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RESUMO 

Os seres humanos estão constantemente expostos a diversas fontes de 

estresse, com a mais prevalente atualmente originando-se do ambiente social, 

seja vivenciada diretamente ou observada. A exposição crônica ao estresse tem 

sido associada ao desenvolvimento de transtornos psiquiátricos, como 

depressão e ansiedade. Além disso, o estresse provoca alterações 

morfofuncionais em áreas cruciais do cérebro, incluindo o complexo amidaloide 

e o hipocampo dorsal, estruturas límbicas conhecidas por influenciar respostas 

emocionais decorrentes de situações estressantes. Contudo, evidências 

sugerem que os efeitos do estresse são diferenciados e dependentes de 

variáveis como sexo e idade. Diante desse contexto, este estudo teve como 

objetivo (i) analisar o impacto do estresse de testemunho à derrota social em 

diferentes fases da vida (camundongos Swiss-Webster de 21 dias pós-natal 

(DPN) e 58-60 DPN) nas respostas relacionadas à depressão em camundongos 

machos e fêmeas, avaliando-se indicadores como condição da pelagem, 

construção de ninho, exploração de objeto novo e ganho de peso, e (ii) examinar 

o padrão de ativação neuronal no complexo amidaloide e hipocampo dorsal. 

Para realizar essas investigações, dois experimentos foram conduzidos. No 

Experimento 1, foram explorados os efeitos do estresse em (a) comportamentos 

associados à depressão e (b) na expressão da proteína ΔFosB no complexo 

amidaloide e hipocampo dorsal, utilizando imunofluorescência, em 

camundongos machos e fêmeas expostos ao estresse de testemunha da derrota 

social (ETDS) aos 58-60 DPN. O Experimento 2 seguiu procedimento 

semelhante, porém avaliou o efeito tardio do estresse precoce (camundongos 

expostos ao ETDS aos 21 DPN) sobre (c) comportamentos associados à 

depressão e (d) na expressão da proteína ΔFosB no complexo amidaloide e 

hipocampo dorsal em camundongos machos e fêmeas, sendo essa avaliação 

realizada aos 58-62 DPN. Os principais resultados demonstraram que a 

exposição ao ETDS é capaz de produzir de maneira dependente do sexo e idade 

(i) respostas apáticas (ii) alterações na conduta exploratória, (iii) diminuição no 

peso corporal e uma diminuição do padrão de ativação neuronal no complexo 

amidaloide e hipocampo dorsal, porém somente em fêmeas expostas ao ETDS 

na idade adulta. 



 
 

 

Palavras-chave: Complexo amidaloide. Hipocampo dorsal. Estresse de 

Testemunho Derrota Social. Estresse Crônico. Camundongos. Ativação 

neuronal. 

ABSTRACT 

Humans are constantly exposed to various sources of stress, with the most 

prevalent currently originating from the social environment, whether experienced 

directly or observed. Chronic exposure to stress has been associated with the 

development of psychiatric disorders, such as depression and anxiety. 

Additionally, stress induces morphofunctional changes in crucial areas of the 

brain, including the amygdala complex and dorsal hippocampus, limbic structures 

known to influence emotional responses to stressful situations. However, 

evidence suggests that the effects of stress are differentiated and dependent on 

variables such as sex and age. In this context, this study aimed to (i) analyze the 

impact of social defeat stress at different stages of life (Swiss-Webster mice at 

21 days postnatal (DPN) and 58-60 DPN) on depression-related responses in 

male and female mice, evaluating indicators such as coat state, nest building, 

exploration of a novel object, and weight gain, and (ii) examine the pattern of 

neuronal activation in the amygdala complex and dorsal hippocampus. To carry 

out these investigations, two experiments were conducted. In Experiment 1, the 

effects of stress on (a) depression-associated behaviors and (b) the expression 

of the protein ΔFosB in the amygdala complex and dorsal hippocampus were 

explored using immunofluorescence in male and female mice exposed to social 

defeat stress (SDS) at 58-60 DPN. Experiment 2 followed a similar procedure, 

with the difference being that it assessed the late effect of early stress exposure 

(exposed to SDS at 21 DPN) on (c) depression-associated behaviors and (d) the 

expression of the protein ΔFosB in the amygdala complex and dorsal 

hippocampus in male and female mice, with this assessment being conducted at 

58-62 DPN. The main results demonstrated that exposure to SDS can produce 

sex- and age-dependent responses like: (i) apathetic responses (ii) changes in 

exploratory behavior, (iii) decreased body weight gain, and a decrease in the 

pattern of neuronal activation in the amygdala complex and dorsal hippocampus 

only in females exposed to SDS in adulthood. 

Keywords: Amygdala. Dorsal Hippocampus. Witnessing Social Defeat Stress. 

Chronic Stress. Mice. Neuronal activation. 
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1. INTRODUÇÃO 

O transtorno depressivo é um problema de saúde pública mundial que 

impacta no bem-estar, chegando a ser a quarta causa de morte nas pessoas 

entre os 15 e 29 anos (Organização mundial da saúde - OMS, 2021). De acordo 

com Institute for Health Metrics and Evaluation Global Health Data Exchange 

(GHDx, 2022), aproximadamente 280 milhões de pessoas têm depressão (3,8 

% da população mundial), sendo as mulheres mais afetadas que os homens com 

uma prevalência de 4,54% e 2,96%, respectivamente. 

Diversas evidências apontam que a exposição crônica a situações sociais 

estressantes está altamente correlacionada com o desenvolvimento da 

depressão tanto em humanos como em modelos animais (Alves-dos-Santos; 

Resende; Chiavegatto, 2020; Higashida et al., 2018; Kessler, 1997). Atualmente, 

a forma mais comum de estresse ao qual os seres humanos estão expostos vem 

do ambiente social em que o indivíduo vive no dia a dia. Essas situações 

estressantes geralmente ocorrem em contextos sociais compartilhados, onde 

podem ser vivenciadas diretamente ou através da observação (Almeida, 2005; 

Carnevali et al., 2020; Nakatake et al., 2020a).   

Ao longo da história, têm sido desenvolvidos diferentes modelos animais 

para compreender os efeitos do estresse social. Em roedores, um dos modelos 

de estresse muito utilizado é o da derrota social, que consiste na exposição 

repetida ao estresse físico e psicológico de um animal derrotado (intruso) a um 

agressor (residente) (Tidey; Miczek, 1996). O procedimento de derrota social 

mostrou-se útil para gerar comportamentos relacionados à depressão e 

ansiedade em camundongos (Fresca et al., 2023; Golden et al., 2011; Planchez; 

Surget; Belzung, 2019a; Santos-Costa et al., 2021a; Wood; Bhatnagar, 2015). 

No entanto, apesar de sua alta validação, o modelo de estresse de derrota social 

envolve lesões físicas, as quais podem ser a causa dessas alterações 

comportamentais (Nakatake et al., 2020). Além disso, em sua forma original, o 

modelo dificulta o estudo das respostas comportamentais e fisiológicas em 

fêmeas, devido a sua baixa agressividade entre animais deste sexo, deixando 

assim, um vazio conceitual na população mais afetada pelas doenças de caráter 

afetivo (Harris et al., 2017; Iñiguez et al., 2018; Newman et al., 2019; Takahashi 

et al., 2017; Wang et al., 2022).  
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Pelo fato da maioria das pesquisas serem conduzidas principalmente com 

machos, torna-se comum inferir que o efeito do estresse é homogêneo ao longo 

da vida e indiferente ao sexo. Porém, o efeito do estresse depende de diversos 

fatores que envolvem o tipo e a duração da exposição do agente estressor, a 

idade e o sexo do indivíduo estressado (Babicola et al., 2021; Hodes, 2018; Luo 

et al., 2021). Os modelos animais, especialmente os desenvolvidos para 

roedores, fornecem insights valiosos sobre as características psicobiológicas da 

adolescência, com marcadores comportamentais e neurobiológicos distintos 

observados nos estágios iniciais (DPN 21-34), médios (DPN 34-46) e tardios da 

adolescência (DPN 46-59) (Adriani; Laviola, 2000; Laviola et al., 2003). 

Camundongos na etapa peripuberal exibem respostas únicas ao estresse e à 

novidade, indicativas de mudanças contínuas no desenvolvimento da circuitaria 

neural (Adriani; Laviola, 2000). Estudos neurobiológicos sugerem que a resposta 

do cérebro juvenil ao estresse pode diferir da dos adultos, destacando a 

necessidade de mais pesquisas para elucidar as complexidades do 

desenvolvimento cerebral adolescente (Spear; Brake, 1983). De fato, a 

exposição ao estresse no início da vida e na adolescência, períodos cruciais para 

o desenvolvimento cerebral, tem um efeito prejudicial na estrutura e função do 

cérebro, dano que pode persistir a longo prazo, aumentando o risco de 

desenvolver depressão na idade adulta (Babicola et al., 2021; Dion; Muñoz; 

Franklin, 2022; Shimizu et al., 2020; Torres Muñoz; Franklin, 2022). 

