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RESUMO

A prevaléncia e incidéncia dos transtornos mentais comuns Sao maiores no sexo
feminino, entretanto, a maioria das pesquisas em neurociéncia utiliza animais
experimentais machos. Diferencas sexuais neuroquimicas e de comportamento em
resposta a diversos estressores ja foram observadas tanto em animais
experimentais quanto em humanos. Assim, este trabalho teve como objetivo
descrever e comparar dois protocolos de estresse cronico de derrota social (ECDS),
adaptados para machos e para fémeas, e analisar o comportamento de ambas as
coortes quando submetidos a testes para avaliacdo de comportamentos emocionais.
No total, foram utilizados 37 camundongos C57BL/6 (machos n=20, fémeas n=17),
dos quais 10 machos e 9 fémeas foram submetidos ao protocolo de ECDS.
Enquanto que os machos exibiram coping ativo ao longo dos 10 dias de ECDS, as
fémeas demonstraram reducdo gradual das estratégias ativas, dando énfase em
posturas passivas. O teste de interacdo social revelou um prejuizo no
comportamento social nos machos, mas ndo nas fémeas, observado pela reducéo
no indice de interacdo social e pelo aumento do tempo despendido nas zonas de
canto, sugerindo um comportamento de esquiva social. Os resultados dos testes de
comportamento emocional demonstraram que as fémeas expostas ao ECDS
exibiram um aumento na laténcia para e imobilidade no teste de suspensdo pela
cauda. Além disso, as fémeas expostas ao ECDS exibiram comportamento tipo-
ansioso no teste do campo aberto, explorando a area central e mais exposta do
aparato por mais tempo que o grupo controle. Contudo, o ECDS n&o afetou a
atividade locomotora no campo aberto ou a exploracédo no labirinto em cruz elevado
em fémeas. Nos machos, ndo foram observados efeitos do ECDS nos testes que
avaliaram locomocdo e comportamento emocional, como o teste do campo aberto,
teste de suspensao pela cauda e labirinto em cruz elevado. Foi observado neste
trabalho que machos e fémeas apresentaram estratégias diferentes de coping
durante o ECDS. Além disso, o ECDS afetou o comportamento social dos machos,
mas ndo o das fémeas, e afetou o comportamento emocional das fémeas, mas nao
dos machos. O que reforca a necessidade de mais estudos para compreender como
0s estressores afetam ambos 0s sexos.

Palavras-chave: diferencas sexuais; performance cognitiva; transtornos mentais.






ABSTRACT

Prevalence and incidence of common mental disorders are higher in females,
however most neuroscience research uses experimental male animals. Sex
differences in behavioral and neurochemical responses to different stressors have
already been observed in both experimental animals and humans. Therefore, this
study aimed to objective to describe and compare two protocols of chronic stress of
social defeat (CSDS) adapted for males and for females, and to analyze the behavior
of both cohorts when submitted to tests to evaluate emotional behaviors. In total, 37
C57BL/6 mice (males n=20, females n=17) were evaluated, of which 10 males and 9
females were submitted to the ECDS protocol. Males exhibited active coping
throughout the 10 days of ECDS, while females showed a gradual reduction in active
strategies, emphasizing passive postures. The social interaction test revealed an
impairment in the social behavior in males, but not in females, observed by the
reduction in the social interaction index and by the increase in the time spent in the
corner zones, suggesting a social avoidance behavior. Results of emotional behavior
tests demonstrated that females exposed to CSDS exhibited an increase in latency
to immobility in the tail suspension test. In addition, females exposed to CSDS
exhibited anxious-like behavior in the open field test, exploring the central and most
exposed area of the apparatus for longer periods than the control group. However,
CSDS did not affect locomotor activity in the open field or exploration in the elevated
plus maze in females. In males, no CSDS effects were observed in tests that
evaluated locomotion and emotional behavior, such as the open field test, tail
suspension test and elevated plus maze. It was observed in this work that males and
females presented different coping strategies during CSDS. Furthermore, CSDS
affected the social behavior of males but not of females, and it affected the emotional
behavior of females but not of males. This reinforces the need for more studies to
understand how stressors affect both sexes.

Keywords: sex differences; cognitive performance; mental disorders.
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1INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, os “transtornos mentais
comuns”, como os o transtorno depressivo maior e os transtornos de ansiedade,
estdo entre as principais causas de incapacitacdo de pessoas ao redor do mundo. A
partir de 2015, foi demonstrado que o transtorno depressivo maior representou 7,5%
de todas as causas de incapacitacao, ja os transtornos de ansiedade, 3,4% (WHO,
2017). Conforme o estudo de Vos et al. (2020) sobre a classificagdo da incidéncia,
prevaléncia e mortalidade de algumas das doencas que mais prejudicaram a
qualidade de vida humana, verificou-se que o transtorno depressivo maior esta entre
as cinco principais causas de incapacitacao de adolescentes de 10 a 24 anos, entre
as dez para jovens adultos de 25 a 49 anos e entre as quinze para adultos de 50 a
74 anos; ja os transtornos de ansiedade, entre as dez causas de incapacitacdo em
adolescentes e entre as quinze para jovens adultos.

O transtorno depressivo maior pode ser caracterizado pelos sintomas de
tristeza persistente, perda de interesse em atividades usuais, prejuizo na
concentracdo e qualidade de sono, alteracdes cognitivas e, conforme o agravamento
do sintomas, pode haver o impeto a automutilacdo; os transtornos de ansiedade
incluem um grupo mais heterogéneo de condi¢cfes clinicas, mas que podem ser
caracterizadas pela sensacdo de preocupacdo excessiva, dificuldade de se
concentrar, recordar informacdes ou dormir, além da sensacdo de cansaco e de
prejuizo na realizacdo de tarefas rotineiras (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013; WHO, 2020). A intensidade dos sintomas difere conforme o
avanco da doenca e a presenca de comorbidades (VIGO, 2016; WHO, 2020).

O aumento da incidéncia e prevaléncia dos transtornos mentais comuns
(VOS et al.,, 2020), pertencentes a categoria das doencas ndo-comunicaveis —
doencas crbnicas cujo desenvolvimento se da em um processo longo e como
resultado de fatores genéticos, influéncias socioambientais e/ou fatores
comportamentais (WHO, 2013; BUDREVICIUTE et al., 2020) —, atraiu pesquisadores
para que se pudesse entender quais processos neuroldgicos estdo envolvidos no
desenvolvimento desses transtornos (SACCHETTI et al., 2005; MYERS e DAVIS,
2007; IZQUIERDO et al., 2016).

Com observacdes clinicas associadas a experimentacdo animal, constatou-

Se uma relagéo intima entre transtornos mentais e eventos estressores. O estresse é



17

considerado como principal fator ambiental envolvido na progressao dos transtornos
psiquiatricos e tem sido utilizado como modelo para promover alteracdes
comportamentais, coincidentes as observadas nos transtornos mentais comuns, em
modelos animais (VIANA et al., 1994; POLLAK et al., 2010; FURMAN et al., 2022). O
estresse intenso ou crénico é capaz de prejudicar os mecanismos de retroinibicdo do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA; Figura 1), uma rede essencial para as
respostas ao estresse (VASCONCELOS et al.,, 2015), em que a hiperativacéo e
consequente aumento de glicocorticoides (GC) pode favorecer a patogénese do
transtorno depressivo maior (HOLLIS et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015) e
outros efeitos adversos na saude (SWARBRICK et al., 2021).

Figura 1: Eixo HPA
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Representacao da resposta do eixo HPA aos estressores. Os estimulos sensoriais do
sistema nervoso central interagem com receptores de neurdnios hipotalamicos, estes, por sua vez,
séo estimulados a produzir CRH (hormdnio liberador de corticotrofina). O CRH atua na estrutura
imediatamente abaixo do hipotadlamo, a pituitaria, que, ao interagir com o referido horménio, produz
ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico). O ACTH é liberado na corrente sanguinea, ao alcancar as
glandulas adrenais, acima dos rins, estimula as estruturas a produz glicocorticoides, dentre os quais o
cortisol. O organismo, enquanto em estado de estresse, mantém o eixo HPA ativado. Conforme os
niveis de cortisol circulante aumentam, receptores de neurdnios hipocampais e hipotalamicos
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interagem com o glicocorticoide e, em um mecanismo de feedback negativo, inibem a producéo de
mais cortisol.

A fim de tracar um perfil dos fatores que mais prejudicam a saude de uma
populacdo, diversos estudos revelaram maior prevaléncia e incidéncia dos
transtornos depressivos e de ansiedade no sexo feminino, além de outras doencgas
nao comunicaveis (OTTE et al., 2016; WHO, 2017; JAMES et al., 2018; VOS et al.,
2020). Pesquisas em laboratorio demonstraram outras diferencas sexuais na
performance de roedores machos e fémeas, por exemplo, van Haaren e van de Poll
(1984a) evidenciaram que ratos Wistar exibem dimorfismo sexual na laténcia para
reentrar em um compartimento onde receberam choques (protocolo de esquiva
passiva), em que machos passam a evitar o compartimento a partir da terceira
sessdo, ao contrario das fémeas, cuja laténcia s6 aumentou a partir da nona. Os
mesmos autores ainda observaram que, através de um protocolo diferente de
esquiva passiva, um numero maior de ratos Wistar fémeas evitaram o estimulo
aversivo luminoso em relacdo a coorte dos machos (VAN HAAREN e VAN DE
POLL, 1984b). Outros estudos observaram diferenca sexual dos efeitos da
administracdo de fluoxetina logo apdés o desmame de ratos Wistar, em que o0
farmaco pode estar associado a um aumento da memoria de medo, mas que se
administrado durante a adolescéncia, a esquiva passiva das fémeas é melhorada
(SAKHAIE et al., 2020).

