarose na região dorsal dos animais. 

Após a identificação do primeiro comportamento de autolimpeza, foram registrados (por meio 

de gravação da imagem) a frequência e o tempo gasto na realização de autolimpeza durante 

cinco minutos.  

Figura 7: (A) Representação esquemática do protocolo utilizado no teste do esguicho 

de sacarose. (B) Movimentos de autolimpeza realizados pelo camundongo 

                                        

A 

 

B 
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Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara, 2023. 
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3.8. Procedimento experimental 

Camundongos fêmeas adolescentes e adultas foram organizadas em 4 grupos, (I) 

adolescentes  foram submetidas a observação de dois camundongos machos realizando 

interação não agressiva (TINA) por dez dias consecutivos e posteriormente passaram pelos 

testes TIS, LCE, CA, RO e TES seguindo a sequência dos testes na ordem estabelecida; (II) 

adolescentes  submetidas ao testemunho de estresse de derrota social (ETDS) e posteriormente 

avaliadas no TIS, LCE, CA, RO e TES; (III) adultas submetidas a observação de dois 

camundongos machos realizando interação não agressiva (TINA), também por dez dias 

consecutivos e posteriormente passaram pelos testes TIS, LCE, CA, RO e TES e (IV) adultas 

submetidas ao testemunho de estresse de derrota social (ETDS) e posteriormente avaliadas no 

TIS, LCE, CA, RO e TES (Figura 8). 

Figura 8: Delineamento experimental do protocolo de testemunho da derrota social. TIS, Teste 

de Interação Social; LCE, Labirinto em Cruz Elevado; TCA, Teste do Campo Aberto; TRO, 

Teste de Reconhecimento de Objetos; TES, Teste de Esguicho de Sacarose. 

 

 

Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023) 
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3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  Os resultados referentes ao TIS e ao TRO foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) de três fatores para medidas repetidas (fator 1: presença ou não do alvo; fator 2: 

condição TINA ou ETDS; fator 3: idade). Os demais resultados foram analisados através da 

ANOVA de dois fatores (fator 1: condição TINA ou ETDS; fator 2: idade). Nos casos de 

significância, as análises foram seguidas pelo teste de comparações múltiplas de Duncan. 

Valores de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos. 

3.10. ÉTICA 

 O protocolo experimental foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas de Araraquara – UNESP, e conduzido seguindo os princípios do 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), recebendo o Protocolo 

CEUA/FCF/CAr. 24/2021. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Camundongos fêmeas adultas apresentam aumento de evitação social quando 

expostas ao ETDS  

 A Figura 9 A e B representam as médias ±EPM do tempo de gasto nas zonas de 

interação nas zonas de interação (ZI) e de afastamento (ZA), respectivamente, na ausência e 

presença do residente não-familiar (alvo), de fêmeas de diferentes idades que testemunharam 

ou não o EDS. A ANOVA de três fatores para medidas repetidas indicou diferença significativa 

para os fatores condição (F(1,36) = 5,50, p=0,02), idade (F(1,36) = 6,33, p=0,02), e interação entre 

os fatores condição × alvo (F(1,36) = 6,12, p=0,02) e idade × alvo (F(1,36) = 6,90, p=0,01), apenas 

na ZI (alvo:  

F(1,36) = 0,77, p=0,39; condição × idade × alvo: F(1,36) = 0,60, p=0,45; ZA - condição: F(1,36) = 

0,26, p=0,61; idade: F(1,36) = 0,04, p=0,84; alvo: F(1,36) = 5,23, p=0,03; condição × idade × alvo: 

F(1,36) = 0,78, p=0,38). O teste post hoc revelou que apenas as fêmeas testemunhas da interação 

não-agressiva adultas exploraram a ZI por mais tempo na presença do alvo (p<0,002). As 

médias ±EPM do índice de interação social estão representadas na Figura 8C. A ANOVA de 

duas vias indicou diferença significativa para o fatores idade e condição, porém sem interação 

entre os fatores (idade: F(1,36) =9,89, p=0,003; condição: F(1,36) = 6,47, p=0,01; condição × idade: 

F(1,36) = 0,35, p=0,56). O teste post hoc de Duncan revelou índice de interação social menor nos 

camundongos adultos submetidos ao ETDS em relação ao grupo controle (TINA adultas) (p 

=0,02). 

