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RESUMO 
 

A autofagia é um processo de degradação e reciclagem de componentes 
intracelulares pelos lisossomos, como agregados proteicos e organelas danificadas. 
Este processo é fundamental para manutenção e sobrevivência celular, 
principalmente em células que não se dividem, como os neurônios. Recentemente, foi 
proposto que alterações na via da autofagia estão relacionadas a fisiopatologia dos 
transtornos mentais comuns, como depressão e ansiedade. Portanto, este estudo teve 
como objetivo investigar o papel da autofagia nas respostas emocionais ao estresse 
e na fisiopatologia dos transtornos mentais comuns. Este estudo foi dividido em dois 
capítulos. No primeiro capítulo foi apresentado um artigo de revisão da literatura que 
sumarizou as alterações da autofagia encontradas em modelos de estresse em 
animais e em indivíduos com transtornos psiquiátricos. Já no segundo capítulo foi 
apresentado os resultados da padronização de um modelo de estresse crônico de 
derrota social (ECDS) em camundongos fêmeas e os efeitos deste modelo nas 
respostas emocionais e no mecanismo de autofagia. Neste estudo, o estímulo 
utilizado para desencadear o comportamento agressivo dos camundongos machos 
Swiss direcionado aos camundongos fêmeas C57BL/6 foi aplicação de urina de 
camundongos machos C57BL/6 nas fêmeas antes das sessões de confronto físico. 
Em resumo, as fêmeas foram expostas a 10 dias de ECDS seguido pelos testes de 
interação social, campo aberto e labirinto em cruz elevado. Após o término dos testes, 
as fêmeas foram submetidas a eutanásia para coleta das amostras de hipocampo que 
foram utilizadas para quantificação dos níveis das proteínas autofágicas por Western 
blot. Foi observado que o ECDS induziu respostas comportamentais características 
de comportamento tipo-ansioso, mas não o comportamento de esquiva social. Além 
disso, as fêmeas expostas ao ECDS apresentaram redução dos níveis de beclina-1 e 
p62 no hipocampo, sugerindo que o estresse comprometeu a via da autofagia. 
Adicionalmente, foi associado um estresse agudo de derrota social (EADS) com o 
tratamento com um inibidor autofágico para investigar se o bloqueio da autofagia 
potencializaria os efeitos do estresse nas respostas emocionais das fêmeas. 
Entretanto, foi observou-se que o EADS induziu comportamento de esquiva social que 
não foi potencializado pela inibição da autofagia. Em resumo, este estudo demonstrou 
que o modelo ECDS descrito promoveu comportamento tipo-ansioso robusto e 
alterações das proteínas autofágicas nos camundongos fêmeas, podendo ser utilizado 
para investigar o papel da autofagia nas respostas ao estresse crônico psicossocial. 
Já o modelo de EADS comprometeu o comportamento de interação social, sem alterar 
as respostas emocionais associadas a ansiedade. Além disso, o inibidor autofágico 
no regime de tratamento adotado não afetou as respostas emocionais avaliadas. 
Logo, mas estudos são necessários para elucidar o papel da autofagia nas respostas 
ao estresse psicossocial e nos transtornos mentais comuns. 
 
Palavras-chave: transtorno mentais comuns, ansiedade, derrota social, estresse 
crônico, proteínas autofágicas.  



 

 

 