1.1 ESTRESSE, RESILIENCIA E SUSCETIBILIDADE

Um estressor pode ser interpretado como tudo aquilo que promove alteracdes
fisiolégicas no organismo de um individuo (MCEWEN, 2000), como por exemplo ter
problemas de saude, discutir com colegas, atrasar uma tarefa, perder o emprego,
envolver-se em conflitos fisicos, experienciar isolamento social, separar-se dos pais,
sofrer abusos, etc. Entretanto, nem todo estresse representa um fenbmeno de
impacto negativo, o desafio cognitivo que um estressor confere aos animais,
humanos ou nédo, também pode ser concebido como experiéncia num momento
futuro (OSORIO et al., 2016). Além disso, os estressores sdo percebidos de
maneiras diferentes pelos seres vivos, tendo em vista que o cérebro é responsavel
pelas interpretacdes de mundo e que 0s eventos externos exercem influéncias sobre

0 Orgao, também, cada individuo pode se valer de diferentes estratégias para lidar
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com esses eventos (MCEWEN, 2000; OSORIO et al., 2016; OTTE et al., 2016;
DANTZER et al., 2018).

Em relacdo as estratégias que podem ser recorridas para lidar com os
eventos estressores, dependendo da natureza delas, o individuo pode ser
classificado como resiliente ou suscetivel ao estresse. Denomina-se resilientes
agueles que sao capazes de reestabelecer a homeostasia — 0s parametros
fisiologicos vitais para um funcionamento eficiente do organismo — através da
alostase — conjunto de processos que restauram a homeostasia — apos ter sido
submetido a um evento estressor, 0 que promove um impacto positivo sobre a
relacéo do individuo com o meio (MCEWEN, 2000; OSORIO et al., 2016). Apesar de
0S mecanismos nao serem completamente conhecidos, sabe-se de alguns fatores
que estao envolvidos na resposta resiliente de um animal, por exemplo a epigenética
(OSORIO et al., 2016), sistema imunolégico (OTTE et al., 2016; MURROUGH e
RUSSO, 2019), coping ou estratégias de enfrentamento, microbiota (DANTZER et
al., 2018) e plasticidade neural (CATHOMAS et al., 2019; TSYGLAKOVA, 2019).
Uma caracteristica que foi observada em individuos resilientes é a downregulation
(inibicdo da transcricdo) do cluster miR-106b~25 em camundongos knockout
(camundongos geneticamente modificados para ndo expressar proteinas
especificas), em que a inibicdo ou reducédo da atividade epigenética de um grupo de
microRNAs especificos conferem resiliéncia ao organismo (PFAU et al., 2019).

Ja os individuos de perfil suscetivel sdo aqueles que, ao enfrentar situacdes
de estresse ou trauma, exibem comportamentos tipo-ansioso ou -depressivo em
virtude da caréncia ou laténcia de respostas alostaticas para retomar a homeostasia,
por exemplo a anedonia (perda de interesse em atividades que outrora foram
prazerosas), afastamento social e/ou perda do comportamento de auto cuidado
(CATHOMAS et al., 2019; TSYGLAKOVA, 2019). Em individuos suscetiveis,
constou-se elevada ativacdo de neurénios dopaminérgicos do sistema mesolimbico,
reducdo da neurogénese hipocampal (CATHOMAS et al., 2019; REUS et al., 2017),
elevados niveis de corticosterona plasmatica, no caso de roedores (TSYGLAKOVA,
2019), e de leucdcitos circulantes momentos antes de vivenciar o estresse (HODES
et al.,, 2014). A fim de compreender os mecanismos envolvidos na resposta ao
estresse, diversos modelos animais foram projetados para estudar a resiliéncia e
suscetibilidade aos eventos estressores, como por exemplo o teste de derrota social,

de exploracdo do campo aberto, privacdo do cuidado materno nas fases iniciais da
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vida, teste do labirinto em cruz elevado, da suspenséo pela cauda e do nado forcado
(CATHOMAS et al., 2019).

1.2 COVID-19 E OS TRANSTORNOS MENTAIS COMUNS

No dia 11 de Marco de 2020, através de veiculos de comunicacgao, o diretor
geral da Organizacdo Mundial da Saude reconheceu a pandemia pelo novo
coronavirus (SARS-CoV-2), que j4 afetava a cidade de Wuhan, China, desde 31
Dezembro de 2019 (WU et al., 2020). Em decorréncia das medidas de seguranca
para evitar o alastramento do virus, a rotina da populacdo mundial teve de ser
modificada repentinamente (HAWES et al., 2021). Até a presente data, cerca de 567
milhbes de casos foram confirmados no mundo inteiro, nidmero que segue
crescendo desde 2019 (WHO, 2022). Além dos impactos do isolamento e
distanciamento social, quarentena, rigorosidade da higienizacao pessoal, de objetos
e ambientes, a populacdo ainda sofreu com a infeccéo propriamente dita, ao assistir
individuos infectados, com o luto e preocupacdes financeiras (HAWES et al., 2021).

O novo coronavirus representa um novo estressor para a rotina da
populacdo. Foi visto que as medidas tomadas para impedir a dispersdo do virus
impactaram a saude mental da populacédo. Criancas, adolescentes e jovens adultos
exibiram um aumento dos sintomas tipo-depressivos e -ansiosos em decorréncia das
medidas de prevencdo da disperséo do virus (HAWES et al., 2021; SNIADACH et
al., 2021). O fechamento das escolhas e comércio, acompanhado do isolamento e
distanciamento social, quarentena, inseguranca financeira, cessao total ou reducéo
dos ganhos econdmicos de diversas familias intensificou os sintomas caracteristicos
dos transtornos mentais comuns. Quando verificada a incidéncia desses sintomas
nos sexos masculino e feminino, constatou-se que o aumento foi maior no sexo
feminino (HAWES et al., 2021). Observou-se que mulheres jovens, solteiras, com
pouca experiéncia profissional ou que ocupam cargos diretamente relacionados com
o tratamento de pacientes infectados com 0 SARS-CoV-2 séo fatores associados ao

aumento de sintomas tipo-depressivos e -ansiosos (ELBAY et al., 2020).

1.3 ESTRESSE CRONICO DE DERROTA SOCIAL (ECDS)
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Considerando que os transtornos mentais que acometem os seres humanos
ndo podem ser completamente simulados em animais experimentais, utiliza-se
protocolos de estresse que promovam alguns comportamentos tipo-depressivos e -
ansiosos coincidentes entre as espécies para que esses possam ser estudados
(DALLA et al., 2009). O estresse social € comum entre os vertebrados (ZAYAN,
1991), no ser humano, pode corroborar o desenvolvimento de transtornos mentais,
por exemplo os de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013),
ao promover estresse comportamental em virtude da sensacdo de medo e
antecipacdo ou sofrimento fisico propriamente dito, resultando no estresse
psicolégico (ZAYAN, 1991). Assim, modelos de estresse social sdo interessantes
para avaliar os impactos da derrota sobre outros parametros comportamentais —
laténcia para escapar de uma situacdo aversiva (FURMAN et al., 2022), laténcia
para imobilidade durante o nado forcado (HODES et al., 2015) e suspensédo pela
cauda, ou indice de interacéo social (FURMAN et al., 2022).

O interesse pela compreensdo dos impactos do conflito social sobre um
organismo vem de longa data (SCOTT, 1946), ha décadas, diversos protocolos de
estresse cronico de derrota social (ECDS) foram padronizados (HOLLIS e KABBAJ,
2014), sendo todos eles baseados no paradigma do residente-intruso, em que um
animal residente demonstrara forte apelo para defender seu territério de um intruso
(de outra linhagem, ou ndo), para tal, ird ataca-lo até que se estabeleca uma
hierarquia, sendo o camundongo residente dominante e o intruso, submisso; o
paradigma foi construido baseado na utilizacdo de camundongos machos tanto
como residente quanto intruso (ZAYAN, 1991; OLIVIER e MOSS, 1992; KOOLHAAS
et al., 2013; HOLLIS et al., 2014; BEERY e KAUFER, 2015; SCHEGGI et al., 2018).