Figura 9: Efeito da idade sobre o comportamento de evitação social em camundongos fêmeas 

submetidas ao protocolo de ETDS. (A) Tempo gasto na zona de interação (ZI).  (B)  Tempo 

gasto na zona de afastamento (ZA). (C)  Razão da interação social na ZI. As barras representam 

as médias (±EPM).  *p ≤ 0,05 comparado ao respectivo grupo sem alvo. #p< 0,05 comparado 

ao grupo TINA adulta. TINA, testemunhas de interação não agressiva; ETDS, estresse de 

testemunha de derrota social. 
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Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023) 
 

4.2 Estresse de testemunho da derrota social diminui a exploração dos braços abertos em 

camundongos fêmeas adultas. 

A Figura 10 representa as médias ±EPM do número de entradas nos braços fechados 

(A), da porcentagem de entradas nos braços abertos (B) e da porcentagem de tempo gasto nos 

braços abertos (C) do LCE de camundongos fêmeas de diferentes idades que testemunharam ou 

não o EDS.  A ANOVA bifatorial indicou não haver diferença significativa entre os grupos 

com relação às entradas nos braços fechados (condição: F(1,36) = 0,29, p=0,59; idade: F(1,36) = 

0,04, p =0,84; condição × idade: F(1,36) = 1,56, p=0,20) (Fig. 9A). Com relação às medidas 

porcentagem de entradas (%EBA) e tempo (%TBA) nos braços abertos, a ANOVA indicou 

diferença significativa apenas para o fator condição [%EBA -  condição: F(1,36) = 10,91, 

p=0,002; idade: F(1,36) = 0,01, p =0,91; condição × idade: F(1,36) = 0,14, p=0,72; %TBA -  

condição: F(1,36) = 6,87, p=0,01; idade: F(1,36) = 0,70, p =0,41; condição × idade: F(1,36) = 1,37, 

p=0,25]. O teste post hoc apontou que as fêmeas de ambas as idades expostas ao ETDS 

apresentaram diminuição na %EBA em relação aos seus respectivos controles (p ≤ 0,05). Já com 

relação a %TBA, a diminuição só foi observada nas mais velhas (p = 0,02) (Fig. 10 B e C). 

 

Figura 10: Efeito da idade sobre o comportamento de camundongos testemunhas de EDS e 

expostos ao Labirinto em Cruz Elevado. (A) número de entradas nos braços fechados; (B) 

Porcentagem de entradas nos braços abertos (%EBA); (C) Porcentagem do tempo gasto nos 

braços abertos (%TBA). As barras representam as médias (±EPM).  *p ≤ 0,05 comparado ao 

respectivo grupo TINA. TINA, testemunhas de interação não-agressiva; ETDS, estresse de 

testemunha de derrota social. 
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Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023) 
 

4.3 Estresse de testemunho da derrota social não altera a exploração no CA. 

A Figura 10 representa as médias ±EPM do número total de cruzamentos (A) e do 

tempo gasto no centro (B) do CA de camundongos fêmeas de diferentes idades que 

testemunharam ou não o EDS. A ANOVA bifatorial indicou não haver diferença significativa 

para nenhum dos parâmetros avaliados [Cruzamentos - condição: F(1,36) = 0,42, p=0,52; idade: 

F(1,36) = 1,20, p = 0,28; condição × idade: F(1,38) = 0,07, p=0,80; Tempo centro - condição: F(1,36) 

= 1,69, p=0,20; idade: F(1,36) = 0,00011, p =0,99; condição × idade: F(1,36) = 0,27, p=0,60]. 

 

Figura 11: Avaliação da idade sobre o comportamento de camundongos testemunhas de EDTS  

avaliados no Campo Aberto. (A) total de cruzamentos; (B) tempo gasto no centro do aparato. 

As barras representam as médias (±EPM). TINA, testemunhas de interação não-agressiva; 

ETDS, estresse de testemunha de derrota social. 

 Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia Unesp Araraquara (2023) 
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4.4 O ETDS prejudica a memória de curto prazo de camundongos fêmeas adultas. 