ABSTRACT 
 

Autophagy is a process of degradation and recycling of intracellular components by 
lysosomes, such as protein aggregates and damaged organelles. This process is 
essential for cell maintenance and survival, especially in cells that do not divide, such 
as neurons. Recently, changes in the autophagy pathway were associated with the 
pathophysiology of common mental disorders, such as depression and anxiety. Thus, 
this study aimed to investigate the role of autophagy in emotional responses to stress 
and in the pathophysiology of common mental disorders. The study was divided into 
two chapters. The first chapter presents a literature review summarizing autophagy 
changes found in animal models of stress and individuals with psychiatric disorders. 
The second chapter presents the results of the standardization of a model of chronic 
social defeat stress (CSDS) in female mice and the effects on emotional responses 
and autophagy mechanisms. To trigger the aggressive behavior of male Swiss mice 
towards female C57BL/6 mice, male C57BL/6 mice urine was applied to the female 
mice before each defeat session. Briefly, female mice were exposed to 10 days of 
CSDS followed by social interaction, open field, and elevated plus maze tests. Female 
mice were submitted to euthanasia and the hippocampus was collected to quantify 
autophagic proteins by Western blot. The CSDS induced anxiety-like behavior 
responses but not social avoidance. Moreover, female mice exposed to the CSDS had 
reduced levels of beclin-1 and p62 in the hippocampus, suggesting dysregulation of 
the autophagic pathway. Additionally, acute social defeat stress (ASDS) was 
associated with a treatment with an autophagy inhibitor to investigate if blocking 
autophagy could potentiate the stress effect on the emotional responses in female 
mice. However, the ASDS-induced social avoidance was not potentiated by autophagy 
inhibition. In summary, this study showed that the CSDS model induced a robust 
anxiety-like behavior with alteration on autophagic proteins in female mice, and could 
be used to investigate the role of autophagy on the responses to psychosocial stress. 
Additionally, the ASDS model produced a social avoidance behavior, with no alteration 
of emotional responses associated with anxiety. Furthermore, the autophagic inhibitor, 
in the treatment schedule applied, did not affect the emotional responses. Therefore, 
more studies are needed to elucidate the role of autophagy in the responses to 
psychosocial stress and common mental disorders. 
 
Keywords: common mental disorders, anxiety, social defeat, chronic stress, 
autophagic proteins. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O PAPEL DO ESTRESSE NA ETIOLOGIA E PROGRESSÃO DOS 

TRANSTORNOS MENTAIS COMUNS 

Estima-se que uma a cada oito pessoas ao redor do mundo é afetada por 

perturbações cognitivas, emocionais e comportamentais características de 

transtornos psiquiátricos. Os transtornos mentais comuns, que incluem depressão e 

ansiedade, estão entre as principais causas de incapacidade no mundo (ORMEL & 

VONKORFF, 2021). Atualmente, o transtorno depressivo maior (TDM) e os 

transtornos de ansiedade são considerados a primeira e sexta causa de incapacidade 

civil mundial representando, respectivamente, 5,6% e 3,4% de todos os anos vividos 

com incapacidade. Somados a outros transtornos, geram um gasto anual de cerca de 

2,5 trilhões de dólares para economia global, podendo chegar a 6 trilhões até 2030 

(WHO, 2022). 

O TDM apresenta uma prevalência de 4,0% ao redor do mundo, afetando mais 

de 298 milhões de pessoas (WHO, 2022). Os principais sintomas do TDM são 

alterações de humor, perda de interesse e motivação, baixa autoestima, cansaço, 

disfunção cognitiva e alterações de sono e apetite (VILLANUEVA, 2013). Além disso, 

pacientes com TDM apresentam um maior risco de morte por suicídio e de 

desenvolver doenças cardiovasculares, obesidade, diabetes mellitus, câncer, 

isquemia cerebral e comorbidades psiquiátricas (PENNINX et al., 2013; WHOOLEY & 

WONG, 2013). 

Os transtornos de ansiedade consistem em um grupo heterogêneo de 

transtornos psiquiátricos caracterizados por ansiedade patológica, associada a 

sentimentos de angústia, tensão, medo e nervosismo proveniente de algo 

desconhecido, podendo alterar o funcionamento do sistema nervoso, cardíaco e 

gastrointestinal (PENNINX et al., 2021). Os transtornos de ansiedade apresentam 

uma prevalência mundial de 4,2%, ou seja, cerca 374 milhões de pessoas apresentam 

algum tipo de transtorno de ansiedade (WHO, 2022). 