Quando projetado para a utilizagdo de animais experimentais do sexo
feminino, o protocolo de ECDS contempla algumas limitacdes, a mais fundamental é
a dificuldade em garantir uma consisténcia de interacdes agressivas por parte dos
camundongos residentes, uma vez que o comportamento natural € de ndo atacar
individuos fémeas (BENUS et al., 1990; Harris et al., 2018; KUSKE e TRAINOR,
2021). Considerando que a interacdo agressiva com contato fisico representa um
risco tanto para o agressor quanto para a vitima, quando se submete fémeas a
derrota social é interessante considerar parametros comportamentais que envolvem

nao apenas ataques com mordidas, mas também as persegui¢cbes, grooming,
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investidas, tentativas e montas propriamente ditas, além de demonstracbes de
dominancia (KOOLHAAS et al., 2013; VAN DOESELAAR et al., 2021).

Alguns protocolos foram desenvolvidos baseados na inducdo sensorial de
agressao ao impregnar os camundongos fémeas com urina de individuos machos
(HARRIS et al., 2017; TAKAHASHI et al., 2017) e pela utilizacdo de camundongos
residentes cujo comportamento agressivo € induzido pelo cruzamento entre
linhagens transgénicas, em conjunto a administracdo de farmacos (TAKAHASHI et
al., 2017; YIN et al., 2019). Ainda, viu-se que a exclusédo da fase de contato sensorial
demonstrou ser favoravel para o aumento de interacdes agressivas contra 0s
camundongos intrusos fémeas, uma vez que esse periodo de contato sensorial pode
representar uma fase de extingdo das memorias aversivas, um tipo de aprendizado
(TAKAHASHI et al., 2017; KUSKE e TRAINOR, 2021). Alcangcada uma consisténcia
de ataques performados contra os camundongos fémeas, estas podem exibir
comportamentos de submisséo ao intruso agressor, como imobilidade, deitar-se com
o abdoémen voltado para cima, ou ficar em posicdo ereta com as patas dianteiras
para o alto (YIN et al., 2019; LECLAIR et al., 2021).
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2HIPOTESE

Hipdétese 1 — o ECDS prejudica o comportamento social de interacdo de machos e
fémeas.

Hipotese 2 — 0 ECDS prejudica o comportamento emocional de machos e fémeas.

3JUSTIFICATIVA

Em 2015, a agéncia Institutos Nacionais da Saude (NIH) anunciou, através
da notificacdo NOT-OD-15-103, o critério de inclusdo de ambos 0s sexos em
pesquisas envolvendo animais vertebrados, uma vez que o0 sexo é considerado uma
variavel biolégica que tem influéncia sobre processos moleculares e celulares,
entendendo que as descobertas sexo-especificas podem contribuir para estudos
biomédicos. Revisbes demonstraram uma discrepancia na utilizacdo exclusiva de
animais experimentais machos em pesquisas de neurociéncia (BEERY e ZUCKER,
2011; PRENDERGAST et al., 2014; SHANSKY e WOOLLEY, 2016; WILL et al.,
2017). Segundo Shansky e Woolley (2016), dos 1244 artigos analisados, publicados
em cinco diferentes jornais, aproximadamente 32% contemplaram apenas o0 sexo
masculino nas analises e 7%, o feminino, dos estudos que contemplaram ambos 0s
sexos, apenas 4% obteve sucesso em observar diferengas sexuais.

A qualidade de vida e o desenvolvimento econbémico de um pais estdo
relacionados com a integridade da saude da populacdo (VIGO, 2016). Os
transtornos mentais estdo entre os principais protagonistas de todas as causas de
incapacitacdo civil no mundo (VOS et al., 2020). Foi observado que a incidéncia e
prevaléncia dos transtornos de ansiedade e de depressdo acometem mais 0 sexo
feminino do que o masculino (RITCHIE e ROSER, 2018). Ainda, estudos
demonstraram que animais experimentais exibem diferencas comportamentais,
neuroanatdomicas e/ou fisiologicas conforme o sexo (ANDREANO e CAHILL, 2009;
RIBEIRO et al., 2010). Assim, neste estudo, padronizamos dois protocolos de ECDS
em camundongos C57BL/6 machos e fémeas, comparando os desfechos
comportamentais e as estratégias de enfretamento utilizadas. Nossos resultados
poderdo contribuir para o entendimento das diferencas sexuais na performance dos
animais durante os testes emocionais (STEIN et al., 2015; BEERY e ZUCKER, 2011,
PRENDERGAST et al., 2014; SHANSKY e WOOLLEY, 2016).
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40OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar os protocolos de ECDS

em camundongos C57BL/6 machos e fémeas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar e comparar as estratégias de coping de camundongos C57BL/6
machos e fémeas durante o protocolo de ECDS;
. Analisar os efeitos do ECDS sobre o comportamento emocional e

social de camundongos C57BL/6 machos e fémeas.

5MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

No total, foram utilizados 20 camundongos machos e 17 fémeas (3 e 4
meses de idade) da linhagem C57BL/6; para os protocolos de derrota social, foram
utilizados camundongos machos da linhagem Swiss (entre 4 a 6 meses de idade).
Todos os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, com acesso
livre a agua e alimento especifico para camundongos (NUVITAL — Nuvilab CR1), sob
temperatura ambiente (20-23°C) e ciclo claro-escuro de 12:12h (7h — 19h, ciclo
claro).

Os experimentos foram realizados na sala de comportamento do
Departamento de Bioquimica da UFSC e as coortes experimentais foram
ambientadas ao local pelo menos 24 horas antecedentes ao inicio dos protocolos de
estresse e testes comportamentais. Os grupos controles foram mantidos no Biotério
Setorial sob as mesmas condi¢cbes de residéncia que 0s animais experimentais. A
utilizacdo dos animais e a realizacdo dos protocolos de estresse foram autorizadas
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (UFSC — CEUA n° 5290231120).
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5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

As coortes experimentais de machos (n = 10) e fémeas (n = 9) foram
submetidas ao protocolo de estresse cronico de derrota social, com duracao de 10
dias, para avaliacdo das estratégias de enfrentamento aos ataques. Nos dias 1, 5 e
10 do protocolo, registrou-se em video os comportamentos para analise do coping e
calculo das estatisticas. Nos dias seguintes, foram realizados testes para avaliacdo

de comportamento emocional (Figura 2).

Figura 2: Desenho experimental

Esfresse cronico Testes de compartamento emaciona

LT
( e Derrota social Interagéo Suspanatio Campo aberto EebEioem Eutandsia
social pela cauda

cruz elevado
e N=17

o N=20
1* ao 10° dia 11° dia 12° dia 13° dia 14° dia 15° dia

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Ao todo, 19 camundongos experimentais da linhagem C57BL/6 (machos n = 10, 2 meses

de idade, e fémeas n = 9, 3 a 4 meses de idade) foram submetidos ao protocolo de estresse cronico
de derrota social por um periodo de 10 dias (as estratégias de enfrentamento foram registradas em
video nos dias 1, 5 e 10 do protocolo), seguido dos testes de comportamento emocional: interagdo

social, suspenséo pela cauda, campo aberto e labirinto em cruz elevado. Apds a finalizag&o do ultimo

teste, todos os animais (experimentais e controles) foram eutanasiados.

53 PROTOCOLO DE ESTRESSE
5.3.1 ECDS

O protocolo de ECDS consiste na exposicao de cada animal experimental
C57BL/6 a uma sesséo diaria de confronto fisico seguido de contato sensorial por 24
horas (GOLDEN et al., 2011; HARRIS et al., 2018). Como antagonista, foi utilizada a
linhagem de camundongos Swiss, que tem porte maior e comportamento mais
agressivo em relacdo aos C57BL/6. Em cada caixa de residéncia (com dimensdes
aproximadas de 48 x 27 x 15 cm), foi alojado um camundongo agressivo e um
experimental, ambos separados por uma diviséria plastica transparente, removivel e

perfurada para permitir a troca de estimulos sensoriais (Figura 3). Durante uma
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sessdo de 10 minutos por dia, ao longo de 10 dias, o camundongo experimental é
transferido para o lado do agressor para ser submetido aos ataques (etapa de
contato fisico), em seguida, os camundongos sdo separados e o animal derrotado é
retornado para o outro lado da diviséria (etapa de contato sensorial). Apés cada dia
de contato sensorial, o0s camundongos C57BL/6 foram rotacionados para a caixa de
residéncia de um Swiss diferente, para evitar que houvesse habituacdo de ambas as
partes; os camundongos Swiss ndo agrediram o mesmo individuo C57BL/6 mais de

uma vez durante todo o experimento.

Figura 3: Estresse cronico de derrota social

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Registro fotografico obtido durante a sesséo de conflito fisico do protocolo de ECDS.

Dimensdes e esquematizacdo das areas da caixa de residéncia utilizada para performar o protocolo

de estresse. Abreviagbes CS — Contato Sensorial; CF — Contato Fisico.

5.3.1.1 Triagem de camundongos agressores

Para garantir que os animais experimentais sejam submetidos a sessdes
consistentes de ataques durante o protocolo de ECDS, foram selecionados
camundongos Swiss agressivos através de um processo de triagem, em que cada
individuo (de 3 a 4 meses de idade) foi isolado por 30 dias antecedentes a selecéo.
Num segundo momento, os camundongos Swiss foram expostos, em suas proprias

caixas de residéncia, a individuos C57BL/6 machos — utilizados especificamente
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para esta etapa do protocolo de ECDS — por 3 dias consecutivos, cada exposicao foi
realizada em sessfes de 3 minutos por dia.