A Figura 11A representa as médias ±EPM da porcentagem do tempo de exploração do 

objeto familiar e do objeto novo de camundongos fêmeas adolescentes e adultas submetidas ou 

não ao ETDS. A ANOVA de três fatores para medidas repetidas indicou interação apenas entre 

os fatores idade × objeto (F(1,36) = 7,68, p=0,009) [condição: F(1,36) = 5,51, p=0,46; idade: F(1,36) 

= 2,64, p=0,11; objeto: F(1,36) = 9,72, p=0,33; condição × idade × objeto: F(1,36) = 2,42, p=0,13]. 

O teste post hoc revelou que as fêmeas do grupo controle adultas exploraram mais o objeto novo do 

que o familiar (p≤0,05). Este perfil comportamental foi corroborado após a análise do índice de 

discriminação onde, a ANOVA bifatorial indicou diferença significativa apenas para o fator idade (F(1,36) 

= 7,68, p=0,009) [condição: F(1,36) = 2,06, p=0,16; condição × idade: F(1,36) = 2,42, p=0,13) e o 

teste post hoc de Duncan revelou que as fêmeas mais velhas do grupo submetido ao ETDS 

apresentaram prejuízo em discriminar os objetos em relação as fêmeas do grupo TINA (p≤0,04) (Fig. 

12B). 

Figura 12: Avaliação da idade sobre o comportamento de camundongos testemunhas de EDS 

avaliados no teste de reconhecimento de objetos. (A) porcentagem do tempo de exploração do 

objeto familiar e novo. (B) índice de discriminação que relaciona o tempo de exploração do 

objeto familiar com o tempo de exploração do objeto novo. As barras representam as médias 

(±EPM).  *p ≤ 0,05 comparado ao objeto familiar do respectivo grupo. #p≤ 0,05 comparado ao 

grupo TINA adulta. TINA, testemunhas de interação não-agressiva; ETDS, estresse de 

testemunha de derrota social. 

 
Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia, Unesp Araraquara (2023) 
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4.5 O ETDS não alterou os comportamentos avaliados no teste do Esguicho de Sacarose. 

Na Figura 13 estão representadas as médias ±EPM da latência para primeira lambida 

(A), o tempo (B) e a frequência (C) de autolimpeza  dos animais que passaram pelo protocolo 

de ETDS e avaliados no teste de esguicho de sacarose. A ANOVA de duas vias indicou que 

não houve diferença significativa nas três medidas avaliadas [Latência (condição: F(1,36) = 0,41, 

p=0,52; idade: F(1,36) = 0,33, p=0,57; condição × idade: F(1,36) = 1,57, p=0,22); Tempo 

(condição: F(1,36) = 0,003, p=0,86; idade: F(1,36) = 0,02, p=0,89; condição × idade: F(1,36) = 0,01, 

p=0,91); Frequência (condição: F(1,36) = 0,27, p=0,61; idade: F(1,36) = 0,45, p=0,51; condição × 

idade: F(1,36) = 0,04, p=0,83)]. 

 

Figura 13: Ausência de efeito da idade sobre o comportamento de camundongos testemunhas 

de EDS de derrota social avaliados no teste de esguicho de sacarose. (A) Latência para início 

do autocuidado; (B) tempo de autocuidado; (C) frequência de autocuidado. As barras 

representam as médias (±EPM). TINA, testemunhas de interação não-agressiva; ETDS, 

estresse de testemunha de derrota social. 

 

 

 
Fonte: Laboratório de Neuropsicofarmacologia, Unesp Araraquara (2023) 
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5. DISCUSSÃO  

   

 O presente estudo investigou a influência da idade sobre as consequências emocionais e 

cognitivas de camundongos fêmeas submetidas ao ETDS. Os achados obtidos confirmam nossa 

hipótese, a medida em que apontam que fêmeas adultas testemunhas da derrota social 

apresentaram aumento de respostas relacionadas à evitação social, ansiedade e prejuízo 

cognitivo em comparação aos grupos com a mesma idade, mas submetidos a observação de 

interação não agressiva. Além disso, os resultados demonstram que estas consequências 

emocionais e cognitivas induzidas pelo ETDS são dependentes da idade, visto que, tais efeitos 

não foram observados em camundongos fêmeas adolescentes.   