Além disso, os transtornos de ansiedade são comumente associados a 

diferentes transtornos psiquiátricos, sendo comorbidades frequentes do TDM 

(THIBAUT, 2017). Estima-se que metade a dois terços dos indivíduos diagnosticados 

com um transtorno de ansiedade também são diagnosticados com TDM (LAMERS et 
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al., 2011). A ocorrência concomitante destes transtornos aumenta a severidade e a 

duração dos sintomas e prejudica a resposta ao tratamento (PENNINX et al., 2011). 

Os transtornos de ansiedade e depressão compartilham muitos aspectos 

neurobiológicos, sintomas clínicos e fatores de risco. Embora tenham sido feitos 

muitos avanços no entendimento da neurobiologia destes transtornos, eles 

apresentam etiologia heterogênea. Além disso, ainda não foram estabelecidos 

mecanismos capazes de explicar todos os aspectos comportamentais e alterações 

clínicas encontradas em pacientes. 

Segundo dados epidemiológicos, transtornos depressivos e ansiosos são mais 

prevalentes em mulheres (WHO, 2017). Além disso, mulheres com TDM apresentam 

início precoce dos sintomas, baixa qualidade de vida e alta prevalência de 

comorbidade com transtornos de ansiedade (BANGASSER & CUARENTA, 2021). 

Neste sentido, um estudo demonstrou que existem diferenças nos genes transcritos 

no córtex pré-frontal de homens e mulheres com TDM (LABONTÉ et al., 2017). 

Sabe-se que os transtornos mentais comuns são condições multifatoriais, nas 

quais ocorrem alterações em circuitos neuronais, estruturas encefálicas, sistemas de 

neurotransmissão, e em sistemas que medeiam a resposta ao estresse, como o 

sistema nervoso autônomo, o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) e o sistema 

imunológico (KUPFER et al., 2012; OTTE et al., 2016). Embora ocorra influência de 

fatores genéticos, os eventos estressores são os principais fatores ambientais 

associados a gênese e progressão dos transtornos mentais comuns (MONROE & 

HARKNESS, 2005; PLIEGER et al., 2015). A ocorrência de eventos de estresse 

psicossocial, como perda de emprego, exposição a violência, descoberta de doenças 

graves ou crônicas, separação ou luto são frequentemente relatados por pacientes 

anteriormente ao primeiro episódio depressivo (KESSLER, 1997). Entretanto, 

ressalta-se que nem todos os indivíduos expostos a eventos estressores desenvolvem 

alterações de humor e ansiedade persistentes, indicando que existem características 

individuais que conferem resiliência ou suscetibilidade ao estresse (MÉNARD et al., 

2017). 

Resiliência é a capacidade de um indivíduo em adaptar-se e recuperar-se de 

condições adversas. Ressalta-se que resiliência não é sinônimo de resistência ao 

estresse, ou seja, o indivíduo resiliente experiencia os efeitos do estresse, porém 

apresenta mecanismos adaptativos que permitem que sua recuperação ocorra mais 
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rapidamente (DANTZER et al., 2018; FLESHNER et al., 2011). Apesar dos 

mecanismos capazes de gerar resiliência ainda serem pouco entendidos, acredita-se 

que se trata de um processo ativo, envolvendo alterações comportamentais, ativação 

de mecanismos genéticos, epigenéticos, neuroquímicos e modificações de 

plasticidade em diferentes áreas encefálicas (CATHOMAS et al., 2019). 