Durante os 3 dias de triagem, os camundongos C57BL/6 foram alternados
de modo que um individuo Swiss ndo atacasse 0 mesmo camundongo mais de uma
vez. Para serem selecionados, os camundongos considerados agressivos foram os
que apresentaram uma laténcia de ataque inferior a 60 segundos ou que
promoveram mais de 10 ataques em ao menos dois dias consecutivos (GOLDEN et
al., 2011). Por fim, os individuos Swiss agressivos selecionados foram isolados em
caixas de residéncia retangulares, com dimensdes aproximadas de 48 cm x 27 cm X
15 cm.

5.3.1.2 Camundongos experimentais machos

Os camundongos machos da linhagem C57BL/6, foram divididos em grupo
ECDS e controle (10 animais por grupo). Cada animal do grupo ECDS foi alojado na
caixa de residéncia de um camundongo agressivo, dividida por uma placa
transparente e perfurada, permitindo a troca de estimulos sensoriais (Figura 3).
Durante uma sessédo de 10 minutos por dia, ao longo de 10 dias, o camundongo
experimental foi transferido para o lado do agressor para ser submetido aos ataques
(etapa de contato fisico), apds os 10 minutos, os camundongos foram separados e o
animal derrotado foi retornado para o outro lado (etapa de contato sensorial). Apds
cada dia de contato sensorial, os camundongos C57BL/6 foram rotacionados para a
caixa de residéncia de um Swiss diferente, 0s agressores ndo encontraram o0 mesmo
individuo C57BL/6 mais de uma vez durante todo o experimento.

Os controles foram alocados em pares nas caixas de residéncia, em ambos
os lados havia um camundongo C57BL/6 macho, sendo que ambos foram mantidos
separados por uma placa removivel, perfurada e transparente para permitir o contato
sensorial. Os animais controles também foram rotacionados diariamente para que
ndo houvesse habituacdo ao companheiro da caixa de residéncia; ao contrario da
etapa de confronto fisico para o grupo ECDS, no controle ndo houve nenhum tipo de

contato fisico. O acesso a agua e racao foi livre durante todo o experimento.
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5.3.1.3 Camundongos experimentais fémeas

Para a coorte das fémeas, o protocolo de ECDS foi modificado de acordo
com Harris et al. (2018) e van Doeselaar et al. (2021). As fémeas da linhagem
C57BL/6, foram distribuidas entre os grupos ECDS (n = 9) e controle (n = 8). Foram
utilizados os mesmos Swiss agressores tanto para o protocolo de ECDS dos machos
guanto para o das fémeas. Para garantir que as fémeas passassem por sessoes de
derrota social consistentes, antes da etapa de contato fisico, foi aplicado urina de
camundongos machos C57BL/6 no dorso, base da cauda e orificio vaginal para
estimular a agressividade dos camundongos Swiss. O ciclo estral ndo foi rastreado
ao longo de todo o experimento, uma vez que a verificagao representa um estressor
para as fémeas (DALLA et al., 2009; FURMAN et al., 2022) e que o estagio do ciclo
nao impacta significativamente a performance dos camundongos (HARRIS et al.,
2017; YOHN et al., 2019).

A urina utilizada foi coletada de camundongos C57BL/6 machos especificos
para essa finalidade. Diariamente por aproximadamente 2 horas, cerca de 15
animais foram transferidos para uma caixa de residéncia sem maravalha, alimento e
garrafa de agua, com apenas uma grade na base da caixa para evitar que 0s
camundongos caminhassem sobre a urina excretada. A urina excretada foi coletada
com auxilio de uma micropipeta e armazenada em microtubos.

As fémeas foram do grupo ECDS foram alojadas na caixa de residéncia de
um camundongo agressivo, dividida por uma placa transparente e perfurada,
permitindo a troca de estimulos sensoriais (Figura 3). Durante uma sessao de 10
minutos por dia, ao longo de 10 dias, o camundongo experimental foi transferido
para o lado do agressor para ser submetido aos ataques (etapa de contato fisico),
apos os 10 minutos, os camundongos foram separados e o animal derrotado foi
retornado para o outro lado (etapa de contato sensorial). Ap6s cada dia de contato
sensorial, os camundongos C57BL/6 foram rotacionados para a caixa de residéncia
de um Swiss diferente, os agressores nao encontraram o mesmo individuo C57BL/6
mais de uma vez durante todo o experimento.

O grupo controle foi mantido em condicbes semelhantes aos animais
experimentais. Em uma caixa de residéncia, pares de fémeas foram alojadas
isoladamente, separadas por uma divisoria transparente, removivel e perfurada para

permitir a troca de estimulos sensoriais (ndo houve interagéo fisica entre as fémeas
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controles). Todos os dias, as fémeas controle foram expostas ao odor da urina dos
camundongos machos, que foi aplicada no dorso, base da cauda e orificio vaginal.
As fémeas controles também foram rotacionadas diariamente para que n&o
houvesse habituacdo a companheira da caixa de residéncia; ndo houve nenhum tipo

de contato fisico. O acesso a agua e racéo foi livre durante todo o experimento.

5.3.1.4 indice de coping ativo e passivo

Por “coping”, entende-se tratar das estratégias de enfrentamento que os
animais experimentais recorrem para lidar com os estressores e, no caso do
protocolo de ECDS, a analise dessas estratégias se da pelo registro da forma com
gue o animal experimental intruso responde a cada investida agressiva performada
pelo camundongo agressor residente (LECLAIR et al.,, 2021). Para avaliacdo das
estratégias de enfrentamento da coorte dos machos, foi considerado como
comportamento agressivo as investidas do Swiss com presenca de mordida no
dorso, abdémen, cauda ou patas. J& para a coorte das fémeas, foi considerado
como interacdo agressiva as tentativas de monta — o comportamento foi
interrompido em todas as vezes, nenhuma fémea veio a ficar prenha —, “grooming”
(quando o camundongo Swiss lambe a fémea C57BL/6), investidas, perseguicdes e
mordidas (KOOLHAAS et al., 2013; LECLAIR et al., 2021). Em casos de ferimentos
graves e intensos, recomenda-se que a sessdo seja interrompida. No presente
estudo ndo houve necessidade de interromper o experimento, feridas graves
também nado foram observadas em ambas as coortes.

As respostas as interacfes agressivas foram classificadas em ativas
(movimentos de fuga, “boxing”, quando o camundongo C57BL/6 afasta o agressor
com as patas dianteiras, mordidas ou investidas) e passivas (exibicdo de imobilidade
e comportamentos de submissdo, como por exemplo deitar-se com o abddémen
voltado para cima ou ficar em posicao ereta com as patas dianteiras para o alto (YIN
et al., 2019; LECLAIR et al., 2021)). O célculo do indice de coping ativo foi feito pela
subtracdo de estratégias ativas pelas passivas, dividido pelo numero total de
estratégias (numero de respostas ativas — nimero de respostas passivas / total de
respostas) (LECLAIR et al., 2021).
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Tabela 1 — Descricao dos comportamentos analisados

Interacao agressiva . )
¢ 9 Investidas com mordidas

(machos)
Interacdo agressiva Investidas com e sem mordidas, tentativas de
(fémeas) monta, grooming agressivo, perseguicdes
Estratégia ativa Fuga, boxing, afastamento corporal
Estratégia passiva Imobilidade, posturas submissas

Fonte: elaborado pela autora.

54 TESTES COMPORTAMENTAIS EMOCIONAIS

Apbs 24 horas do término do protocolo de ECDS, os animais experimentais
foram submetidos a testes comportamentais emocionais para verificacdo da

resiliéncia.

5.4.1 Teste de interacéo social

O teste de interagéo social de duas etapas (habituacéo e teste) foi realizado
para analisar o comportamento de esquiva social dos animais experimentais
(GOLDEN et al., 2011). O aparato consiste em uma arena de dimensdes 42 cm x 42
cm x 42 cm, cuja a base € seccionada em duas zonas de cantos, uma zona de
interacdo e um compartimento do agressor (Figura 4), onde o camundongo Swiss foi
abrigado na etapa de teste, e trata-se de uma caixa de acrilico perfurado e

transparente que permite o contato sensorial entre o agressor e intruso.
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Fiiura 4: Teste de interaiéo social

/ST

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Registro fotografico obtido durante a fase de habituagéo do protocolo. Dimensées e

esquematizacao das zonas do aparato utilizado para performar o teste de interagédo social.

Abreviacdes: C — Canto; ZA — Zona do agressor; ZI — Zona de interagao.