A utilização de modelos animais para estudos de doenças neuropsiquiátricas voltados à 

compreensão das reações de defesa tem sido de especial importância para se desvendar os 

mecanismos neurobiológicos subjacentes à ansiedade (RODGERS; JOHNSON, 1995). Neste 

sentido, diversos trabalhos já demonstraram que, animais derrotados e avaliados logo após o 

contato com o agressor, apresentam as alterações fisiológicas e comportamentais semelhantes à 

depressão e ansiedade (BERTON et al., 2007; FRESCA DA COSTA et al., 2023; MOREIRA 

et al., 2016; SANTOS-COSTA et al., 2021). Desta forma, o estresse de derrota social tornou-se 

amplamente utilizado com o objetivo de identificar os mecanismos relacionados às respostas 

defensivas (SIEGFRIED; FRISCHKNECHT; NUNES DE SOUZA, 1990) e sobre os 

parâmetros comportamentais, fisiológicos, e moleculares relacionados ao estresse crônico 

(BERTON et al., 2007; BJÖRKQVIST, 2001; HAMMELS et al., 2015; HUDSON; 

RUSHLOW; LAVIOLETTE, 2018; KEENEY; HOGG, 1999; MACEDO et al., 2018). 

Entretanto, o protocolo de derrota social contém o componente de interação física, em 

que o animal intruso é colocado na caixa moradia do animal residente, que irá atacá-lo durante 

um período pré-determinado (MICZEK; THOMPSON; SHUSTER, 1982). Enquanto alguns 

modelos são constituídos apenas pela fase de ataque físico, outros combinam com uma fase de 

estresse psicossocial, no qual o intruso é separado do residente por uma barreira física, 

assegurando que a exposição a uma situação ameaçadora se dê pelos contatos auditivo, visual, 

olfativo, porém sem a ocorrência de embate corporal (MARTINEZ; CALVO-TORRENT; 

PICO-ALFONSO, 1998). 

Para além dos importantes achados obtidos com o emprego deste protocolo, Golden e 

colaboradores (2011) validaram a utilização do teste de interação social (TIS) para a 

identificação de animais suscetíveis e resilientes ao estresse de derrota social. Neste caso, 
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relacionando a resposta dos sujeitos experimentais a comportamentos de evitação social, uma 

importante característica do transtorno de ansiedade social (DSM, 5ª Edição). Considerando 

que os dados obtidos neste trabalho demonstraram que apenas as fêmeas adultas submetidas ao 

ETDS apresentaram índices de interação social inferiores àqueles das fêmeas submetidas ao 

TINA,  podemos sugerir que enquanto as fêmeas adolescentes mostram-se resilientes a este tipo 

de estressor psicológico as fêmeas adultas apresentam-se suscetíveis.    

 Curiosamente, na avaliação da resposta de evitação social em camundongos machos 

com idade pós-natal de 60 dias (adolescentes), nosso grupo de pesquisa já demonstrou a 

presença de robusta resposta de evitação social, quando estes são intrusos submetidos as 

derrotas (FRESCA DA COSTA et al., 2023; SANTOS-COSTA et al., 2021). Resultados 

semelhantes foram encontrados em camundongos adolescentes, porém não em adultos, que 

testemunharam a derrota social (dados não publicados).   

No presente estudo, também foi observado que apenas as fêmeas adultas apresentaram 

aumento de comportamentos relacionados à ansiedade quando avaliadas no Labirinto em Cruz 

Elevado (LCE). Neste teste, fêmeas adultas submetidas ao ETDS apresentaram diminuição na 

porcentagem de entradas e tempo gasto nos braços abertos do aparato em comparação às 

fêmeas TINA e na mesma idade. Cabe destacar que fêmeas adolescentes também apresentaram 

redução da porcentagem de entradas, porém não de tempo, nos braços abertos do LCE, 

sugerindo que esta faixa de idade pode ser sensível aos efeitos ansiogênicos da exposição ao 

estresse psicossocial. Torna-se também importante destacar que a exposição ao ETDS não 

levou a alterações no número de entradas nos braços fechados do LCE, uma medida 

amplamente utilizada para se avaliar a atividade locomotora de roedores neste tipo de aparato 

(RODGERS; JOHNSON et al., 1995), sugerindo que os efeitos deste tipo de estresse 

psicossocial se mostram seletivos em comportamentos relacionados à ansiedade. A hipótese de 

que o nível de estresse desencadeado em animais expostos ao ETDS não afeta a atividade 

locomotora se mostra apoiada pela ausência de seus efeitos no número de cruzamentos 

apresentados pelos animais ao teste do Campo Aberto. Contudo, há que se destacar a ausência 

de efeitos do ETDS sobre a ansiedade avaliada pelo tempo dispendido no centro do Campo 

Aberto. Tomados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo indicam que os efeitos 

ansiogênicos da exposição ao ETDS são dependentes da idade dos camundongos fêmeas e do 

tipo de teste utilizado para se avaliar esta resposta emocional.  