A resposta ao estresse agudo envolve a ativação do sistema simpático-

adrenomedular e do HPA, culminando na produção de catecolaminas e 

glicocorticoides (GC) e na preparação do organismo para responder ao estímulo 

estressor (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009). Contudo, sabe-se que o estresse crônico 

está relacionado com a hiperativação do eixo HPA, uma alteração frequentemente 

observada em pacientes com TDM, caracterizada por níveis elevados de cortisol 

(KNORR et al., 2010; NEMEROFF & VALE, 2005; STETLER & MILLER, 2011), 

redução da função dos receptores de GC e disfunção do mecanismo regulatório de 

retroinibição do próprio eixo HPA (MCQUADE & YOUNG, 2000). Adicionalmente, a 

hiperativação do eixo HPA também já foi observada em subpopulações de indivíduos 

com transtornos de ansiedade e em modelos animais de estresse e ansiedade 

(ROOZENDAAL et al., 2009; TAFET & NEMEROFF, 2020). 

Diferentes áreas límbicas e corticais, associadas à regulação do 

comportamento emocional e cognição, são afetadas pela desregulação do eixo HPA. 

A formação hipocampal compreende estruturas localizadas nos lobos temporais, 

associadas com a formação e consolidação da memória, navegação espacial e 

integração de estímulos sensoriais, cognitivos e comportamentos emocionais 

(KNIERIM, 2015). Esta região possui um grande número de receptores de GC, e seus 

neurônios são particularmente sensíveis a aumentos nos níveis de cortisol. A 

hiperativação prolongada do eixo HPA é capaz de gerar modificações no 

funcionamento e morfologia da formação hipocampal, como redução da neurogênese, 

do tamanho e número das arborizações e espinhas dendríticas e atrofia dos neurônios 

piramidais (DUMAN, 2004; LEE et al., 2002; TROUBAT et al., 2021). Contudo, os 

efeitos do estresse crônico vão além de prejuízos no eixo HPA, podendo afetar 

mecanismos celulares envolvidos na plasticidade hipocampal, respostas 

imunológicas, processos de autofagia e renovação celular, culminando em prejuízos 

no controle cognitivo e emocional. 
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1.2 MECANISMOS DE AUTOFAGIA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC) 

E EM TRANSTORNOS MENTAIS COMUNS 

A autofagia é um processo de degradação e reciclagem de proteínas e 

organelas citoplasmáticas. Existem três tipos de autofagia que são conhecidas como 

macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas. Embora estes 

três processos apresentem mecanismos distintos, todos resultam na degradação de 

componentes celulares por meio da ação dos lisossomos (CAO et al., 2021; YANG & 

KLIONSKY, 2010). 

Dentre estes, a macroautofagia é o mecanismo melhor compreendido. A 

macroautofagia (que será referida a partir daqui apenas como autofagia) é 

caracterizada pela formação de vesículas, chamadas de autofagossomos, que 

capturam porções do citoplasma e, posteriormente, se fusionam com os lisossomos 

para que ocorra a degradação e reciclagem dos componentes celulares sequestrados 

(KLIONSKY & EMR, 2012). Este processo ocorre constitutivamente em um nível 

basal, porém pode ser induzido como uma resposta adaptativa a condições 

estressantes, como por exemplo, a depleção de nutrientes necessários para a 

sobrevivência celular (YORIMITSU & KLIONSKY, 2005). 

A autofagia é responsável por fazer o controle de qualidade dos componentes 

celulares, por meio da eliminação seletiva de proteínas e organelas danificadas ou 

excedentes, que poderiam ser tóxicas para a célula (VARGAS et al., 2023). 

Adicionalmente, a autofagia também desempenha um importante papel durante o 

processo de diferenciação celular e desenvolvimento, bem como consiste em uma das 

primeiras linhas de defesa do sistema imunológico contra microrganismos 

patogênicos (YIN et al., 2016). Portanto, a autofagia é considerada um mecanismo 

citoprotetor e sua disfunção está associada a diversas doenças, como câncer, 

doenças cardíacas, pulmonares, metabólicas e neurodegenerativas (PARZYCH & 

KLIONSKY, 2014). 