54.1.1 Habituacdo — sem alvo

Imediatamente apds o término do protocolo de ECDS, os camundongos
experimentais foram individualmente alojados em caixas de residéncia. Para dar
inicio & primeira etapa do teste de interacdo social, 24 horas apdés o término do
protocolo de ECDS, cada animal C57BL/6 foi aclimatado na sala de experimentos
comportamentais por pelo menos 1 hora, em seguida, foi posicionado no interior do
aparato para explora-lo por um periodo de 150 segundos. Nesta fase, a caixa de
acrilico foi posicionada no interior do aparato, adjacente a uma das paredes, sem a
presenca do camundongo Swiss agressor (o0 alvo). Durante o experimento, foram

utiizadas duas caixas, uma especifica para cada fase de modo a evitar a
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impregnacao de estimulos odoriferos durante a habituacéo. Ao final da exploracéo, o

animal foi devolvido a caixa de residéncia e o aparato limpo com alcool 10%.

54.1.2 Teste — com alvo

Decorridos 30 segundos de intervalo, os animais experimentais foram
novamente posicionados no aparato, que agora conta com a presenca de um Swiss
desconhecido (o alvo) e retido na caixa de acrilico, o camundongo experimental
permaneceu no interior do aparato por mais 150 segundos. Para ambas as etapas
(auséncia e presenca do camundongo agressor), foi contabilizado o indice de IS, o
tempo nas zonas dos cantos e a distancia percorrida por todo o aparato. Para a
coorte das fémeas, os testes foram realizados sob iluminacdo por lampada vermelha
(30 luxes), para os machos, sob meia-luz. Nos dias 1, 5 e 10 as sessfes de ECDS
foram registradas em video, posteriormente, os arquivos foram analisados através
do programa ANY-maze Video Tracking System, versédo 7.13, © Stoelting Co. Ao
final do teste, os camundongos experimental e agressivo foram devolvidos as caixas

de residéncia, separadamente, e o aparato foi higienizado com alcool 10%.

5.4.1.3 indice de IS

Foi obtido por meio da divisédo do tempo despendido na zona de interacao
com a presenca do camundongo agressor (T’) pelo tempo na zona de interagdo na
auséncia do camundongo agressor (T”). Um indice igual a 1 representa o limite para
se considerar gue os camundongos exibiram comportamento de esquiva social, ou
ndo. Entende-se que se trata de um animal que esta evitando o Swiss agressor
quando a razéo € menor que 1; quando o camundongo experimental apresenta um
indice igual ou superior a 1, tem-se um indicativo de que ele ndo esta exibindo

comportamento de esquiva social (GOLDEN et al., 2011).

Tempo na zona de interagdo COM o alvo (T")

indice de interaca jal (11S) =
ndice de interagdo social (I15) Tempo na zona de interacio SEM o alvo (T'")

Em que:

IS = 1 = Comportamento semelhante ao controle
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IS <1 = Comportamento de esquiva social

5.4.2 Teste de suspensdo pela cauda

Trata-se de um teste comportamental de estresse agudo utilizado para
investigar o comportamento tipo-depressivo. Assim, o animal é submetido a uma
situacdo inescapavel e aversiva, em que ele é suspenso pela cauda por um
determinado periodo de tempo e, ao longo de toda a sessdo, o comportamento dos
animais experimentais é analisado. A reacdo instintiva € mover-se vigorosamente
em tentativas de escape, assim, 0s animais exibem agitacdes do corpo e das patas
para alcancar a cauda ou a superficie do suporte (CAN et al., 2012), sendo que 0s
animais resilientes apresentam laténcia de imobilidade maior que o0s animais
suscetiveis (CARTER e SHIEH, 2012).

No presente trabalho, cada animal teve a cauda fixada em um suporte por
uma fita adesiva, de modo a ndo conseguir escalar por ela ou alcancar a superficie
das paredes adjacentes, permanecendo suspenso por um periodo de 6 minutos
(CAN et al., 2012, Figura 5). O tempo de imobilidade e a laténcia para alcancar o
estado de imobilidade foram contabilizados. Como a tendéncia dos animais é
escapar dessa situacdo, os camundongos exibem movimentacdes frenéticas, que,
ao longo do tempo, tornam-se mais sutis até que seja exibido o estado de
imobilidade - a movimentacdo pendular ou das patas dianteiras ndo foram

consideradas como mobilidade (CAN et al., 2012).

Figura 5: Teste de suspenséao pela cauda

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Registro fotogréafico obtido de uma das sessfes do teste de suspenséo pela cauda.

Observa-se dois individuos machos de C57BL/6, separados por uma diviséria de papeléo, fixos por
uma fita adesiva na extremidade da bancada da sala de comportamentos; de modo a evitar a
escalada pela cauda, foram adaptados tubos de eppendorf na base da cauda de cada animal. (A)
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Periodo de movimentagéo intensa, ambos tentam escapar da situacdo ao performar agitacdes

corporais. (B) Periodo em que os mesmos animais exibem o comportamento de imobilidade.

5.4.3 Teste do campo aberto

Utilizado para avaliar comportamentos emocionais tipo-ansiosos e habilidade
locomotiva dos camundongos experimentais (SEIBENHENER e WOOTEN, 2015), o
teste do campo aberto se deu no interior de uma arena de acrilico, cercada por
paredes e aberta no topo, com dimensodes de 42 x 42 x 42 cm e um quadrante de 21
X 21 cm no meio (zona do centro, Figura 6). Por aproximadamente 30 minutos antes
do inicio dos testes, os animais foram aclimatados na sala de comportamento, em
que o teste do campo aberto foi realizado. Individualmente, todos os camundongos
C57BL/6 foram submetidos a uma sessdo de 5 minutos no campo aberto. Os
parametros analisados foram a distancia total percorrida e o tempo gasto na zona do
centro. O aparato foi limpo com solucdo de alcool 10% para remover quaisquer

pistas olfativas entre os testes.

Figura 6: Teste do campo aberto

Fonte: elaborado pela autora.
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Legenda: Registro fotografico obtido de uma das sessfes do teste do campo aberto. Observa-se um
individuo fémea de C57BL/6 explorando o quadrante central do aparato, demarcado virtualmente

para fins de rastreamento do individuo durante o teste. Abrevia¢é@o: ZC — zona do centro.

5.4.4 Teste do labirinto em cruz elevado

Utilizado para analisar comportamentos tipo-ansioso em roedores (WALF e
FRYE, 2007; KOMADA et al., 2008; KRAEUTER et al., 2019), o teste do labirinto em
cruz elevado é realizado em um aparato com dois bragos abertos e dois fechados,
perpendiculares uns aos outros, com dimensdes de 50 x 5 x 30 cm (Figura 7). Nos
30 minutos que antecedem o inicio do teste, os animais foram levados a sala de
comportamento para aclimatacdo. Individualmente, cada camundongo de ambos os
grupos e coortes foram posicionados no ponto de interseccédo dos bracos do aparato
e a atividade exploratéria foi registrada por 5 minutos.

O tempo despendido nos bragos abertos e fechados é usado para analisar o
comportamento tipo-ansioso dos animais. Trata-se de parametros complementares,
0s bracos abertos representam areas de exposicao e risco, entdo, quanto menor o
tempo de exploracdo nestas areas, em combinacdo a um maior tempo de
permanéncia nos bracos fechados, mais o animal exibe comportamentos tipo-
ansiosos. Depois de cada sessdo, o aparato foi limpo com solucdo de alcool 10%

eliminando as pistas olfativas deixadas no labirinto.
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Figura 7: Teste do labirinto em cruz elevado

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Registro fotografico obtido de uma das sessdes do teste do labirinto em cruz elevado.

Observa-se um camundongo C57BL/6 fémea saindo do brago fechado “sul” em diregéo ao brago
aberto “leste”. O aparato foi demarcado virtualmente para fins de melhoramento da visualizacdo do

labirinto e camundongo. Abreviagéo: BF —braco fechado; BA — braco aberto.

5.4.5 Anédlises estatisticas

Para as andlises estatisticas, foi utilizado o software GraphPad Prism 8®.
Em um primeiro momento, calculou-se a distribuicdo normal dos dados através do
teste de Kolmogorov-Smirnov, em seguida, quando coube, verificou-se a presenca
de dados outliers através da ferramenta QuickCalcs®, sendo excluidos da anélise
seguinte quando identificados. Nos casos em que os resultados ndo obedeceram a
distribuicdo normal foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para
associar as estratégias de enfrentamento durante o ECDS — coping ativo e passivo —
com a performance nos testes comportamentais emocionais ap6s o ECDS - indice
de IS, tempo de imobilidade, tempo nos bracos abertos, tempo no centro do campo
aberto e distancia percorrida no campo aberto —, foram realizados o test t (para os

testes emocionais) e ANOVA de uma via com medidas repetidas (para o coping).
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6 RESULTADOS

6.1 ESTRATEGIAS DE ENFRENTAMENTO AO ESTRESSE

Para a analise das estratégias de enfrentamento, foram consideradas as
interagbes entre o camundongo agressor e experimental dos dias 1, 5 e 10 do
protocolo de ECDS, sendo registradas as respostas ativas e passivas em cada
interacdo agressiva. Com relacdo ao numero de ataques realizados ao longo do
experimento, foi observada uma reducédo gradual e significativa para o grupo
experimental dos machos, conforme demonstrado pela ANOVA de uma via de
medidas repetidas (F = 20,14, p = 0,0004), Figura 8A. Segundo o teste de
comparacdes multiplas de Tukey, houve uma reducéo significativa dos ataques do
dia 1 parao 5 (p <0,0001) e para o 10 (p = 0,0034), mas ndo do dia 5 parao 10 (p =
0,961). A Figura 8B demonstra que, para a coorte das fémeas, ndo houve diferenca
significativa do numero de ataques recebidos entre os dias 1, 5 e 10 do protocolo de
ECDS, conforme indicado pela ANOVA de uma via de medidas repetidas (F = 1,642,
p = 0,2356).