Estudos recentes sugerem ser possível induzir respostas 

comportamentais e fisiológicas em animais expostos tanto diretamente como 

indiretamente ao estresse social crônico (Warren et al., 2020). Por exemplo, 

camundongos machos e fêmeas expostos ao estresse de testemunha de derrota 

social podem apresentar comportamentos relacionados à depressão, tais como 

déficits de ganho de peso, estratégias passivas de enfrentamento, evitação 

social, anedonia e comportamentos relacionados à ansiedade (Carnevali et al., 

2020; Iñiguez et al., 2018; Nakatake et al., 2020; Warren et al., 2013, 2020). 

Além disso, a exposição ao estresse crônico promove alterações 

morfofuncionais em distintas áreas do cérebro, incluindo, o complexo amidaloide 

e o hipocampo dorsal (Flores et al., 2022; Vialou et al., 2014).  Estas estruturas 

possuem papel importante na expressão e modulação de respostas 
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comportamentais, autonômicas e endócrinas frente a situações estressantes 

(Babicola et al., 2021). Sob o aspecto clínico, foi relatado que em pacientes com 

depressão, o volume do complexo amidaloide aumentou nos estágios iniciais da 

depressão e diminuiu quando houve cronificação da doença (Kim et al., 2021; 

Schuhmacher et al., 2012). Do ponto de vista da pesquisa básica, estudos em 

roedores demostraram o papel destas estruturas no medo contextual, 

condicionamento Pavloviano e memória emocional, sendo assim, mediadoras 

dos sintomas-chave da depressão (Hakamata et al., 2021; Radley et al., 2015).  

Uma das formas utilizadas para verificação da ativação de estruturas 

encefálicas envolvidas na resposta ao estresse crônico pode ser conduzida 

através da quantificação da expressão da proteína ΔFosB; um fator de 

transcrição estável da família Fos implicado na modulação da expressão de 

genes envolvidos na depressão, o qual, se  acumula persistentemente por várias 

semanas após exposição repetidas ao evento estressor (Berton et al., 2007; 

Frenois et al., 2007; Gajewski; Turecki; Robison, 2016; Nestler, 2008; Vialou et 

al., 2014).  

Hipótese 

Considerando as evidências apresentadas de que o estresse de 

testemunha de derrota social induz alterações comportamentais e afetivas, e que 

o complexo amidaloide e o hipocampo dorsal desempenham um papel crucial na 

modulação das respostas diante de situações estressantes, a hipótese deste 

estudo prediz que esse protocolo tem a capacidade de modificar as respostas 

comportamentais associadas à depressão (piora no estado da pelagem, 

diminuição no ganho de peso, piora na qualidade da construção do ninho e 

diminuição da interação com um objeto novo). Além disso, nossa hipótese 

também presume que tais modificações estarão correlacionadas com um 

incremento no padrão de ativação neuronal no complexo amigdaloide e uma 

diminuição no hipocampo dorsal, sendo que essas alterações podem variar de 

acordo com o sexo e a idade dos sujeitos experimentais. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a presença de diferenças sexuais em camundongos machos e 

fêmeas submetidos ao protocolo de estresse de testemunha de derrota social 

quando expostos no início da adolescência e na idade adulta sobre (i) respostas 

relacionadas à depressão e (ii) no padrão de ativação neuronal no complexo 

amidaloide e no hipocampo dorsal. 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar o efeito do estresse sobre comportamentos relacionados à 

depressão em camundongos machos e fêmeas expostos ao estresse de 

testemunha da derrota social aos 58-60 DPN. 

2. Avaliar o impacto da exposição precoce ao estresse nas respostas frente 

a um novo estressor na idade adulta, analisando os comportamentos 

associados à depressão em camundongos machos e fêmeas que foram 

submetidos ao estresse de testemunha da derrota social aos 21 dias pós-

natal (DPN). 

3. Investigar a expressão da proteína ΔFosB no complexo amidaloide e no 

hipocampo dorsal em camundongos machos e fêmeas expostos ao 

estresse de testemunha da derrota social em diferentes idades (21 PND 

e 58-60 PND).  

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Sujeitos 

 

 Cento e sessenta e dois camundongos machos e fêmeas da linhagem 

Swiss-Webster (21 DPN e 58-60 DPN) foram adquiridos do “Centro de Pesquisa 

e Produção de Animais – CPPA” da Universidade Estadual Paulista 

(Botucatu/SP). Todos os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de 

Farmacologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara (FCFAr-

UNESP). Os camundongos foram alojados em grupos de 6 por gaiola (41 × 34 

× 16 cm) e os camundongos residentes foram isolados em gaiolas individuais 
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(28 × 17 × 12 cm). Os animais tiveram acesso livre a comida e água (exceto 

durante breves períodos de teste), e foram submetidos a alternância de luz (12h 

claro/12h escuro) em ambiente com temperatura controlada (23 ± 1 ºC). Eles 

foram mantidos em um ciclo claro / escuro de 12 h (luzes acesas às 07:00 h), 

Todos os camundongos intrusos eram ingênuos no início dos experimentos e 

foram usados uma vez. Os camundongos residentes (3-12 meses) foram usados 

mais de uma vez por meio de um esquema de rodízio definido pelo 

experimentador. 

3.2 Estresse de derrota social (EDS) e estresse de testemunha de derrota 

social (ETDS) 

 Conforme representado na Figura 1, foi usado um protocolo similar ao de 

estudos prévios (Golden et al., 2011; Sial et al., 2016) no qual o animal intruso 

foi colocado por 5 minutos em uma gaiola individual perfurada e levado, junto 

com duas testemunhas (macho e fêmea), para a caixa de alojamento do 

agressor (residente). O intruso e as testemunhas tiveram interação auditiva, 

visual e olfativa com o animal residente, mas sem contato físico. Posteriormente, 

o animal intruso foi retirado da gaiola e introduzido na caixa de alojamento do 

agressor por mais 5 minutos para a confrontação. Finalmente, o intruso foi 

colocado de volta na gaiola individual, dentro da caixa de alojamento do agressor 

por mais 5 minutos. As testemunhas permaneceram o episódio todo sem contato 

físico com o residente (apenas visual, auditivo e olfativo). Ao final, o intruso e as 

testemunhas foram transportados para suas caixas-moradia. Este procedimento 

foi repetido por 10 dias consecutivos. No experimento 2, 29 dias após as 10 

sessões de derrota foi realizada a sessão de gatilho. Esta consistiu em expor 

novamente os camundongos intrusos e testemunhas a mais uma sessão de 

derrota (ver Figura 4, na seção 3.7.2).  Vinte quatro horas depois da última 

sessão de estresse foram iniciados os testes comportamentais nas testemunhas 

(ver Figuras 3 e 4, nas seções 3.7.1 e 3.7.2, respectivamente). 

O grupo controle consistiu em animais que testemunharam a interação 

não-agressiva (TINA), isto é, o intruso foi exposto a um camundongo não 

agressor e familiar, enquanto foi observado por outras duas testemunhas 

(seguindo o mesmo protocolo mencionado para a derrota social, porém sem 

confrontação).  
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Figura 1. Representação de A) Protocolo de ETDS. B) Protocolo da interação não agressiva. R, 
residente; I, intruso; TM, testemunha macho; TF, testemunha fêmea; F, camundongo familiar.  
Fonte: Elaboração própria. 

 

3.3 Condição da pelagem 

 Em roedores, a má condição da pelagem tem sido associada à apatia; a 

qual pode ser definida como um déficit em comportamentos orientados a 

objetivos (Cathomas et al., 2015; Planchez; Surget; Belzung, 2019).  O protocolo 

utilizado foi semelhante ao mencionado por Nollet e colaboradores (2013), no 

qual atribui-se à qualidade do pelo um valor numérico entre 0 e 1; 0 se estiver 

em boas condições, 0,5 se moderadamente em más condições e 1 se em más 

condições. Ao final, a pontuação total pode ser conferida pela soma da análise 

de cada área (cabeça, pescoço, dorso, abdômen, patas dianteiras, patas 

traseiras e começo da cauda) com uma pontuação máxima de 7. 

3.4 Construção de ninhos 

A apatia de roedores pode também ser avaliada por comportamentos 

orientados a objetivos, incluindo a construção de ninhos (Cathomas et al., 2015; 

Planchez; Surget; Belzung, 2019). Foi utilizado um protocolo semelhante ao 

descrito por Nollet e colaboradores (2013) (Nollet; Le Guisquet; Belzung, 2013). 

Cada camundongo foi alojado individualmente em uma caixa moradia durante 

24 horas antes do teste e mantido isolado até o final do protocolo. Uma hora 

antes do início do ciclo escuro, um pedaço retangular de algodão incolor e 

inodoro (5 × 7 cm) foi colocado na caixa de alojamento para habituação do animal 

ao objeto. No dia seguinte, 1 hora antes do início do ciclo escuro, o algodão foi 

retirado e um novo pedaço foi colocado na caixa de alojamento. Vinte e quatro 

horas depois, uma foto do ninho completo foi tirada para análise posterior. As 
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pontuações dadas ao estado do algodão, representadas na Figura 2, foram 

valores entre 1 e 5, sendo: 1 para o algodão está intacto, 2 quando parcialmente 

utilizado, 3 quando espalhado, mas não em formato de ninho, 4 quando 

amontoado, mas não há ninho (ninho plano) ou 5 quando amontoado em uma 

"bola" (como um iglu, com ou sem teto). 