Por outro lado, em algumas situações, a autofagia pode causar a degradação 

de componentes citoplasmáticos indispensáveis para a sobrevivência celular ou 

facilitar a ativação dos mecanismos de morte celular programada e assim estar 

relacionada a patogênese de algumas doenças (MARIÑO et al., 2014; YORIMITSU & 

KLIONSKY, 2005). 



18 

 

O processo de autofagia (Figura 1) se inicia a partir da formação de uma dupla 

membrana de isolamento, inicialmente chamada de fagóforo, por meio da ativação do 

complexo ULK1 (UNC-51-like kinase1), FIP200 (focal adhesion kinase family 

interacting protein of 200 kD), ATG13 (autophagy-related protein 13) e ATG101 que 

fosforila e ativa o complexo VPS34 (vacuolar protein sorting 34) -Beclina-1. Este último 

complexo é responsável pelo processo de nucleação, isto é, a mobilização de 

moléculas ao local de montagem do fagóforo. Em situações em que há disponibilidade 

de nutrientes e ausência de estímulos estressantes, o complexo ULK1 é inibido pela 

mTORC1 (mammalian target of rapamycin complexo 1) que consiste em um regulador 

negativo chave da autofagia (YIN et al., 2016). 

Após formado, o fagóforo passará por um processo de expansão da 

membrana que é dependente de dois sistemas conjugados semelhantes a ubiquitina. 

O primeiro é o complexo ATG12-ATG5-ATG16, que durante a expansão localiza-se 

na membrana externa do fagóforo, mas dissocia-se antes do fechamento da 

membrana. E o segundo é a conjugação da proteína LC3-I (protein light chain 3) com 

fosfatidiletanolamina via ATG7 e ATG3, formando a proteína LC3-II, que permanece 

ligada a membrana mesmo após o término do processo de formação do fagóforo. 

Quando a membrana se fecha o fagóforo passa a ser chamado de autofagossomo. 

Adicionalmente, a marcação de LC3-II é amplamente empregada em ensaios de 

autofagia para identificação de autofagossomos e autofagolisossomos 

(NIKOLETOPOULOU et al., 2015; YAMAMOTO & YUE, 2014). 

Por fim, ocorre a fusão da membrana externa do autofagossomo com o 

lisossomo, formando o autofagolisossomo, que é mediada por diversas proteínas, 

principalmente proteínas tipo SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment) (MARIÑO et al., 2014). No autofagolisossomo, a membrana interna do 

autofagossomo, bem como seu conteúdo serão degradados pela ação de hidrolases 

(YIN et al., 2016). A seguir, as macromoléculas remanescentes são transportadas por 

meio de permeases para o citosol, onde são reutilizadas (YANG et al., 2006). 
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Figura 1. Mecanismo e maquinário da autofagia 

 

Legenda: A figura representa o mecanismo de formação de um autofagolisossomo em uma célula do 
sistema imunológico periférico (monócito). Observa-se que para que ocorra o processo de autofagia, o 
complexo ULK1 deve ser ativado dando início a formação do fagóforo. Então, a membrana do fagóforo 
se alonga em torno das proteínas e organelas que devem ser degradadas e por fim, se fecha formando 
o autofagossomo. Posteriormente, o autofagossomo se funde com o lisossomo formando o 
autofagolisossomo, estrutura responsável pela degradação do conteúdo que foi englobado e a 
liberação das macromoléculas remanescentes. Um dos principais inibidores do mecanismo de 
autofagia é a mTORC1. Fonte: Adaptado de Pierone et al. (2020). 

 

Os neurônios são células pós-mitóticas compostas por estruturas altamente 

especializadas que fazem comunicação intercelular. Por serem células que não 

possuem a capacidade de se replicar, os neurônios são mais sensíveis a alterações 

da autofagia, podendo levar ao acúmulo de proteínas tóxicas e organelas danificadas 

e ao comprometimento da função neuronal (SON et al., 2012). Ainda não se sabe ao 

certo se existem diferenças na regulação da autofagia em células neuronais quando 

comparadas as células não neuronais. Acredita-se que a autofagia é ativa 

constitutivamente em níveis basais no SNC e que este processo é crucial para 

funcionamento neuronal (NIKOLETOPOULOU et al., 2015; SIDIBE et al., 2022). 