A comparacao do coping ativo entre os dias 1, 5 e 10 do protocolo de ECDS
para a coorte dos machos nao revelou alteragcdes significativas, conforme a ANOVA
de uma via de medidas repetidas (F = 1,314, p = 0,293, Figura 8C). Para a coorte
das fémeas (Figura 8D), a ANOVA de uma via de medidas repetidas indicou uma
reducdo do nimero de estratégias ativas do dia 10 comparado ao dia 1 (F = 7,844, p
= 0,0063); a andlise de Tukey demonstrou que, apesar de uma reducao gradual
entre todos os dias, a diferenca s6 atingiu significancia quando comparados os dias
1e10 (p =0,0033).
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Figura 8: Avaliacao das estratégias de enfrentamento durante o protocolo de ECDS
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Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Figuras A e B — numero total de interacfes agressivas estabelecidas durante o protocolo de

ECDS; (A) os resultados da coorte dos machos indicaram reduges significativas do numero de
ataques sofridos ao longo do protocolo (dia 1-5, p < 0,0001; dia 1-10, p = 0,0034), a comparacao
entre os dias 5 e 10 ndo revelou diferenca; (B) os resultados da coorte das fémeas néo revelaram
alteracdes significativas quando comparados os ataques sofridos de cada dia, apesar de no dia 10

haver uma reducao, esta néo foi significativa (p = 0,17). Figuras C e D — registro das estratégias de
enfrentamento em resposta aos ataques performados pelo camundongo agressor; (C) a coorte dos
machos néo alterou o padréo de coping durante todo o protocolo, apesar de haver uma variacéo,
essa diferenca ndo foi significativa; (D) a coorte das fémeas demonstrou uma reducédo gradual do
namero de estratégias ativas ao longo do protocolo, atingindo significancia quando comparados os
dias 1 e 10 (p = 0,0033). Coorte de machos, grupo controle N=10, grupo experimental N=10; coorte

de fémeas, grupo controle N=8, grupo experimental N=9.
6.2 INTERACAO SOCIAL

Os dados do indice de IS de fémeas e machos apresentaram distribuicéo

normal, conforme o teste de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,1). Os resultados
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apresentados na Figura 9A demonstram que o ECDS reduziu o indice de IS para a
coorte de camundongos machos, como verificado pelo test t (t = 2,018, p = 0,05).
Entretanto, para a coorte de fémeas (Figura 9B) ndo houve diferenca no indice de IS
quando comparados os grupos de ECDS e controle (t = 0,346, p = 0,73). Ainda, a
partir do calculo do indice de IS, os camundongos foram classificados como
“suscetiveis” (indice de IS < 1) e “resilientes” (indice de IS = 1), assim, da coorte dos
machos, 30% dos individuos submetidos ao protocolo de ECDS foram classificados
como resilientes ao estresse, ja para as fémeas, 100% dos individuos alcancaram
um indice de IS maior ou equivalente a 1, portanto, todas foram classificadas como
resilientes.

Com relagédo ao tempo despendido nas zonas de canto (fora da zona de
interacdo), os dados obtidos de machos e fémeas apresentaram distribuigdo normal,
conforme o teste de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,1). Os resultados apresentados na
Figura 9C demonstram que os camundongos machos submetidos ao ECDS
passaram um tempo maior nos cantos do aparato quando comparado aos controles
(t = 3,362, p = 0,0037). Com relagédo a coorte das fémeas, diferencas significativas
entre ECDS e controle ndo foram observadas (t = 0,606, p = 0.55), conforme

demonstrado na Figura 9D.

Figura 9: Avaliacdo do comportamento social através do Teste de interacdo social p6s ECDS
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Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Figuras A e B — Indice de interacao social calculado através da razéo entre o tempo

despendido na zona de interagdo na presenc¢a do animal agressor e 0 tempo na mesma zona, porém,
na auséncia do agressor; (A) os resultados demonstraram uma reduc¢éo significativa do indice de
interacdo social para a coorte dos machos (t = 2,018, p = 0,05); (B) ndo houve alteracdo significativa
no indice de interagcdo para a coorte das fémeas (t = 0,346, p = 0,73). Figuras C e D — Tempo, em
segundos, despendido nas zonas de canto enquanto na presenca do camundongo agressor; (C) os
dados obtidos para os machos apés o ECDS demonstraram um aumento significativo nas zonas de
canto na presenca do alvo (t = 3,362, p = 0,0037); (D) o tempo despendido nas zonas de canto néo
teve alteracdes significativas apds o ECDS para a coorte das fémeas. Coorte de machos, grupo
controle N=10, grupo experimental N=10; coorte de fémeas, grupo controle N=8, grupo experimental
N=9.

6.3 TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA

Com relacéo ao tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda, a
coorte dos machos nao atingiu uma distribuicdo normal. Um outlier foi identificado e
removido, passando no teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,1). O
test t ndo pareado demonstrou que o grupo ECDS n&o apresentou alteracdes
significativas no tempo de imobilidade (t = 0,868, p = 0,397, Figura 10A). A coorte
das fémeas passou no teste de normalidade, segundo Kolmogorov-Smirnov (p >
0,1), o test t ndo pareado nao revelou diferengas entre os grupos ECDS e controle (t
=0,4, p = 0,693, Figura 10B).

A laténcia para alcancar o estado de imobilidade foi contabilizado. Os dados

da coorte dos machos nao atingiram a normalidade, um outlier foi identificado e
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removido. O teste de Kolmogorov-Smirnov indicou que os dados ainda néo
alcancaram a normalidade. O teste de Mann-Whitney foi realizado e nenhuma
diferenca significativa foi observada (t = 27, p = 0,156, Figura 10C). A coorte das
fémeas atingiu a normalidade, indicada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,1).
Os dados do grupo ECDS revelaram uma alteracdo significativa na laténcia em
decorréncia do estresse crbnico, de acordo com o testt (t = 2,422, p = 0,028, Figura
10D).

Figura 10: Analise do tempo de imobilidade durante o teste de suspenséo pela cauda pés ECDS
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Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Figuras A e B — 0 tempo, em segundos, em estado de imobilidade é um paradmetro
emocional observado no animal enquanto em situacao inescapavel e aversiva, no caso, a suspensao
pela cauda; (A) os resultados demonstraram que ndo houve alteracéo significativa no tempo total de
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imobilidade para a coorte dos machos (t = 0,868, p = 0,397), assim como (B) ndo houve alteracao
significativa no tempo de imobilidade para a coorte das fémeas (t = 0,4, p = 0,693). FigurasCe D —a

laténcia para imobilidade, registrada em segundos, também é um parametro emocional observado

durante uma situagéo inescapavel e aversiva; (C) os resultados demonstraram que o ECDS nao
alterou significativamente a laténcia para imobilidade na coorte dos machos (t = 27, p = 0,156); (D) os
resultados para o grupo ECDS da coorte das fémeas apontou uma alteracéo significativa na laténcia
guando comparado ao grupo controle (t = 2,422, p = 0,028). Coorte de machos, grupo controle N=10,

grupo experimental N=10; coorte de fémeas, grupo controle N=8, grupo experimental N=9.

6.4 TESTE DO CAMPO ABERTO

Nesse teste, foram analisados dois parametros: o tempo que o animal
passou no quadrante central do aparato (indicativo de comportamento tipo-ansioso)
e a distancia total (em metros) percorrida no aparato. Com relacdo ao tempo no
centro, ambas as coortes de machos e fémeas ndo apresentaram distribuicdo
normal, conforme o teste de Kolmogorov-Smirnov (p < 0,05), outliers ndo foram
identificados e a analise foi concluida com o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Nao houve diferencas entres os grupos na coorte de machos (t = 29,5, p =
0,127, Figura 11A). Entretanto, na coorte de fémeas, o grupo ECDS apresentou uma
reducao significativa do tempo despendido no centro do aparato quando comparado
ao grupo controle (t = 12, p = 0,02, Figura 11B). Portanto, o protocolo de ECDS
influenciou o comportamento emocional tipo-ansioso na coorte das fémeas.