 

Figura 2. Representação dos ninhos feitos no teste de construção de ninho. A) Pontuação 1: O 
algodão está intacto. B) Pontuação 2: O camundongo utilizou parcialmente o ninho de algodão. 
C) Pontuação 3: O camundongo espalhou o algodão, mas não construiu um ninho. D) Pontuação 
4: O camundongo reuniu o algodão para formar um ninho plano. E) Pontuação 5: O camundongo 
reuniu o algodão para formar um ninho com paredes. Fonte: elaboração própria.  

3.5 Exploração de objeto novo 

O interesse reduzido na exploração de um estímulo novo pode ser usado 

como indicador de apatia, neofobia ou neofilia, tanto em humanos quanto em 

roedores (Cathomas et al., 2015; Planchez; Surget; Belzung, 2019). Os animais 

foram levados para uma sala equipada com uma câmera, e lá deixados em sua 

caixa de alojamento por 5 minutos para habituação. Posteriormente, um objeto 

desconhecido foi introduzido na caixa de alojamento e o procedimento foi 

gravado por 5 minutos para avaliar a frequência e tempo (em segundos) de 

interação. A exploração do objeto foi definida como ter o focinho do animal a uma 

distância ≤ 2 cm do objeto ou as patas dianteiras sobre o objeto (Heyser; 

Chemero, 2012; Zhou et al., 2018).  Os comportamentos foram registrados 

usando o software “X-plo-rat 2005” (Tejada; Chaim; Morato, 2018). 
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3.6 Imunofluorescência  

Grupos independentes de camundongos foram anestesiados e 

perfundidos com solução salina tamponada com fosfato (PBS), seguida por 

paraformaldeído (PFA) a 4% vinte e quatro horas após a última sessão de ETDS 

ou TINA. Os encéfalos removidos foram pós-fixados em PFA por 1 hora e 

transferidos para uma solução de sacarose a 30% em PBS a 4°C. Após 2 dias, 

os encéfalos foram congelados e mantidos a -80°C até serem fatiados no 

criostato em secções coronais de 30-40 μm de espessura (CM1900, Leica, 

Alemanha). Foi feita uma marcação, com uma agulha, no lado esquerdo dos 

encéfalos para garantir a análise do hemisfério correto. Foram obtidas secções 

coronais que continham o complexo amidaloide e o hipocampo dorsal para o 

ensaio. O protocolo de imunofluorescência foi o mesmo adotado em estudos 

anteriores do Laboratório de Farmacologia da FCFAr-UNESP (SANTOS-COSTA 

et al., 2021;FRESCA et al., 2023). As fatias coronais foram lavadas 5 vezes com 

PBS e, em seguida, incubadas com solução bloqueadora - veículo (soro de cabra 

a 10%; Triton X-100 a 0,3% dissolvidos em PBS) por uma hora à temperatura 

ambiente. Após o bloqueio, as fatias foram incubadas com o anticorpo primário 

de interesse (anti-ΔFosB, Cat. No. EPR15905) em solução veículo por 24 horas 

a 4°C. Após essa incubação, as fatias foram lavadas com PBS por 5 vezes e 

incubadas com um anticorpo secundário (Alexa Fluor 488; ab150077) diluído em 

solução veículo, por 3 horas à temperatura ambiente. Em seguida, as fatias 

foram lavadas com PBS por 5 vezes e transferidas para solução de PB 0.1M e 

montadas em lâminas silanizadas. Na sequência, foram acrescentadas de 2 a 3 

gotas de Fluoroshield MountingMedium + DAPI (Sigma-Aldrich) e seladas com 

lamínula. A imunomarcação foi capturada usando uma câmera microscópica 

Axiocam 503 colorida (Zeiss), acoplada ao microscópio Axio Imager 2 com 

sistema para observação de luz visível (iluminador halógeno, 127V, 100W) e 

marcação epifluorescente (iluminador HXP 120V, filtros com transmitância 430-

750 nm). A quantificação da fluorescência foi realizada no software ImageJ 

(NIH), utilizando a técnica “Corrected total cell fluorescence”. Nesta técnica, o 

programa mede a fluorescência da área definida, entretanto, a fluorescência 

emitida pelo fundo é removida do valor final, realizado conforme descrito 

anteriormente ((Fresca et al., 2023; Santos-Costa et al., 2021). Os valores 

obtidos foram uma média de 3-4 cortes de cada sujeito experimental/área. 
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3.7  Delineamento experimental 

3.7.1 Experimento 1 - Efeito do estresse sobre comportamentos 

relacionados à depressão e na expressão da proteína ΔFosB no complexo 

amidalóide e do hipocampo dorsal de camundongos machos e fêmeas 

expostos ao ETDS aos 58-60 DPN 

Como demostrado na Figura 3, para a obtenção de uma linha de base, no 

dia 0 do protocolo (DPN 58-60) foram registrados o peso e a condição da 

pelagem. Posteriormente, aos 58-60 DPN os animais foram submetidos a 10 

dias de ETDS ou TINA (como descrito no item 3.2). Ao longo deste período foram 

avaliados o peso e a qualidade da pelagem. Nos dias 6, 10 e 20 do protocolo foi 

realizado o teste de exploração do objeto novo (item 3.5). Nos dias 0, 2, 5, 8, 15 

e 20 do protocolo os animais foram pesados. Nos dias 0, 5, 10 e 20 do protocolo 

foi avaliada a condição da pelagem, conforme descrito acima (no item 3.3). O 

teste de construção de ninho foi realizado nos dias 12, 13, 21 e 22 do protocolo 

(como descrito no item 3.4). Devido ao teste de construção de ninho, os animais 

foram isolados no dia 12 e mantidos assim até o final do protocolo (como descrito 

no item 3.4). Para a realização deste experimento os animais foram distribuídos 

em 4 grupos (n ≈ 12/grupo para testes comportamentais e n ≈ 5 para 

imunofluorescência), como descrito abaixo: 

• Grupo 1: Animais submetidos ao ETDS e testes comportamentais.  

• Grupo 2: Animais submetidos ao TINA e testes comportamentais. 

• Grupo 3: Animais submetidos ETDS e, 24 horas depois da última derrota, 

foram anestesiados, perfundidos e os encéfalos coletados para posterior 

análise imuno-histoquímica (conforme o item 3.6). Destaca-se aqui que 

os animais não passaram pelos testes comportamentais para melhor 

clareza de que os resultados encontrados foram devidos à exposição ao 

ETDS. 

• Grupo 4: Animais submetidos ao TINA e, 24 horas depois da última 

interação, foram anestesiados, perfundidos e os encéfalos coletados para 

posterior análise imuno-histoquímica (conforme o item 3.6). Novamente, 
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os animais não foram submetidos aos testes comportamentais pelas 

mesmas razões apresentadas na descrição do Grupo 3.  

 

Figura 3. Delineamento experimental para o experimento 1. Observação: para o experimento 
envolvendo o protocolo de imunofluorescência, os animais foram eutanasiados 24h após a última 
derrota (dia 11). Fonte: Elaboração própria. 

3.7.2 Experimento 2 - Efeito tardio do estresse precoce sobre 

comportamentos relacionados à depressão e na expressão da proteína 

ΔFosB no complexo amidaloide e no hipocampo dorsal de camundongos 

machos e fêmeas expostos ao ETDS aos 21 DPN 

Aos 21 DPN, os animais foram submetidos a 10 dias de ETDS ou TINA 

(como descrito no item 3.2). Depois de 29 dias, no DPN 59, os animais foram 

submetidos a mais uma sessão de ETDS ou TINA (Figura 4). Nos DPN 58 e 60 

foi avaliado o peso e a condição da pelagem (item 3.3). No DPN 60 foi realizado 

o teste de exploração do objeto novo (item 3.5). Nos DPN 61 e 62 foi feito o teste 

de construção de ninho conforme descrito no item 3.4. Devido ao teste de 

construção de ninho, os animais foram isolados no DPN 61 e mantidos assim até 

o final do protocolo (como descrito no item 3.4). Para a realização deste 

experimento os animais foram distribuídos em 4 grupos (n ≈ 12/grupo para testes 

comportamentais e n ≈ 4 para imunofluorescência), sendo:  

• Grupo 1:  Animais submetidos ao ETDS e testes comportamentais.   

• Grupo 2: Animais submetidos ao TINA e testes comportamentais. 
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• Grupo 3: Animais submetidos ao ETDS e, no DPN 60 (24h após o gatilho), 

foram anestesiados, perfundidos e os encéfalos coletados para posterior 

análise imuno-histoquímica (conforme o item 3.6).  

• Grupo 4: Animais submetidos ao TINA e, no DPN 60 (24h após o gatilho), 

foram anestesiados, perfundidos e os encéfalos coletados para posterior 

análise imuno-histoquímica (conforme o item 3.6). 

 

Figura 4. Delineamento experimental do experimento 2. Observação: para o experimento 
envolvendo o protocolo de imunofluorescência, os animais foram eutanasiados 24h após a 
última sessão de ETDS (DPN 60). Fonte: Elaboração própria. 
 

3.8 Análise estatística.  

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), ANOVA 

multifatorial para medidas repetidas (fator 1: condição TINA ou ETDS; fator 2: 

dia; fator 3: sexo). Para os dados obtidos no teste construção de ninhos, foi 

usado o teste estatístico de ANOVA não paramétrica. Nos casos de significância, 

as análises foram seguidas pelo teste de comparações múltiplas de Duncan. O 

valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo. 