Estudos em animais geneticamente modificados, que não expressavam 

proteínas essenciais para que ocorra a autofagia, evidenciaram a importância deste 

processo no SNC. Foi demonstrado que animais com depleção de ATG5 ou ATG7 

nos neurônios apresentaram acumulo intracelular de agregados proteicos resultando 
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em morte neuronal (HARA et al., 2006; KOMATSU et al., 2006). Essas alterações são 

características de doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer e a 

doença de Parkinson (JIA & LE, 2015). Além disso, alterações da autofagia têm sido 

relacionadas à patogênese dos transtornos mentais comuns. 

A hipótese do envolvimento da autofagia na neurobiologia dos transtornos 

mentais comuns surgiu a partir de estudos pré-clínicos e clínicos que demonstraram 

associações entre o tratamento com antidepressivos e a expressão de marcadores 

autofágicos. O estudo conduzido por Gassen e colaboradores (2014) demonstrou uma 

correlação positiva entre a expressão de beclina-1 nas células sanguíneas 

mononucleares periféricas de pacientes com TDM ou transtorno bipolar durante 

episódio depressivo e a resposta clínica a antidepressivos. Posteriormente, Alcocer-

Gómez e colaboradores (2017) observaram um aumento na transcrição de LC3 e 

beclina-1 também nas células mononucleares de pacientes com TDM tratados com 

antidepressivos. Contraditoriamente, o estudo conduzido por He e colaboradores 

(2019) correlacionou níveis basais altos de beclina-1 em células periféricas com baixa 

resposta a antidepressivos em pacientes com TDM. 

Diversos estudos conduzidos em roedores demonstraram alterações em 

marcadores autofágicos em resposta ao estresse crônico que foram revertidas pelo 

tratamento com antidepressivos clássicos ou substâncias que possuem efeitos 

antidepressivos (HUANG et al., 2018; LI et al., 2016; PATEL et al., 2016; WANG et al., 

2019; ZHAO et al., 2017). Por exemplo, recentemente foi demonstrado que a 

cetamina, um fármaco que apresenta efeito antidepressivo rápido, reverteu o 

comportamento tipo-depressivo e aumentou a ativação da autofagia nas células da 

microglia no córtex pré-frontal e hipocampo de ratos expostos ao estresse crônico de 

contenção (LYU et al., 2022). 

Neste contexto, esses estudos sugerem que a exposição ao estresse causa 

uma redução da ativação da autofagia que estaria associada a alterações das 

respostas emocionais que são revertidas pelo reestabelecimento da autofagia por 

meio de substâncias com efeitos antidepressivos. Por outro lado, alguns estudos 

também conduzidos em roedores, demonstraram o aumento de marcadores 

autofágicos em resposta a exposição ao estresse crônico imprevisível leve e ao 

estresse de contenção pré-natal (WANG, et al., 2018; XIAO et al., 2018; ZHANG et 

al., 2017), sugerindo que a ativação excessiva da autofagia estaria relacionada ao 
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prejuízo das respostas emocionais nestes modelos. Os resultados obtidos nestes 

estudos reforçam a necessidade de se elucidar o papel que a autofagia desempenha 

na regulação das respostas emocionais ao estresse, envolvidas na fisiopatologia dos 

transtornos mentais comuns. 

1.3 JUSTIFICATIVA 

Estima-se que no mundo pós-pandemia existam 298 milhões de pessoas 

sofrendo de TDM e 374 milhões de pessoas sofrendo de algum tipo de transtorno de 

ansiedade (WHO, 2022). Além disso, existe 57% de chance de TDM e os transtornos 

de ansiedade ocorrerem concomitantemente (KRUEGER & FINGER, 2001; MINEKA 

et al., 1998). 