Quanto ao parametro da distancia total percorrida no interior do aparato, o
calculo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para os machos apontou uma
distribuicdo normal (p > 0,1), o test t ndo indicou diferencas entre os grupos (t =
0,085, p = 0,933, Figura 11C), indicando que o ECDS nao prejudicou o
comportamento de locomoc¢ao dos camundongos dessa coorte. Quando analisado
os dados das fémeas, os dados do grupo controle ndo apresentaram (p < 0,05),
tendo sido realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, que ndo apontou

diferencas entre os grupos (t = 26, p = 0,37, Figura 11D).
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Figura 11: Avaliacdo do parametro emocional de tempo e deslocamento no teste do campo aberto
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Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Figuras A e B — o tempo despendido, contabilizado em segundos, no quadrante central do

aparato durante o teste do campo aberto é um parametro de comportamento emocional tipo-ansioso;
(A) os dados da coorte dos machos néo evidenciou outliers ou diferencas significativas do tempo no
centro entre os grupos controle e ECDS (t = 29,5, p = 0,127); (B) a coorte das fémeas passou menos
tempo no quadrante central do aparato e, quando comparados, o grupo ECDS diferiu
significativamente do controle (t = 12, p = 0,02). Figuras C e D — o parametro de locomocéao total foi
registrado, conforme os resultados, ndo houve alteracéo significativa quando comparados os grupos
ECDS e controle de ambas as coortes (t = 0,08, p = 0,933, Figura C para os machos; t = 26, p = 0,37,
Figura D para as fémeas); Coorte de machos, grupo controle N=10, grupo experimental N=10; coorte

de fémeas, grupo controle N=8, grupo experimental N=9.

6.5 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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O labirinto em cruz elevado é um aparato que pode ser utilizado para avaliar
parametros de locomocao total pelo aparato, e emocionais, como por exemplo o
tempo de permanéncia nos bragos abertos ou fechados, sendo este um indicativo de
comportamento tipo-ansioso. Neste estudo, foi registrado o tempo de permanéncia
nos bracos abertos e fechados. Com relacdo ao tempo despendido nos bracos
abertos, os dados de ambas as coortes apresentaram distribuicdo normal no teste
de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,05). O grupo ECDS dos machos passou menos
tempo nos bracos abertos quando comparado ao grupo controle, todavia, o test t
nao pareado indicou que ndo houve significancia nessa diferenca (t = 1,531, p =
0,143, Figura 12A). Para a coorte das fémeas, o ECDS néo alterou o tempo
despendido nos bragos abertos, também (t = 0,044, p = 0,964, Figura 12B).

Quanto ao tempo despendido nos bragos fechados, um indicativo de
comportamento tipo-ansioso, o teste de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,05) indicou que
ambas as coortes apresentaram distribuicdo normal. Em relacdo ao grupo controle,
0 grupo ECDS da coorte dos machos passou mais tempo nos bragos fechados,
entretanto, o test t ndo pareado indicou n&o haver diferenga significativa (t = 1,531, p
= 0,143, Figura 12C). Ambos os grupos da coorte das fémeas passaram um periodo
de tempo muito semelhante nos bracos fechados, ndo apresentando alteracdes
significativas (t = 0,089, p = 0,93, Figura 12D).

Figura 12: Avaliacdo do pardmetro emocional no Teste do Labirinto em Cruz Elevado
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Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Figuras A e B — o tempo despendido nos bracos abertos, contabilizado em segundos, ndo

teve influéncia do ECDS para ambas as coortes; (A) quando analisados através do test t, os dados da
coorte dos machos néo indicaram significancia da redu¢éo do tempo despendido nos bracos abertos
(t=1,531, p=0,143); (B) o grupo ECDS da coorte das fémeas, assim como a dos machos, ndo
apresentou reducado apds o ECDS (t = 0,044, p = 0,964). Figuras C e D — o tempo despendido nos
bracos fechados, um indicativo de comportamento tipo-ansioso, ndo teve altera¢des significativas
apos o estresse cronico; (C) em machos, o grupo ECDS passou mais tempo nos bracos fechados,
mas a diferen¢a ndo alcancou significancia (t = 1,531, p = 0,143); (D) os dados da coorte das fémeas
nao indicaram diferengas significativas entre os grupos controle e ECDS (t = 0,089, p = 0,93). Coorte
de machos, grupo controle N=10, grupo experimental N=10; coorte de fémeas, grupo controle N=8,

grupo experimental N=9.

6.6 RESUMO

Em resumo (Figura 13), a submissdo dos animais ao ECDS resultou em
diferencas sexuais nas respostas aos testes comportamentais. Os machos exibiram
prejuizo no comportamento social, as fémeas néo diferiram do grupo controle. As
fémeas, mas ndo os machos, exibiram alteracbes no comportamento emocional, em
gue a laténcia para atingir a imobilidade foi maior no grupo estressado em relacao
ao controle; o tempo de exploracdo da area central do campo aberto teve reducao

guando comparado ao grupo controle.
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Figura 13: Resumo dos resultados
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Machos mantiveram uma postura ativa constante em resposta as interacdes agressivas; as
fémeas gradualmente exibiram uma postura passiva ao longo do protocolo. O ECDS afetou o
comportamento social dos machos, mas ndo o das fémeas; o comportamento emocional sé
apresentou altera¢cfes na coorte das fémeas, mas ndo dos machos, em que houve um aumento na
laténcia no teste de suspenséo pela cauda e uma redugédo do tempo no centro do campo aberto.

7 DISCUSSAO

Neste estudo, foi analisado os efeitos do ECDS sobre as estratégias de
enfrentamento ao estresse (coping), comportamento social e emocional em
camundongos C57BL/6 machos e fémeas. Os dois protocolos de ECDS utilizados
foram baseados em Golden et al. (2011) para camundongos machos, e Harris et al.
(2018) para camundongos fémeas, com pequenas modificagdes. Os resultados
alcancados indicaram diferencas nos ataques sofridos por machos e fémeas, nas
estratégias de coping adotadas, e também no comportamento social e emocional
apos os 10 dias de ECDS. As fémeas submetidas ao ECDS receberam um menor
namero de ataques dos animais agressivos quando comparado aos machos,
adotaram estratégias de coping majoritariamente passivas, e apresentaram um
aumento na laténcia para imobilidade do teste de suspensdo pela cauda e

comportamento tipo-ansioso no teste do campo aberto. Por outro lado, os animais
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machos submetidos ao ECDS sofreram um namero maior de ataques, exibiram um
padrdo de coping majoritariamente ativo, e tiveram uma reducdo no comportamento
social, sem impacto nos comportamentos emocionais avaliados.

A analise das estratégias de enfrentamento ao ECDS indicou que o total de
ataques performados contra a coorte dos machos sofreu uma reducdo gradual no
quinto e décimo dia quando comparado ao primeiro dia de protocolo. Em
comparagdo aos machos, as fémeas sofreram um menor nimero de ataques em
todos os dias do protocolo, o que j& era esperado, jA que camundongos machos,
mesmo de outra linhagem, possuem a tendéncia de ndo atacar fémeas em virtude
do instinto territorialista em defender um espaco e potenciais parceiras sexuais
(BENUS et al., 1990; HARRIS et al., 2017; DIETERICH et al., 2021). Cabe ainda
ressaltar que 0s animais agressivos utilizados nos dois protocolos do presente
estudo eram camundongos Swiss entre 5-6 meses de idade, diferente dos
protocolos utilizados por Harris et al. (2017) e Gold et al. (2011), que utilizaram
camundongos poés-reprodutivos da linhagem CD-1, o que pode explicar algumas
diferencas na intensidade dos ataques.

No presente estudo, utilizamos um protocolo no qual as fémeas sao
expostas a urina de camundongos machos imediatamente antes da interagédo social,
para aumentar o niumero de ataques sofridos. Tendo em vista as dificuldades na
padronizacdo de protocolos de derrota social em fémeas, algumas solucdes para o
baixo nimero de ataques contra coortes de fémeas incluem a exposicao dos
agressores a sessdes de confronto com intrusos machos para, posteriormente,
expb-los a fémeas (BENUS et al., 1990). Além disso, outros protocolos removeram a
etapa de 24 horas de contato sensorial indireto, o que se mostrou eficiente na
promocao de agressdes contra fémeas (KUSKE e TRAINOR, 2021). Ainda, métodos
baseados na inducdo da agressividade de camundongos machos contra fémeas
foram desenvolvidos com a utilizagdo de DREADDs (sigla em inglés para “designer
receptors exclusively activated by designer drugs”), e ativagdo de areas encefalicas
especificas capazes de promover um comportamento agressivo atipico, como o
hipotalamo ventromedial (TAKAHASHI et al., 2017; YIN et al., 2019).

Uma outro diferenca entre machos e fémeas observadas no presente estudo
foi no tipo de coping utilizado para enfrentar as interacdbes com o0s animais
agressivos. Os animais machos apresentaram uma predominancia do coping ativo,

um indicativo de postura ndo submissa aos agressores (PAUL et al.,, 2011). Os
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camundongos Swiss diminuiram as investidas contra os intrusos com o passar dos
dias. Por outro lado, constatamos que a postura submissa das fémeas foi
confirmada pela evidente reducdo, sessao apos sessdo, do coping ativo exibido pela
coorte, entendido como comportamentos de fuga e variadas formas afastamento
corporal. No quinto dia do protocolo de ECDS, as fémeas jA demonstravam uma
alteracdo significativa de postura em relacdo ao primeiro dia, o que nao foi
observado na coorte dos machos, pelo contrario, esta coorte manteve um padrao
consistente de respostas ativas, indicando resisténcia da submiss&o aos agressores.
Além disso, quando comparadas as estratégias de machos e fémeas no dia 1 do
protocolo de ECDS, nota-se uma evidente diferenca do numero de estratégias
ativas, em que as fémeas responderam mais passivamente desde o inicio das
interagdes, evitando, assim, os ataques dos residentes agressores (KANARIK et al.,
2011).