3.9 Ética 

 Todos os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram 

conduzidos de acordo com os princípios éticos do Conselho Nacional de 
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Controle da Experimentação Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa local (CEUA/FCF/CAr: 23/2022). 

4. RESULTADOS 

4.1 Experimento 1: A exposição ao ETDS na idade adulta induz 

comportamentos relacionados à apatia, aumentar o tempo de interação 

com um objeto novo e diminuir o padrão de ativação da amídala e do 

hipocampo dorsal de forma específica para o sexo.  

No total, foram utilizados 88 camundongos para este experimento, sendo 47 

machos e 41 fêmeas.    

4.1.1 Condição da pelagem 

 A Figura 5 mostra o efeito do ETDS sobre condição da pelagem em 

camundongos machos e fêmeas. A ANOVA de três fatores para medidas 

repetidas não indicou uma interação entre condição (F1; TINA ou ETDS), dia 

(F2; D0, D5, D10, D20) e o sexo (F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(3,144) = 

1.601, p > 0.05]. Quando comparado por duplas, foi observada uma interação 

entre condição e sexo [F1vsF3(1,48) = 7.779, p < 0.01]. Porém, a análise não 

indicou interações entre condição e dia ou sexo e dia [F1vsF2(1,15) = 0.311, p > 

0.05; F2vsF3(1,15) = 0.001, p > 0.05]. O teste Post hoc de Duncan revelou 

diminuição significativa na qualidade da pelagem do grupo ETDS dos machos 

quando comparados com o grupo ETDS das fêmeas (p < 0.01) e com o grupo 

TINA dos machos (p < 0.01). Além disso, indicou diferenças entre o grupo TINA 

dos machos quando comparado com o grupo TINA das fêmeas (p < 0.01) porém, 

não indicou diferenças entre o grupo ETDS das fêmeas quando comparadas com 

o grupo TINA das fêmeas. Os dados estão apresentados como a média de cada 

animal. 
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Figura 5. Efeito do ETDS sobre o estado da pelagem em camundongos machos e fêmeas 

submetidos ao TINA ou ETDS. Tamanho das amostras: TINAF (n = 13), ETDSF (n = 13), TINAM 

(n = 14), ETDSM (n = 12). **p ≤ 0.01 em comparação com o grupo TINA do mesmo sexo, ##p ≤ 

0.01 em comparação com o mesmo grupo do outro sexo. As barras representam a média e 
pontos de dispersão de cada um dos grupos (±EPM). Fonte: Elaboração própria. 

 

4.1.2 Construção de ninho 

 A Figura 6 representa o efeito do ETDS sobre a qualidade dos ninhos 

construídos pelos camundongos. Foi feito um ranking com os dados, e 

posteriormente uma ANOVA de três fatores para medidas repetidas (ANOVA 

não paramétrica). A ANOVA não paramétrica de três fatores para medidas 

repetidas não indicou interação entre condição (F1; TINA ou ETDS), Dia (F2; 

D13 ou D23) e o sexo (F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(1,48) = 2.178, p > 0.05]. 

Quando comparado por duplas, foi observada interação entre condição e sexo e 

dia e sexo [F1vsF3(1,48) = 4.651, p < 0.05; F2vsF3(1,48) = 4.197, p < 0.05]. Porém, 

não indicou interações entre condição e dia [F1vsF2(1,48) = 0.220, p > 0.05]. O 

teste Post Hoc de Duncan revelou diminuição significativa na qualidade do ninho 

do grupo ETDS das fêmeas quando comparados com o grupo TINA das fêmeas 

e o grupo ETDS dos machos (p < 0.05). Porém, não indicou diferenças entre o 

grupo TINA das fêmeas quando comparado com o grupo TINA dos machos (p > 

0.05).  Independente do grupo, o teste indicou diferença entre machos e fêmeas 

somente no dia 23. Os dados estão apresentados como a média de cada animal. 

 



25 
 

 

 

Figura 6. Efeito do ETDS sobre comportamentos relacionados à depressão avaliados com a 

qualidade do ninho. *p ≤ 0.05 em comparação com o grupo TINA do mesmo sexo, #p ≤ 0.05 em 

comparação com o mesmo grupo do outro sexo. Tamanho das amostras: TINAF (n = 13), ETDSF 

(n = 13), TINAM (n = 14), ETDSM (n = 12). As barras representam a média e pontos de dispersão 

de cada um dos grupos (±EPM). Fonte: Elaboração própria. 

4.1.3 Exploração de objeto novo 

 

A Figura 7 representa o efeito do ETDS sobre o tempo de interação com 

um objeto novo. A ANOVA de três fatores para medidas repetidas não indicou 

interação entre condição (F1; TINA ou ETDS), Dia (F2; D5, D10 ou D20) e o sexo 

(F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(2,96) = 0.431, p > 0.05]. Quando comparado 

por duplas, foi observada interação entre condição e sexo [F1vsF3(1,48) = 4.237, 

p < 0.05]. Porém, não indicou interações entre condição e dia ou sexo e dia 

[F1vsF2(2,96) = 0.801, p > 0.05; F2vsF3(2,96) = 2.108, p > 0.05]. O teste Post Hoc 

de Duncan revelou aumento significativo no tempo de interação do grupo ETDS 

das fêmeas quando comparados com o grupo TINA das fêmeas (p < 0.05). 

Porém, não indicou diferenças entre sexos (TINAF vs TINAM ou ETDSF vs 

ETDSM) ou para o grupo ETDS dos machos quando comparado com o TINA 

dos machos (p > 0.05). Os dados são apresentados como a média de cada 

animal. 
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Figura 7. Efeito do ETDS sobre comportamentos relacionados à depressão avaliados com o 
tempo de interação com um objeto novo. *p ≤ 0.05 em comparação com o grupo TINA do mesmo 
sexo. Tamanho das amostras: TINAF (n = 13), ETDSF (n = 13), TINAM (n = 14), ETDSM (n = 
12). As barras representam a média e pontos de dispersão de cada um dos grupos (±EPM). 
Fonte: Elaboração própria.  

4.1.4 Ganho de peso 

 

 A Figura 8 apresenta o ganho de peso dos camundongos machos e 

fêmeas em diferentes fases do protocolo, incluindo ETDS e isolamento. A 

ANOVA de três fatores para medidas repetidas não indicou interação entre 

condição (F1; TINA ou ETDS), dia (F2; D0 ao D11 ou D11 ao D19) e o sexo (F3; 

macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(1,48) = 1.187, p > 0.05]. Quando comparado por 

duplas, não foram observadas interações entre os fatores condição e sexo 

condição e dia ou sexo e dia [F1vsF3(1,48) = 0.055, p > 0.05; F1vsF2(1,48) = 1.591, 

p > 0.05; F2vsF3(1,48) = 0.193, p > 0.05]. Enquanto aos fatores individuais, não 

foram observadas diferenças significativas para condição, dia ou grupo (p > 

0.05).  
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Figura 8. O ETDS não produz alterações no ganho de peso em camundongos fêmeas (A) 
e machos (B) submetidos ao TINA ou ETDS. Tamanho das amostras: TINAF (n = 13), ETDSF (n 
= 13), TINAM (n = 14), ETDSM (n = 12). As barras representam a média e pontos de dispersão 
de cada um dos grupos (±EPM). Fonte: Elaboração própria. 

4.1.5 Padrão de ativação neuronal (ΔFosB) no complexo amigdaloide  

A Figura 9 representa o efeito do ETDS sobre o padrão de ativação no 

complexo amigdaloide. A ANOVA de três fatores para medidas repetidas não 

indicou interação entre condição (F1; TINA ou ETDS), hemisfério (F2; esquerdo 

ou direito) e o sexo (F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(1,22) = 1.301, p > 0.05]. 

Quando comparado por duplas, foi observada interação entre condição e sexo 

[F1vsF3(1,22) = 5.226, p < 0.05]. Porém, não indicou interações entre condição e 

hemisfério ou sexo e hemisfério [F1vsF2(1,22) = 0.538, p > 0.05; F2vsF3(1,22) = 

0.244, p > 0.05]. O teste Post Hoc de Duncan revelou diminuição significativa na 

fluorescência celular total corrigida (CTCF) do grupo ETDS das fêmeas quando 

comparados com o grupo TINA das fêmeas e com o grupo ETDS dos machos (p 

< 0.05) entretanto, não indicou diferenças entre o grupo TINA das fêmeas 

quando comparado com o grupo TINA dos machos (p > 0.05).  
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Figura 9. A) Fotomicrografias, ampliadas 20 vezes (barra de escala = 100 µm), que ilustram de 

maneira representativa a marcação neuronal positiva para ΔFosB no complexo amidaloide 

esquerdo em camundongos submetidos ao ETDS aos 60 DPN. B) Impacto do Estresse de 

Testemunha de Derrota Social (ETDS) na Fluorescência Celular Total Corrigida (CTCF) do 

complexo amidaloide, em camundongos machos e fêmeas. Tamanho das amostras: TINAF (n = 

8), ETDSF (n = 7), TINAM (n = 4), ETDSM (n = 7). *p ≤ 0.05 em comparação com o grupo TINA 

do mesmo sexo, #p ≤ 0.05 em comparação com o mesmo grupo do outro sexo. As barras 

representam a média e pontos de dispersão de cada um dos grupos (±EPM). BLA, amídala 

basolateral. Fonte: Elaboração própria. 
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4.1.6 Padrão de ativação neuronal (ΔFosB) no giro denteado (DG) e campo 

CA1 do hipocampo dorsal  

A Figura 10 representa o efeito do ETDS sobre o padrão de ativação no 

DG do hipocampo dorsal. A ANOVA de três fatores para medidas repetidas não 

indicou interação entre condição (F1; TINA ou ETDS), hemisfério (F2; esquerdo 

ou direito) e o sexo (F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(1,16) = 0.402, p > 0.05]. 