Embora ainda sejam poucos os estudos da neurociência básica que empregam sujeitos 

experimentais fêmeas, cabe destacar que há demanda crescente para que sejam cada vez mais 
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utilizadas (SHANSKY; MURPHY, 2021). No campo relacionado às psicopatologias, essa 

mudança poderá acelerar esclarecimentos neurobiológicos e ampliar opções de terapêuticas 

farmacológicas mais eficazes para mulheres acometidas por transtornos de ansiedade. 

De modo interessante, alguns trabalhos têm demonstrado a presença de diferenças 

sexuais em respostas relacionadas à ansiedade em roedores submetidos a estressores. Neste 

sentido, Furman e colaboradores (2022) demonstraram que apenas camundongos fêmeas  

apresentaram aumento de respostas relacionadas à ansiedade após serem submetidas ao estresse 

social. Entretanto, estudo conduzido por Doeselaar e colaboradores (2021), também utilizando 

paradigma de estresse social, demonstrou que camundongos fêmeas se mostraram mais 

resilientes em apresentar respostas relacionadas à ansiedade, evitação social e níveis de 

corticosterona,  em comparação aos machos submetidos também a protocolos semelhantes.  

Para além das evidentes diferenças sexuais apontadas com relação a resposta de 

ansiedade decorrente de protocolos de estresse, vale ressaltar os efeitos da idade observados 

nestes testes para as fêmeas. Neste sentido, cabe destacar que o aumento de respostas 

relacionadas à ansiedade em camundongos fêmeas mais velhas já foi observado previamente, 

mesmo em animais que não foram submetidos a estressores. Dado semelhante é observado 

quando são submetidas ao protocolo de estresse crônico variável. Entretanto, vale salientar que 

nesses estudos  os intervalos de idade entre grupos são maiores (LOTAN et al., 2018; NOLTE; 

NOLTE; YAN, 2019). Um importante aspecto sob o ponto de vista translacional refere-se a 

semelhança entre os dados obtidos e as características de prevalência de transtornos de 

ansiedade na população, uma vez que são as mulheres adultas que possuem maior prevalência 

de transtornos de ansiedade em relação aos homens e em comparação a mulheres adolescentes 

(“Global, regional, and national burden of 12 mental disorders in 204 countries and territories, 

1990–2019: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2019”, 2022; 

SANTOMAURO et al., 2021).     

No teste de Reconhecimento de Objetos (RO) foi observado que o grupo TINA adultas 

teve uma resposta diferente em relação aos demais, caracterizado pelo maior tempo gasto na 

exploração ao objeto novo comparado a todos os outros grupos. Desta forma, o grupo de 

fêmeas EDTS adultas apresentou redução do índice de discriminação em comparação ao grupo 

que testemunhou a interação não agressiva, sugerindo um prejuízo cognitivo induzido pelo 

testemunho das derrotas apenas neste grupo. Neste teste, quando o roedor é exposto a um 

objeto familiar e um objeto novo, espera-se um maior tempo de seu contato com o objeto novo, 

indicando a presença de aprendizado e memória (ENNACEUR; DELACOUR, 1988), 
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sugerindo que os resultados encontrados no presente estudo possam estar associados a um 

prejuízo cognitivo induzido pelo ETDS, sobretudo em camundongos fêmeas adultas.  

Diferentes estudos já demonstraram que protocolos experimentais de estresse social são 

capazes de induzir prejuízo cognitivo (BUWALDA et al., 2005; HAN et al., 2017; PFAU; 

RUSSO, 2016). Especificamente, recentes resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa 

demonstraram que camundongos machos intrusos submetidos à derrota social apresentam 

prejuízo cognitivo acompanhado de alterações na atividade neuronal hipocampal (FRESCA DA 

COSTA et al., 2023). Além disso, curiosamente dados preliminares do nosso grupo de pesquisa 

apontam que nos machos o prejuízo cognitivo induzido pelo ETDS ocorre apenas em animais 

adolescentes em comparação ao grupo TINA (dados não publicados).      