O diagnóstico dos transtornos mentais comuns é feito por meio de entrevistas 

e questionários que visam identificar os sintomas clínicos, geralmente baseados nos 

critérios estabelecidos pela 5ª edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais (DSM-5) (APA, 2013). Entretanto, a avaliação das manifestações 

clínicas não leva em consideração a heterogeneidade biológica destes transtornos 

(LILIENFELD & TREADWAY, 2017), o que dificulta o desenvolvimento de planos de 

tratamento eficientes e individualizados (LOPRESTI et al., 2014). 

Estima-se que 30% a 50% dos pacientes com TDM tratados com os 

antidepressivos de primeira linha atualmente disponíveis na clínica não respondam 

adequadamente ao tratamento (HODES et al., 2014; MÉNARD et al., 2017) e cerca 

de 67% não atingem a remissão completa dos sintomas (WARDEN et al., 2009). Estes 

dados indicam que os tratamentos farmacológicos disponíveis não abrangem as 

respostas patológicas secundárias, comorbidades ou a causalidade do TDM. 

O tratamento dos transtornos de ansiedade também é pouco eficiente, 

estimando-se que um terço dos pacientes não atingem a remissão completa dos 

sintomas quando tratados com os medicamentos de primeira linha (POLLACK et al., 

2008). Além disso, os medicamentos prescritos apresentam muitos efeitos adversos, 

podendo causar dependência e síndrome de abstinência quando o tratamento é 

interrompido (DAVIDSON et al., 2010; HUFFMAN & ALPERT, 2010). 

Embora o TDM e os transtornos de ansiedade sejam duas vezes mais 

prevalentes em mulheres (KESSLER et al., 2012; WHO, 2017), ainda existem poucos 
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estudos investigando os mecanismos fisiopatológicos destes transtornos em modelos 

experimentais que utilizam fêmeas. 

Assim, o principal obstáculo enfrentado para o desenvolvimento de novos 

fármacos e métodos de diagnóstico é a falta de entendimento dos mecanismos 

fisiopatológicos dos transtornos mentais comuns, bem como as diferenças 

dependentes do sexo. Deste modo, este estudo teve como objetivo investigar o papel 

da autofagia, uma via metabólica importante para manutenção e sobrevivência celular, 

nas repostas ao estresse e na fisiopatologia dos transtornos mentais comuns. 

Esta tese foi dividida em dois capítulos. O capítulo I apresenta um artigo de 

revisão da literatura que sumariza os achados de alterações da autofagia em roedores 

expostos a modelos de estresse e em indivíduos diagnosticados com transtornos 

psiquiátricos. Já o capítulo II apresenta a padronização de um modelo de estresse 

psicossocial em camundongos fêmeas que foi utilizado para investigar os efeitos do 

estresse nas respostas emocionais e no mecanismo de autofagia.  

Por fim, ressalta-se que o estabelecimento de modelos de estresse psicossocial 

em fêmeas e entendimento do mecanismo de autofagia pode contribuir para 

compreensão da neurobiologia de transtornos de depressão e ansiedade, bem como 

as diferenças dependentes do sexo. Além disso, este conhecimento pode ser utilizado 

para o desenvolvimento de terapias farmacológicas e ferramentas diagnosticas mais 

eficazes. 
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CAPÍTULO I. ARTIGO DE REVISÃO DA LITERATURA 

Como parte dos resultados obtidos durante o desenvolvimento desta tese de 

Doutorado foi publicado um artigo de revisão da literatura intitulado “Stress and 

signaling pathways regulating autophagy: From behavioral models to psychiatric 

disorders” na revista Experimental Neurology no ano de 2020. 