Quando comparado por duplas, foi observada uma interação entre condição e 

sexo [F1vsF3(1,16) = 4.998, p < 0.05]. Porém, não indicou interações entre 

condição e hemisfério ou sexo e hemisfério [F1vsF2(1,16) = 0.318, p > 0.05; 

F2vsF3(1,16) = 0.101, p > 0.05]. O teste Post Hoc de Duncan revelou diminuição 

significativa na CTCF do grupo ETDS das fêmeas quando comparados com o 

grupo TINA das fêmeas (p < 0.05).  
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Figura 10. A) Fotomicrografias, ampliadas 20 vezes (barra de escala = 100 µm), que ilustram de 

maneira representativa a marcação neuronal positiva para ΔFosB no giro denteado (DG) do 

hipocampo dorsal direito em camundongos submetidos ao ETDS. B) Impacto do Estresse de 

Testemunha de Derrota Social (ETDS) na Fluorescência Celular Total Corrigida (CTCF) no giro 

denteado (DG) do hipocampo dorsal, em camundongos machos e fêmeas. Tamanho das 

amostras: TINAF (n = 6), ETDSF (n = 4), TINAM (n = 4), ETDSM (n = 6). *p ≤ 0.05 em comparação 

com o grupo TINA do mesmo sexo. As barras representam a média e pontos de dispersão de 

cada um dos grupos (±EPM). DG, Giro Denteado. Fonte: Elaboração própria. 

A Figura 11 representa o efeito do ETDS sobre o padrão de ativação no 

CA1 do hipocampo dorsal. A ANOVA de três fatores para medidas repetidas não 

indicou interação entre condição (F1; TINA ou ETDS), hemisfério (F2; esquerdo 
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ou direito) e o sexo (F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(1,16) = 0.006, p > 0.05]. 

Quando comparado por duplas, não indico interações entre condição e sexo, 

condição e hemisfério ou sexo e hemisfério [F1vsF3(1,16) = 0.002, p > 0.05; 

F1vsF2(1,16) = 0.001, p > 0.05; F2vsF3(1,16) = 1.334, p > 0.05]. Enquanto os fatores 

individuais, o teste indicou diferenças significativas entre os hemisférios [F2(1,16) 

= 8.048, p < 0.05]. Não entanto, não foram observadas diferenças para a 

condição ou sexo [F1(1,16) = 0,079 p > 0.05; F3(1,16) = 1.663, p > 0.05]. 
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Figura 11. A) Fotomicrografias, ampliadas 20 vezes (barra de escala = 100 µm), que ilustram de 

maneira representativa a marcação neuronal positiva para ΔFosB no campo CA1 (CA1) do 

hipocampo dorsal direito em camundongos submetidos ao ETDS. B) Impacto do Estresse de 

Testemunha de Derrota Social (ETDS) na Fluorescência Celular Total Corrigida (CTCF) no CA1 

do hipocampo dorsal, em camundongos machos e fêmeas. Tamanho das amostras: TINAF (n = 

6), ETDSF (n = 4), TINAM (n = 4), ETDSM (n = 6). As barras representam a média e pontos de 

dispersão de cada um dos grupos (±EPM). CA1, Campo CA1. Fonte: Elaboração própria. 
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4.2 Experimento 2: A exposição ao ETDS durante a fase peripuberal pode 

desencadear respostas associadas à apatia, reduzir o tempo de interação 

com objetos novos e afetar o ganho de peso de maneira específica 

conforme o sexo, quando os indivíduos são expostos a situações 

estressantes na idade adulta. 

Setenta e quatro camundongos foram usados para este experimento, sendo 43 

machos e 31 fêmeas.    

4.2.1 Condição da pelagem 

A Figura 12 representa o efeito do ETDS sobre a condição da pelagem 

em camundongos expostos ao ETDS aos 21 DPN. A ANOVA de três fatores para 

medidas repetidas não indicou uma interação entre condição (F1; TINA ou 

ETDS), dia (F2; D58 ou D62) e o sexo (F3; macho ou fêmea) [F1vsF2vsF3(1,43) = 

0.765, p > 0.05]. Quando comparado por duplas, não foram observadas 

interações entre condição e sexo, condição e dia ou sexo e dia [F1vsF3(1,43) = 

0.990, p > 0.05; F1vsF2(1,43) = 1.162, p > 0.05; F2vsF3(1,43) = 0.020, p > 0.05]. 

Para os fatores individuais, a ANOVA indicou diferenças significativas para sexo 

[F3(1,43) = 10.234 < 0.01], condição (TINA vs ETDS) [F1(1,43) = 17.274 < 0.01], e 

dia (D58 vs D62) [F2(1,43) = 27.329 < 0.01]. Como o teste não indicou interação 

entre os fatores e, devido a diferencia entre sexos independente dos grupos, foi 

feita uma ANOVA de dois fatores para medidas repetidas para cada sexo 

respectivamente. Para o grupo dos machos o teste ANOVA não indicou interação 

entre os fatores condição e dia. Enquanto aos fatores individuais, indicou 

diferenças significativas para condição e para dia [F1(1,23) = 9.693 < 0.0; F2(1,23) 

= 11.772 < 0.01]. O teste Post Hoc de Duncan indicou piora na qualidade da 

pelagem do grupo ETDS quando comparado com o grupo TINA no PND 58 e 

PND 62 (p < 0.05), além disso, independente do grupo, indicou piora na 

qualidade da pelagem no PND 62 quando comparado com o PND 58 (p < 0.05). 

Referente ao grupo das fêmeas, o teste não indicou interação entre condição e 

dia, porém, evidenciou diferenças significativas para os fatores individuais 

condição e dia [F1(1,20) = 10.124 < 0.0; F2(1,20) = 16.977 < 0.01]. O teste Post Hoc 

de Duncan indicou piora significativa na qualidade da pelagem do grupo ETDS, 

quando comparado com o grupo TINA, porém somente no PND 62. Além disso, 
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a análise indicou piora significativa do grupo ETDS no PND 62, quando 

comparado com ele mesmo no PND 58.  

 

Figura 12. Efeito do ETDS antes e depois de uma exposição a uma sessão de estresse (gatilho 
60 DPN) na idade adulta sobre comportamentos relacionados à depressão avaliados pelo estado 
da pelagem em camundongos machos e fêmeas. Tamanho das amostras: TINAF (n = 10), 
ETDSF (n = 12), TINAM (n = 13), ETDSM (n = 12). **p ≤ 0.01 em comparação com o grupo TINA 
na mesma condição, ##p ≤ 0.01 em comparação com o mesmo grupo no PND 58. As barras 
representam a média e pontos de dispersão de cada um dos grupos (±EPM). Fonte: Elaboração 
própria. 

4.2.2 Construção do ninho 

A Figura 13 representa o efeito do ETDS sobre a qualidade da construção 

do ninho em camundongos expostos ao ETDS aos 21 DPN. A ANOVA de dois 

fatores não indicou interação entre condição (F1; TINA ou ETDS) e o sexo [F2; 

macho(M) ou fêmea(F)] [F1vsF2(1,43) = 0.525, p > 0.05]. Enquanto aos fatores 

individuais, não apresentaram diferenças significativas [F1(1,43) = -0.008, p > 0.05; 

F2(1,42) = 0.176, p > 0.05].  



35 
 

 

 

Figura 13. O ETDS precoce não induz alterações na qualidade do ninho em camundongos 
machos e fêmeas. Tamanho das amostras: TINAF (n = 10), ETDSF (n = 12), TINAM (n = 13), 
ETDSM (n = 12). As barras representam a média e pontos de dispersão de cada um dos grupos 
(±EPM). Fonte: Elaboração própria. 

4.2.3 Exploração de objeto novo 

 A Figura 14 representa o efeito do ETDS sobre o tempo de interação com 

um objeto novo em camundongos expostos ao ETDS aos 21 DPN. A ANOVA de 

dois fatores indicou uma interação entre condição (F1; TINA ou ETDS) e o sexo 

(F2; M ou F) [F1vsF2(1,43) = 5.118, p < 0.05]. Enquanto aos fatores individuais, 

não foram observadas diferenças significativas para condição [F1(1,43) = 2.272, p 

> 0.05] ou sexo [F2(1,43) = 0.016, p > 0.05]. O teste Post Hoc de Duncan indicou 

diminuição significativa no tempo de interação do grupo ETDS das fêmeas 

quando comparado com o grupo TINA (p < 0.05).  
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Figura 14. O ETDS precoce diminui o tempo de interação em camundongos fêmeas. Tamanho 
das amostras: TINAF (n = 10), ETDSF (n = 12), TINAM (n = 13), ETDSM (n = 12). *p ≤ 0.05 em 
comparação com o grupo TINA. As barras representam a média e pontos de dispersão de cada 
um dos grupos (±EPM). Fonte: Elaboração própria. 