No nosso estudo, os machos apresentaram menor tempo de exploragao
social do alvo, indicando esquiva social, em que o camundongo passa a evitar a
zona do alvo, seja por té-lo reconhecido como um agressor, ou por antecipar uma
futura derrota fisica, dados que corroboram outros estudos (GOLDEN et al., 2011,
FURMAN et al., 2022). Por outro lado, outros autores demonstraram que o ECDS
em fémeas também promoveu impactos sobre o comportamento social, evidenciado
pela esquiva social e reducdo do tempo na zona de interacdo e do indice de
interacdo social (HARRIS et al.,, 2017; TAKAHASHI et al., 2017; INIGUEZ et al.,
2018; YIN et al., 2019; VAN DOESELAAR et al.,, 2021), entretanto, esses
parametros ndo foram observados nas fémeas do presente estudo. Apesar dos
protocolos diferentes, quando comparamos o indice de interacdo social de machos e
fémeas apds o ECDS podemos observar que as fémeas apresentaram uma maior
interacdo social em comparacao aos machos, indicando maior exploracdo social do
alvo. Assim, no nosso protocolo e nas nossas condi¢gbes experimentais, o ECDS nao
prejudicou o comportamento social em fémeas, apenas em machos.

Com relagdo a proporgao de individuos resilientes (indice de IS = 1) e
suscetiveis (indice de IS < 1), os resultados encontrados no presente estudo
demonstraram que aproximadamente um-terco dos animais submetidos ao ECDS
falhou em desenvolver esquiva social, caracterizando-se, portanto, como individuos
resilientes (GOLDEN et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2017). Com relacdo a coorte

das fémeas, tanto os individuos do grupo controle quanto as do ECDS, exibiram um
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indice de IS maior ou equivalente a 1, a baixa ocorréncia de individuos suscetiveis
também foi observada em outros estudos (TAKAHASHI et al., 2017; FURMAN et al.,
2022), o que pode ser um indicativo de elevada exploragédo social quando analisada
a performance cognitiva basal (AN et al., 2011). Um parametro complementar a
interacdo social é representado pelo tempo que 0s animais passam nas zonas de
canto do aparato enquanto na presenca do alvo, indicativo de esquiva social. Os
machos do grupo ECDS tiveram um aumento significativo do tempo que o0s
individuos passaram nas zonas de canto, o que corrobora o indice de IS reduzido na
coorte (GOLDEN et al., 2011; KWIATKOWSKI et al., 2021). J& para as fémeas, ao
contrario do observado em outros estudos (YIN et al., 2019), ndo foram identificadas
alteracOes significativas do tempo despendido nas zonas de canto do aparato
guando o grupo ECDS foi comparado ao controle.

Ainda que diversos protocolos tenham sido padronizados para contemplar
camundongos fémeas em pesquisas comportamentais, a inclusdo do sexo feminino
se d& de maneira sutil e vagarosa, mas um aumento no niamero de inclusdes das
fémeas em pesquisas tem sido observado (SHANSKY e WOOLLEY, 2016; WILL et
al., 2017). Observamos que as fémeas de fato foram sujeitas a um namero menor de
interacbes agressivas provenientes do Swiss quando comparadas a coorte dos
machos (TAKAHASHI et al., 2017; YOHN et al., 2019), o que pode ter influenciado
nos resultados. Além do baixo numero de ataques, outros fatores podem ter
interferido, como o periodo de contato sensorial prolongado, que ja foi observado ser
prejudicial em outros protocolos de estresse cronico social, no sentido de
representar um periodo de habituacdo ou extincdo da memdéria aversiva (KUSKE e
TRAINOR, 2021), a linhagem de agressor utilizada (GOLDEN et al., 2011).

Prejuizos em comportamentos emocionais sao frequentemente encontrados
em diferentes modelos de estresse, tanto em animais machos quanto em fémeas, e
justificam o uso destes modelos para o estudo de transtornos psiquiatricos (HARRIS
et al., 2017; TAKAHASHI et al., 2017; INIGUEZ et al., 2018; YIN et al., 2019; VAN
DOESELAAR et al., 2021; FURMAN et al., 2022). No presente estudo, a submissao
dos camundongos aos testes de comportamento emocional resultou em efeitos do
ECDS sobre as fémeas, mas ndo nos machos. Nas fémeas expostas ao estresse foi
observada uma maior laténcia para atingir o estado de imobilidade durante o teste
de suspensao pela cauda, e um aumento do tempo despendido no quadrante central

do campo aberto.
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O teste de suspensdo pela cauda é utilizado para avaliar desespero
comportamental frente a uma situacdo aguda de estresse e comportamento tipo-
depressivo. Reducdes nos parametros de laténcia para imobilidade e tempo total de
imobilidade s&o observadas apds tratamento com farmacos antidepressivos e
indicam um efeito tipo-antidepressivo (CASTAGNE et al., 2011; CAN et al., 2012).
No nosso estudo, apesar de ndo haver alteracdo do tempo total de imobilidade,
observamos um aumento na laténcia para imobilidade das fémeas submetidas ao
ECDS, uma resposta contraria a esperada apés um protocolo de estresse. Contudo,
o ECDS influenciou o comportamento emocional das fémeas ECDS, o que fez com
que fosse expresso o comportamento tipo-ansioso na coorte durante o teste do
campo aberto (YIN et al., 2019; VAN DOESELAAR et al., 2021); quanto a locomocao
no aparato, nenhuma alteracéo significativa foi observada ao comparar os grupos
controle e ECDS da coorte de machos ou fémeas.

Durante o teste do labirinto em cruz elevado, utilizado para avaliar o
comportamento tipo-ansioso, avalia-se os parametros de tempo de exploracdo nos
bracos, locomocao total, nimero de entradas e comportamento de avaliacdo de
risco. No presente trabalho, utilizou-se o tempo de exploracdo nos bracos abertos e
fechados, em que um maior tempo nas areas abertas e menor tempo nas fechadas
sao indicativos de comportamento tipo-ansioso (KOMADA et al., 2008). Esperava-se
gue o0s animais passariam menos tempo explorando os bracos abertos do aparato
apos o ECDS. Contudo, ndo foram observadas diferencas nos parametros de
ansiedade avaliados no labirinto em cruz elevado. Apesar da ocorréncia de
comportamentos associados a ansiedade ser comumente descrita na literatura apos
diferentes protocolos de estresse (RAINVILLE et al.,, 2018), a auséncia de
comportamento ansioso também ja foi demonstrada por outros pesquisadores
(INIGUEZ et al., 2018; VAN DOESELAAR et al., 2021), sugerindo que diferencas de
protocolos, animais experimentais e intensidades de estresse podem gerar impactos
diferentes sobre parametros emocionais. Cabe ressaltar que tanto a locomocao
central no campo aberto, quanto a exploracdo dos bragos aberto do labirinto em cruz
elevado sédo indicadores de comportamento ansioso, contudo, 0s testes apresentam
situacOes aversivas diferentes para o animal, e podem gerar respostas diferentes.

Os transtornos mentais comuns sao mais incidentes e prevalentes no sexo
feminino no mundo todo, entretanto, a maioria dos animais utilizados em estudos de

neurociéncia sdo machos. A inclusdo das fémeas na experimentacdo animal trard
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beneficios para o entendimento da patogénese dos transtornos mentais no sexo
feminino. Entretanto, ha alguns desafios que incluem avaliagcbes comportamentais
mais completas, que vao nos permitir o aprimoramento dos protocolos de ECDS e
da nossa interpretacdo dos resultados comportamentais. A partir dos resultados do
presente trabalho, observamos que o protocolo de ECDS utilizado néo foi suficiente
para promover esquiva social em fémeas, comportamento frequentemente utilizado
para dividir os animais em resilientes e suscetiveis na literatura, mas promoveu
comportamento tipo-ansioso, 0 que significa que outros processos neurologicos
possam estar envolvidos no nos efeitos do estresse em fémeas. Portanto, mais
estudos se fazem necessarios para analisar essas diferencas comportamentais

entre 0S sexos.
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8 CONCLUSAO

Neste estudo, foi observado que o ECDS é suficiente para alterar a resposta
de machos e fémeas aos testes para avaliacdo de comportamento social e
emocional, em que somente 0s camundongos machos tiveram prejuizo no
comportamento social, e as fémeas no comportamento emocional. Outros estudos
tém observado diferencas sexuais, relacionando-as a especificidades bioldgicas
(VAN HAAREN e VAN DE POLL, 1984a e b; ANDREANO e CAHILL, 2009; RIBEIRO
et al., 2010; SAKHAIE et al., 2020). O presente estudo revela a necessidade e
importancia de se incluir ffmeas na experimentacdo animal, em que os parametros
analisados demonstraram diferencas de comportamento apdés a submissédo de

machos e fémeas ao ECDS.
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