Diversos estudos apontam para a presença de diferenças sexuais em roedores machos e 

fêmeas após sessões de estresse, entretanto os achados são diversificados. A exemplo do estudo 

desenvolvido por Luine (2002), em que foi demonstrado que apenas ratos machos apresentam 

déficit cognitivo após sessões de estresse, enquanto as fêmeas demonstraram melhora na 

execução de tarefas. Evidências de que os prejuízos cognitivos desencadeados por estressores 

em animais machos e fêmeas se mostra um tema complexo podem ser encontradas no estudo de 

Agarwal e colaboradores (2020), em que os autores demonstram serem apenas camundongos 

fêmeas prejudicadas aos efeitos do estresse crônico variável em teste de reconhecimento de 

objetos. 

O prejuízo cognitivo relacionado à idade também já foi demonstrado previamente em 

camundongos fêmeas que não foram submetidos a nenhum protocolo relacionado a condições 

de estresse (BETTIS; JACOBS, 2012; FRICK et al., 1999).  Entretanto, Lotan e colaboradores 

(2018) demonstram efeitos opostos relacionados à idade em fêmeas submetidas ao estresse 

crônico variável. Nesse estudo foi observado que enquanto as fêmeas mais velhas apresentaram 

um prejuízo da memória após o estresse, as fêmeas mais jovens tiveram uma melhora da 

performance cognitiva em comparação àquelas que não foram submetidas ao estresse.  

Curiosamente, no presente estudo não foram observadas diferenças entre os grupos das 

fêmeas adolescentes. Além disso, nesta idade elas não foram capazes de discriminar entre os 

objetos novo e familiar, demonstrado pela ausência de diferença significativa no tempo de 

exploração dos dois objetos. Desta forma, sugerimos que com 60 dias pós nascimento as 

fêmeas ainda não possuam maturação encefálica suficiente para a discriminação dos objetos, 

resposta avaliada no teste utilizado.      
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Embora diversos achados na literatura apontem que situações de estresse são capazes de 

induzir respostas relacionadas à depressão em roedores (ANTONIUK et al., 2019; 

VOLLMAYR; HENN, 2003; WILLNER, 2017), no presente estudo não observamos diferenças 

entre os grupos no teste do esguicho de sacarose. Este teste é utilizado para investigar respostas 

de autolimpeza nos sujeitos experimentais, manifestações que estariam diminuídas em razão de 

sua relação com a anedonia e apatia (NOLLET; LE GUISQUET; BELZUNG, 2013; 

PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019), um endofenótipo presente no transtorno 

depressivo (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020; ISINGRINI et al., 2010).  

Cabe destacar que o teste de esguicho de sacarose também não foi sensível para detectar 

alterações comportamentais em camundongos machos intrusos submetidos à dez sessões de 

derrota social (FRESCA DA COSTA et al., 2023). Tal qual, também não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos em animais submetidos a sessões de derrota social no 

teste de preferência a sacarose em camundongos machos jovens (MOURI et al., 2018). 

Entretanto, estudos prévios já demonstraram a presença de diferenças sexuais nas respostas de 

roedores expostos ao teste de esguicho de sacarose, quando precedido de protocolos 

experimentais causadores de diferentes tipos de estresse (FRANCIS-MALAVÉ et al., 2023; 

HODES et al., 2015; MADISON et al., 2022). Assim, embora no presente estudo não tenhamos 

identificado os efeitos do ETDS sobre as respostas relacionadas à depressão, o emprego deste 

teste apresenta-se como uma potencial ferramenta experimental. 

Neste sentido, cabe neste ponto destacar que uma das possíveis causas para esta 

ausência de efeitos no teste de esguicho da sacarose pode ter sido o largo intervalo de tempo 

(i.e., 5 dias) entre a última sessão de derrota e a realização do teste. Com o objetivo de otimizar 

a utilização dos animais, optamos por não realizar grupos independentes, buscando conduzir o 

máximo de testes comportamentais possíveis, partindo da premissa que o efeito de um teste 

sobre o outro fosse mínimo. Tomando este ponto em consideração, o TIS foi conduzido vinte 

quatro horas após a última derrota, assim como descrito em estudos anteriores (FRESCA DA 