4.2.4 Ganho de peso 

A Figura 15 representa o efeito do ETDS sobre o ganho de peso em 

camundongos expostos ao ETDS aos 21 DPN. A ANOVA de dois fatores não 

indicou interação entre condição (F1; TINA ou ETDS) e o sexo (F2; macho ou 

fêmea) [F1vsF2(1,43) = 0.068, p > 0.05]. Enquanto aos fatores individuais, foram 

observadas diminuição significativa no ganho de peso para o grupo ETDS, 

independente do sexo, quando comparado com o TINA [F1(1,43) = 7.109, p < 

0.05]. Não foram observadas diferencias significativas para o fator sexo [F2(1,43) 

= 0.589, p > 0.05].   

 

Figura 15. O ETDS precoce produz alterações no ganho de peso em camundongos fêmeas (A) 
e machos (B). Tamanho das amostras: TINAF (n = 10), ETDSF (n = 12), TINAM (n = 13), ETDSM 
(n = 12). *p ≤ 0.05 em comparação com o grupo TINA. As barras representam a média e pontos 
de dispersão de cada um dos grupos (±EPM). Fonte: Elaboração própria. 
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4.2.5 Padrão de ativação neuronal (ΔFosB) no complexo amidaloide 

A Figura 16 representa o padrão de ativação no complexo amidaloide. A 

ANOVA de três fatores para medidas repetidas não indicou interação entre 

condição (F1; TINA ou ETDS), hemisfério (F2; esquerdo ou direito) e o sexo (F3; 

M ou F) [F1vsF2vsF3(1,11) = 1.953, p > 0.05]. Quando comparado por duplas, não 

foram observadas interações entre condição e sexo, condição e hemisfério ou 

sexo e hemisfério [F1vsF3(1,11) = 1.576, p > 0.05; F1vsF2(1,11) = 0.388, p > 0.05; 

F2vsF3(1,11) = 1.492, p > 0.05].  
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Figura 16. A) Fotomicrografias, ampliadas 20 vezes (barra de escala = 100 µm), que ilustram de 
maneira representativa a marcação neuronal positiva para ΔFosB no complexo amidaloide 
esquerdo em camundongos submetidos ao ETDS aos 21 DPN. B) Impacto do Estresse de 
Testemunha de Derrota Social (ETDS) na Fluorescência Celular Total Corrigida (CTCF) do 
complexo amidaloide, em camundongos machos e fêmeas. Tamanho das amostras: TINAF (n = 
3), ETDSF (n = 4), TINAM (n = 3), ETDSM (n = 5). As barras representam a média (±SEM). BLA, 
amídala basolateral. Fonte: Elaboração própria. 



39 
 

 

4.2.6 Padrão de ativação neuronal (ΔFosB) no giro dentado do hipocampo 

dorsal (DG) e no campo CA1 do hipocampo dorsal (CA1) 

A Figura 17 representa o padrão de ativação no DG do hipocampo dorsal. 

A ANOVA de três fatores para medidas repetidas não indicou uma interação 

entre condição (F1; TINA ou ETDS), hemisfério (F2; esquerdo ou direito) e o 

sexo (F3) [F1vsF2vsF3(1,13) = 0.225 p > 0.05]. Quando comparado por duplas, 

não foram observadas interações entre condição e sexo, condição e hemisfério 

ou sexo e hemisfério [F1vsF3(1,13) = 0.357, p > 0.05; F1vsF2(1,13) = 0.100, p > 

0.05; F2vsF3(1,13) = 0.072, p > 0.05].  
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Figura 17. A) Fotomicrografias, ampliadas 20 vezes (barra de escala = 100 µm), que ilustram de 
maneira representativa a marcação neuronal positiva para ΔFosB no giro denteado (DG) do 
hipocampo dorsal direito em camundongos submetidos ao ETDS aos 21 DPN. B) Impacto do 
Estresse de Testemunha de Derrota Social (ETDS) na Fluorescência Celular Total Corrigida 
(CTCF) no giro denteado (DG) do hipocampo dorsal, em camundongos machos e fêmeas. 
Tamanho das amostras: TINAF (n = 5), ETDSF (n = 4), TINAM (n = 3), ETDSM (n = 5). As barras 
representam a média (±SEM). Fonte: Elaboração própria. 

A Figura 18 representa o padrão de ativação no hipocampo dorsal. A 

ANOVA de três fatores para medidas repetidas não indicou uma interação entre 

condição (F1; TINA ou ETDS), hemisfério (F2; esquerdo ou direito) e o sexo (F3; 
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macho(M) ou fêmea(F)) [F1vsF2vsF3(1,13) = 1.601 p > 0.05]. Quando 

comparado por duplas, não foram observadas interações entre condição e sexo, 

condição e hemisfério ou sexo e hemisfério [F1vsF3(1,13) = 0.086, p > 0.05; 

F1vsF2(1,13) = 0.823, p > 0.05; F2vsF3(1,13) = 1.574, p > 0.05].  
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Figura 18. A) Fotomicrografias, ampliadas 20 vezes (barra de escala = 100 µm), que ilustram de 
maneira representativa a marcação neuronal positiva para ΔFosB no campo CA1 (CA1) do 
hipocampo dorsal direito em camundongos submetidos ao ETDS aos 21 DPN. B) Impacto do 
Estresse de Testemunha de Derrota Social (ETDS) na Fluorescência Celular Total Corrigida 
(CTCF) no CA1 do hipocampo dorsal, em camundongos machos e fêmeas. Tamanho das 
amostras: TINAF (n = 5), ETDSF (n = 4), TINAM (n = 3), ETDSM (n = 5). As barras representam 
a média (±SEM). Fonte: Elaboração própria. 
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5. DISCUSSÃO  

 Os testes comportamentais evidenciaram que o Estresse de Testemunha 

da Derrota Social (ETDS), de forma semelhante a outros tipos de estresse 

psicossocial, induz comportamentos associados à depressão, os quais 

dependem do sexo e da idade. Esses comportamentos são caracterizados pela 

diminuição na qualidade da pelagem, redução na qualidade da construção do 

ninho, diminuição no ganho de peso e alterações no tempo de exploração de um 

objeto novo. Adicionalmente, observam-se alterações no padrão de ativação do 

complexo amidaloide. 

Especificamente, nossos dados demonstraram que a exposição ao ETDS 

na idade adulta (DPN 60) resulta na deterioração na qualidade da pelagem em 

camundongos machos, enquanto a pelagem das fêmeas não apresentou 

mudança significativa. Apesar de as fêmeas não terem exibido alterações na 

qualidade da pelagem, observou-se diminuição na qualidade da construção do 

ninho, um teste associado a respostas apáticas, semelhante à avaliação da 

qualidade da pelagem (Nollet; Le Guisquet; Belzung, 2013). De acordo com isso, 

camundongos machos da linhagem Swiss Webster, quando submetidos ao 

estresse de derrota social, apresentaram deterioração na qualidade da pelagem 

(Fresca et al., 2023). De maneira semelhante, camundongos expostos ao 

estresse crônico leve e imprevisível também exibiram este fenótipo (Nollet; Le 

Guisquet; Belzung, 2013; Planchez; Surget; Belzung, 2019). Adicionalmente, 

(Nguyen et al., 2020) relataram piora na qualidade da pelagem em camundongos 

machos e fêmeas da linhagem 3xTg-AD, que foram expostas ao estresse de 

restrição. Do mesmo modo, camundongos fêmeas da cepa C57Bl/6n expostas 

a um protocolo de derrota social também apresentaram deterioração na 

qualidade da pelagem (van Doeselaar et al., 2021).  

Em relação ao teste de construção de ninho, os resultados parecem ser 

influenciados pelo tipo específico de estresse. Foi observado que os modelos de 

estresse crônico leve e imprevisível resultaram em diminuição na qualidade da 

construção do ninho (Nollet; Le Guisquet; Belzung, 2013). Por outro lado, embora 

modelos de estresse de derrota social não resultem em diferenças na qualidade 

final do ninho, os camundongos estressados apresentam maiores latências para 
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iniciar a conduta (Fresca et al., 2023; Otabi et al., 2016; Otabi; Okayama; Toyoda, 

2020).  

 Ao aprofundar na análise dos fenótipos resultantes do ETDS, notamos 

que a exposição ao ETDS na idade adulta (DPN 60) resulta no aumento do 

tempo de exploração de um novo objeto em fêmeas. É importante destacar que 

não foram observadas diferenças significativas nos machos. A exploração de um 

objeto novo pode indicar neofilia ou neofobia, dependendo do tempo de interação 

(Sheppe, 1966). Diversos estudos relatam que, em condições normais, os 

roedores tendem a preferir explorar objetos ou ambientes desconhecidos em 

comparação com aqueles que são familiares (Casarrubea et al., 2023; Powell et 

al., 2004). No entanto, em contextos de estresse, isto é, em indivíduos com uma 

ativação emocional elevada, verifica-se diminuição desses comportamentos 

exploratórios, fenótipo associado a condutas ansiosas ou depressivas 

(Casarrubea et al., 2023; Fresca et al., 2023; Zhou et al., 2018). Embora esse 

pareça ser o padrão de resposta, esses efeitos podem ser modulados por 

diversos fatores, tais como a espécie, o sexo e o tipo e intensidade do estressor. 

Por exemplo, pardais que foram expostos ao estresse crônico demonstraram 

sensibilidade à intensidade do estressor, o que resultou em um aumento no 

comportamento neofóbico (Beattie et al., 2023).  Por outro lado, os estorninhos 

europeus apresentaram neofobia apenas quando submetidos a um estresse 

agudo. Notavelmente, essa neofobia não foi evidente quando os estorninhos 

foram expostos a um estresse crônico (de Bruijn; Romero, 2021). Em relação 

aos roedores, foi demostrado que uma sessão de estresse prolongado não 

apenas resulta em diminuição na preferência social por novidade, mas também 

dificulta o reconhecimento de um objeto novo em ratos machos da linhagem 

Sprague-Dawley  (Eagle; Fitzpatrick; Perrine, 2013). Em contraste, ratos machos 

da linhagem Wistar Han, expostos ao estresse peripuberal, demonstraram um 

aumento no tempo de interação com um objeto novo (Tzanoulinou et al., 2014). 

De maneira similar, e de acordo com os dados obtidos nesta pesquisa, 

camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6J, quando expostas ao protocolo 

intermitente de ETDS, apresentaram aumento na neofilia conforme avaliado no 

teste da placa perfurada (Martínez-Caballero et al., 2024)  
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Apesar de as alterações corporais decorrentes da exposição ao ETDS em 

camundongos adultos (60 PND), independentemente do sexo, não resultarem 

em mudanças significativas no ganho de peso, os resultados na literatura são de 

fato variados. Assim como em humanos, alguns camundongos exibem aumento 

de peso após serem expostos ao estresse, enquanto outros demonstram perda 

de peso. Por exemplo, camundongos macho expostos ao estresse de derrota 

social apresentaram perda de peso ao longo dos 10 dias da derrota social. 

Posteriormente, esse peso foi recuperado e tiveram aumento de peso quando 

comparados com o controle (Chuang et al., 2010). Consequentemente, um 

protocolo adaptado de estresse por derrota social, especificamente o estresse 

de derrota social subcrônico e leve, resulta em aumento consistente no ganho 

de peso ao longo do experimento (Goto et al., 2014). É interessante notar que, 

um protocolo de estresse social conseguiu produzir diferenças no ganho de peso 

ao dividir os camundongos em “dominantes” e “submissos”. Neste protocolo, os 

camundongos submissos apresentaram aumento no ganho de peso, enquanto 

os dominantes apresentaram diminuição quando comparados ao grupo controle 

(Bartolomucci et al., 2009).  

Na análise de imunofluorescência, evidenciamos que a exposição ao 

ETDS na idade adulta resulta numa diminuição na ativação do complexo 

amidaloide, avaliado pela expressão de ΔFosB (marcador inespecífico estável 

de atividade neural). Curiosamente, esse efeito foi observado apenas em 

camundongos fêmeas. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa indicam 

um aumento na expressão de ΔFosB no complexo amidaloide em camundongos 

machos submetidos ao estresse de derrota social (Fresca et al., 2023). Em 

contraste, o modelo de estresse por separação materna foi capaz de, além de 

reverter os efeitos comportamentais, reduzir o aumento da excitabilidade no 

complexo amidaloide, produzida pelo estresse de derrota social crônico  (Qin et 

al., 2019). Embora nossos resultados pareçam contrários ao relatado na 

literatura, onde, a resposta mais comum da exposição ao estresse crônico 

parece ser uma hiperativação no complexo amidaloide, os dados ainda são 

inconsistentes e dependem de fatores como a intensidade do estressor (Zhang 

et al., 2018). De fato, os efeitos do estresse, tanto no comportamento quanto no 

cérebro, tendem a variar de maneira não linear, geralmente seguindo um padrão 
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que se assemelha a um “U” invertido (Sapolsky, 2015). Por exemplo, o fenômeno 

conhecido como “inoculação do estresse” sugere que a exposição a um 

estressor leve ou moderado pode ajudar a prevenir os efeitos prejudiciais de 

situações estressantes futuras (resiliência), enquanto um estressor de 

intensidade maior pode criar alterações a longo prazo que dificultem lidar com 

futuros estressores (suscetibilidade) (Qin et al., 2019). Além disso, observou-se 

que as atividades de estruturas subcorticais são moduladas, entre outras 

estruturas, pelo córtex pré-frontal medial (CPFm); sendo o CPFm esquerdo 

responsável pela regulação do estresse mediante a inibição do CPFm direito, 

enquanto o CPFm direito estaria ligado à ativação do eixo HPA, desencadeando 

a resposta de estresse (Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008; Fresca et al., 2023; 

Santos-Costa et al., 2021; Victoriano et al., 2020). Sugerimos que essa 

diminuição na atividade do complexo amidaloide seja um possível indicador 

neural de resiliência ao estresse e possa estar acompanhado de uma mudança 

no padrão de ativação de áreas corticais superiores como o CPFm. No entanto, 

a comparação de nossos dados com a literatura está dificultada devido à 

escassez de dados disponíveis em fêmeas. Além disso, faz-se relevante uma 

avaliação detalhada das potenciais diferenças entre os diversos núcleos 

amidaloides. 

De maneira similar, a imunofluorescência do hipocampo dorsal, 

evidenciou que exposição ao ETDS na idade adulta está associada a alterações 

específicas na ativação do hipocampo em fêmeas, com uma diminuição na 

expressão da proteína ΔFosB no DG. No entanto, nos machos, não foram 

observadas alterações, e a área CA1 não parece ser afetada por essa exposição. 

Contudo, os resultados observados nas fêmeas são, de fato, consistentes com 

os efeitos do estresse relatados no hipocampo dorsal, como atrofia dendrítica e 

diminuição na neurogênese hipocampal adulta (Kim; Diamond, 2002; Larosa; 

Wong, 2022). Além disso, são parcialmente congruentes com os dados de nosso 

laboratório, nos quais observamos que camundongos machos expostos ao 

estresse de derrota social demonstram uma redução na atividade do DG no 

hipocampo dorsal, associada a um déficit de memória de curto prazo, como 

avaliado no teste de reconhecimento de objetos (Fresca et al., 2023). Essa 

alteração específica observada apenas no DG das fêmeas pode ser atribuída a 
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diferenças hormonais e sexuais. Por exemplo, estudos têm mostrado níveis 

basais mais elevados de corticosterona plasmática em ratas fêmeas em 

comparação com machos (Marques et al., 2016; Simpson; Kelly, 2012). Assim, 

o hipocampo revelou ser uma estrutura com uma alta densidade de receptores 

corticosteroides, os quais, quando ativados pela corticosterona, demonstraram 

ter efeitos adversos sobre o metabolismo neuronal, a viabilidade celular e as 

funções fisiológicas e a morfologia neuronal (Kim; Diamond, 2002) Enquanto a 

ausência de diferenças na área CA1 pode ser atribuída não apenas à função 

diferencial de cada uma dessas áreas, mas também às vias em que estão 

envolvidas. Neste sentido, o córtex entorrinal possui projeções independentes 

para o DG e o CA1 (Nitz; McNaughton, 2004) vias que, por sua vez, parecem 

estar associadas à memória de trabalho e episódica no caso do DG, e ao 

aprendizado do medo no caso do CA1 (Méndez; Ortega, 2020). Estas diferenças 

sexuais e de áreas já foram relatadas em outros modelos; um modelo de 

camundongos transgênicos para Alzheimer apresentou diferenças notáveis 

relacionadas ao sexo no DG, enquanto na área CA1 não são observadas, sendo 

que as fêmeas exibem um grau mais pronunciado de degeneração em 

comparação com os machos (Alkadhi, 2019; Melnikova et al., 2016). 

Quanto aos resultados do experimento 2, nossos dados demonstraram 

que a exposição ao ETDS na pré-puberdade (DPN 21) produz uma alteração na 

resposta dos camundongos diante de uma nova situação estressante, sem 

evidenciar alterações no padrão de ativação no complexo amidaloide ou 

hipocampo dorsal. No teste da condição da pelagem notou-se deterioração 

significativa na qualidade da pelagem tanto em machos quanto em fêmeas. No 

entanto, diferente dos machos, que apresentaram deterioração na qualidade da 

pelagem antes e depois do gatilho (sessão de ETDS), as fêmeas só mostraram 

essa deterioração após a exposição ao gatilho. No teste de construção do ninho, 

a exposição ao ETDS no DPN 21 não demonstrou diferenças significativas tanto 

para machos quanto para fêmeas. Esses dados parecem estar parcialmente 

alinhados com os achados observados em outros modelos de estresse. Por 

exemplo, um protocolo de separação materna de 10 dias em camundongos 

C57BL/6J foi capaz de produzir respostas associadas à depressão somente 

após uma exposição ao estresse por derrota social na vida adulta (Peña et al., 
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2017). Em contraste, a exposição de camundongos machos e fêmeas da cepa 

C57BL/6J a um protocolo de estresse por separação materna de 3 dias, foi capaz 

de reverter o efeito ansiogênico causado por uma exposição a um estresse 

variado de 3 dias na idade adulta; especialmente em machos (BAUGHER; 

SACHS, 2022). Desta forma, os dados são inconsistentes e, como mencionado 

anteriormente, dependem de variáveis como intensidade e duração do evento 

estressor. 