COSTA et al., 2023; GOLDEN et al., 2011; SANTOS-COSTA et al., 2021). A principal razão 

do uso do TIS ter sido o primeiro teste comportamental está relacionada a sua relevância na 

identificação de animais vulneráveis ao ETDS. O LCE foi realizado na sequência, por se tratar 

de um teste sensível a prévias manipulações comportamentais (CAROBREZ; BERTOGLIO, 

2005; GRIEBEL et al., 1993; TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). Posteriormente, realizamos 

o Teste do Campo Aberto, visando também como habituação à arena, a qual serviu para a 

condução do Teste de Reconhecimento de Objetos. Desta forma, acreditamos que o número de 
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testes e o tempo decorrido entre o protocolo das derrotas e o TES possa ser uma limitação na 

interpretação de seus efeitos sobre respostas relacionadas à depressão (FILE, 2001).       

Outra limitação observada na análise dos resultados, relaciona-se ao intervalo entre as 

idades dos grupos experimentais. Considerando que diversos estudos apontam para relevantes 

efeitos do estresse no início da vida e na senescência em roedores fêmeas (FRICK et al., 1999; 

LOTAN et al., 2018; NOLTE; NOLTE; YAN, 2019), entendemos que novos trabalhos 

realizados pelo grupo possam explorar os extremos das fases de desenvolvimento e obter 

achados relevantes sobre os efeitos do estresse psicossocial em cada uma delas.  

Para além das investigações em idades mais extremas, entendemos que o presente 

estudo também direciona para que outros trabalhos sejam desenvolvidos com o objetivo de 

esclarecer a neurobiologia envolvida na modulação das consequências do estresse psicossocial. 

Neste sentido, considerando sua função na modulação da ansiedade e cognição, entendemos 

que o Córtex Pré-Frontal medial (CPFm) seja uma estrutura cerebral chave a ser investigada. O 

CPFm apresenta abundantes conexões com outras regiões do cérebro, como o hipocampo, 

BNST e núcleos amidaloides, estruturas que exercem papel fundamental no processamento da 

memória, cognição, tomada de decisão, comportamentos sociais e de humor (KOLB; 

NONNEMAN, 1978; UYLINGS; GROENEWEGEN; KOLB, 2003). Adicionalmente, o CPFm 

está em fase de maturação neuronal durante a adolescência (KLUNE; JIN; DENARDO, 2021; 

KOLB et al., 2012), o que reforça a hipótese de seu papel relevante nos resultados obtidos com 

as fêmeas adolescentes e que não estão presentes em fêmeas adultas.  

Sabe-se que em roedores o cérebro de fêmeas funciona em um meio de mudanças 

químicas cíclicas, que giram em torno da função ao seu ciclo estral, que durante o 

procedimento deste estudo, não foi levado em conta, mas se sabe da existência, sendo um 

possível fator que pode explicar algum dos resultados. Muitos dos hormônios sexuais são 

neuroativos e por isso atuam em receptores de membrana e nucleares. Desta forma, pode ser 

explicar o porquê possíveis alterações em resposta a elevação do eixo HPP de mulheres estão 

relacionadas com a sua maior prevalência de transtornos ansiosos, depressivos e de TEPT 

(OLFF et al., 2007). 

As alterações hormonais ao longo do ciclo dos roedores, podem alterar a resposta ao 

estresse já que ratos e camundongos fêmeas, que por ser vez podem apresentar assim um 

comportamento ansiogênico e maior resposta aos estressores (LOVICK, 2012). 
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Sabe-se também que as fêmeas liberam mais corticosterona em comparação aos machos 

tanto na atividade basal do eixo HPP (CRITCHLOW et al., 1963; MCCORMICK et al., 2005; 

SEALE ET al., 2004) como em resposta ao estresse (RIVIER, 1993) 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o modelo de estresse de 

testemunha da derrota social (TDES) apresenta-se como uma importante ferramenta na 

investigação das consequências afetivas e cognitivas relacionadas ao estresse psicossocial em 

camundongos fêmeas. Além disso, concluímos que a idade em que o sujeito experimental é 

avaliado neste modelo exerce uma importante influência sobre estas respostas, uma vez que 

observamos que apenas as fêmeas adultas apresentaram aumento de respostas relacionadas à 

ansiedade e prejuízo cognitivo após testemunharem as sessões de derrota social.   
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