Em relação à conduta apática, que é definida por Planchez e 

colaboradores (2019) (Planchez; Surget; Belzung, 2019) como uma “deficiência 

no comportamento direcionado a objetivos” e é avaliada nos testes de condição 

da pelagem e qualidade da construção do ninho, nossas descobertas revelam 

diferenças nos fenótipos comportamentais produzidos pelo ETDS, os quais são 

dependentes do sexo e da idade em que foram expostos ao evento estressor. 

Embora ambos os testes avaliem a apatia, é provável que cada teste seja mais 

sensível a um dos sexos: o teste de qualidade da pelagem é aparentemente mais 

sensível para avaliar camundongos machos, enquanto o teste de qualidade do 

ninho parece ser mais sensível na avaliação das fêmeas, sendo mediado pela 

idade de exposição ao estressor como um fator de vulnerabilidade. Apesar das 

semelhanças dos dados apresentados neste estudo com os resultados 

reportados na literatura, a comparação é dificultada pela ausência de dados 

relatados para a construção de ninhos em fêmeas. Além disso, neste estudo, 

não avaliamos a latência para o início da construção do ninho, podendo se 

encontrar a diferença desta variável para iniciar a construção do ninho e não na 

qualidade final, como relatado anteriormente (Otabi et al., 2016; Otabi; Okayama; 

Toyoda, 2020).  

Em relação à exploração de um objeto novo, ao contrário do efeito 

observado na exposição ao ETDS na idade adulta, a exposição ao ETDS na pré-

puberdade (21 dias pós-natal) resulta em redução no tempo de exploração. 

Embora possam parecer contraditórios, nossos resultados do teste de 

exploração de objeto novo destacam a complexa interação dos estressores com 

variáveis como sexo, idade, intensidade e duração do estressor. Assim, 

estressores que parecem mais intensos, como os mencionados anteriormente 

em outros estudos ((Beattie et al., 2023; Eagle; Fitzpatrick; Perrine, 2013) 
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(estresse prolongado, estresse crônico), e a exposição a nosso protocolo de 

ETDS aos 21 DPN, parecem produzir fenótipos de conduta neofóbica; padrões 

comportamentais relacionados com comportamentos depressivos. Em contraste, 

protocolos de estresse mencionados anteriormente e aparentemente menos 

intensos, como o utilizado por (Martínez-Caballero et al., 2024) (protocolo 

intermitente de ETDS), e o nosso protocolo de ETDS na idade adulta, parecem 

produzir fenótipos de conduta de neofilia, fenótipos relacionados ao consumo de 

sustâncias psicoativas.  

Além de provocar mudanças comportamentais, o estresse crônico 

também causa alterações corporais relacionadas ao bem-estar animal. O ganho 

de peso não é apenas um indicador direto do estado do animal, mas também 

reflete indiretamente as variações no comportamento alimentar, um 

comportamento que é frequentemente alterado em episódios depressivos 

(American Psychiatric Association, 2013); alterações associadas a 

comportamentos de apatia e anedonia (Nollet; Le Guisquet; Belzung, 2013). 

Com relação aos nossos dados, observou-se uma redução significativa no ganho 

de peso em camundongos expostos ao ETDS na pré-puberdade (21 PND), 

independentemente do sexo, quando expostos a um estressor na idade adulta. 

Essa diferença provavelmente indica uma maior vulnerabilidade aos estressores 

em estágios iniciais do desenvolvimento, o que pode desencadear uma 

susceptibilidade ao estresse na vida adulta. De fato, uma única sessão de 

estresse de derrota social no início da adolescência parece ser suficiente para 

produzir mudanças comportamentais. No entanto, na idade adulta, são 

necessárias dez sessões para produzir efeito semelhante (Xu et al., 2017). 

Outros dados que sustentam essa hipótese foram apresentados por (Keller et 

al., 2017) onde foi observado que as fêmeas de camundongos da linhagem 

C57BL/6JRccHsd apresentaram perda de peso quando expostas ao estresse 

crônico, sendo a idade um fator de vulnerabilidade.  

Em relação à análise de imunofluorescência, a exposição ao ETDS na 

pré-puberdade não produz mudanças significativas na ativação do complexo 

amidaloide ou hipocampo dorsal, avaliado pela expressão de ΔFosB. É provável 

que esta ausência de diferenças ocorra devido ao momento da avaliação, que 

ocorreu 24 horas após uma exposição a uma sessão de ETDS na idade adulta 
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(DPN 60). De acordo com essa afirmação, foi encontrado que a exposição a um 

modelo de estresse por separação materna produz alterações na expressão de 

mRNA na área tegmental ventral apenas no final do protocolo (17 DPN). No 

entanto, essas alterações não são observadas na exposição a um novo estressor 

na idade adulta (70 DPN) (Peña et al., 2017). Para explicar as diferenças 

comportamentais, sugerimos ser provável que a exposição ao ETDS tenha 

causado uma desregulação no eixo HPA, criando assim, uma vulnerabilidade 

frente ao estresse. A favor desta hipótese, foi demonstrado que a exposição ao 

estresse precoce produz um aumento nos níveis de corticosterona no plasma 

após uma exposição aguda a um novo evento estressante na idade adulta, 

evidenciando assim uma resposta exacerbada do eixo HPA (Uchida et al., 2010). 

Finalmente, apesar de obter resultados quantitativamente semelhantes 

aos da literatura (como se pode visualizar na Tabela 1), é importante destacar 

as diferenças qualitativas nos fenótipos de resposta. Modelos de estresse que 

parecem ser mais intensos, como o estresse físico resultante de derrota social 

ou o estresse crônico leve e imprevisível (Fresca et al., 2023; Nollet; Le Guisquet; 

Belzung, 2013c; Planchez; Surget; Belzung, 2019b) produzem uma alteração 

qualitativamente maior em comparação com modelos de estresse que parecem 

ser mais leves, como o estresse por restrição de 30 minutos (Nguyen et al., 2020) 

ou o ETDS, usado neste estudo. Nesse sentido, estas diferenças qualitativas são 

semelhantes às relatadas na literatura, onde o estresse emocional, considerado 

como menos intenso, produz alterações comportamentais mais sutis quando 

comparado ao estresse físico (Li; Xu; Wang, 2018; Nakatake et al., 2020) 
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Tabela 1. Síntese dos Resultados Obtidos.  

60 PND 

Sexo Peso 
Condição 

pelagem 

Objeto 

novo 

Construção 

ninho 

Complexo 

amidaloide 
DG CA1 

♂ = ↑* = = = = = 

♀ = = ↑ ↓* ↓* ↓ = 

21 PND 

Sexo Peso 
Condição 

pelagem 

Objeto 

novo 

Construção 

ninho 

Complexo 

amidaloide 
DG CA1 

♂ ↓ ↑# = = = = = 

♀ ↓ ↑# ↓ = = = = 

Os símbolos apresentam de maneira sintetizada os resultados principais da 
pesquisa. ↑, Incremento em comparação com o grupo controle; ↓, Diminuição em 
comparação com o grupo controle; *, diferença quando comparado com o 
mesmo grupo do sexo oposto; #, diferença quando comparado com o mesmo 
grupo em outro momento; =, indica ausência de diferenças significativas. 

Fonte: Elaboração própria.  

6 CONCLUSÃO 

O presente estudo destaca a complexidade da resposta de estresse e 

como ela pode variar dependendo do tipo de estressor, intensidade, sexo e do 

estágio de desenvolvimento. De modo geral, observou-se que o modelo de 

ETDS é eficaz para estudar as complexas interações organismo-ambiente 

relacionadas ao estresse, representadas por uma curva em forma de “U” 

invertida. Nossos dados demonstram que a exposição na idade adulta, embora 

tenha sido capaz de produzir alterações comportamentais relacionadas à 

depressão dependentes do sexo (qualidade da pelagem e construção do ninho), 

estas foram qualitativamente menores quando comparadas com outros tipos de 

estresse mais intensos. Além disso, evidenciamos de maneira dependente do 

sexo sinais de resiliência frente ao estresse, como menor ativação do complexo 

amidaloide (um indicador neural de resiliência) e um aumento na interação com 

um objeto novo. Em contraste, a exposição ao ETDS na pré-puberdade 

evidencia que, junto com o sexo, fatores como a idade modulam essa interação 

entre o evento estressor e o organismo, provocando efeitos comportamentais 

mais intensos, como: diminuição no ganho de peso, alterações na qualidade da 

pelagem e diminuição da interação com um objeto novo. Embora algumas 
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diferenças mediadas pelo sexo permaneçam, parece que quanto mais intensa 

for a relação entre o estressor e o organismo, os fenótipos comportamentais se 

tornam mais homogêneos. Porém, quando a interação entre o estressor e o 

organismo é menos intensa, tornam-se mais evidentes as diferenças nos efeitos 

do estresse, influenciadas pelo sexo. 
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