O artigo teve como objetivo sumarizar e discutir os achados de alterações na 

via da autofagia em modelos pré-clínicos de estresse e em pacientes com transtornos 

psiquiátricos. O artigo na íntegra se encontra abaixo.
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A  B  S  T  R  A  C  T  
 

Autophagy is a process of degradation and recycling of cytoplasmatic components by the lysosomes. In the 

central nervous system (CNS), autophagy is involved in cell surveillance, neuroinflammation, and neuroplasticity. 

Neuropsychiatric conditions are associated with functional disturbances at molecular and cellular levels, causing 

significant impairments in cell homeostasis. Additionally, emerging evidence supports that dysfunctions in 

autophagy contribute to the pathophysiology of neurological diseases. However, the studies on autophagy in 

psychiatric disorders are highly heterogeneous and have several limitations, mainly to assess causality and 

determine the autophagy flux in animals and human samples. Besides, the role of this mechanism in non-neuronal 

cells in the CNS is only recently being explored. Thus, this review summarizes and discusses the changes in the 

autophagy pathway in animal models of psychiatric disorders and the limitations underlying the significant 

findings. Moreover, we compared these findings with clinical studies. Understanding the involvement of 

autophagy in psychiatric conditions, and the limitation of our current models may contribute to the development of 

more effective research approaches and possibly pharmacological therapies. 

 
 

 

1. Introduction 

Mammalian cells intracellular components undergo continuous re- 

novation, remodeling, and recycling. These functions are essential for 

homeostasis during changes in the cellular environment and during the 

normal cell lifespan (Mizushima and Komatsu 2011). We do not entirely 

understand how this phenomenon occurs in different cell types or the 

significance behind such intricate events in physiological and 

pathological conditions. However, it is well recognized that in order to 

adapt to changes in nutrient levels, after stressful stimuli, or even after 

immune activation and infection, the degradation of pre-existing 

molecules and organelles and the synthesis of new components are 

essential for cellular renovation (Kroemer et al. 2010). 

The discovery of the lysosome, by Christian de Duve, was the first 

important step towards identifying the mechanisms responsible for the 

cellular renovation. These organelles enwrapping acid phosphatases and 

hydrolytic enzymes have lytic functions and were primarily associated 

with protein degradation (de Duve et al. 1955; de Duve 1963). The first 

process described was heterophagy (now endocytosis). In this pathway, 

materials from outside the cell are first taken up into a phagosome, before 

being fused with the lysosome for degradation and re- cycling (Mahapatra 

et al. 2019). 

The idea that degradation of intracellular components also occurs 

appeared later in the literature, when irregularly shaped vacuoles 

containing portions of the cytoplasm and organelles, but without 

hydrolytic enzymes, were identified. These structures, formed before the 

 

Abbreviations: ATG, autophagy-related; Aβ, amyloid beta; BDI, Beck Depression Inventory; CNS, central nervous system; CUMS, chronic unpredictable mild stress; 

DSM-IV, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; EPM, elevated plus maze; FAST, Functioning Assessment Short Test; FIP200, focal adhesion kinase 

family interacting protein of 200 kDa; FST, forced swim test; GAF, Global Assessment of Functioning; HC, hippocampus; HDRS, Hamilton Depression Rating Scale; 

i.c.v., intracerebroventricular; i.p., intraperitoneal; LC3, protein light chain 3; LH, Learned helplessness; LPS, lipopolysaccharide; MADRS, Montgomery-Âsberg 

Depression Rating Scale; MDD, Major depressive disorder; MDMA, 3,4-methylenedioxymethamphetamine; MINI, Mini-International Neuropsychiatric Interview; mTOR, 

mammalian target of rapamycin; MWM, Morris water maze; NAc, nucleus accumbens; NSF, novelty-suppressed feeding; OFT, open field test; p.o., oral administration; 

PA task, passive avoidance step-through task; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; PFC, prefrontal cortex; PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase; PI3P, 

phosphatidylinositol 3-phosphate; PTSD, Post-traumatic stress disorder; SADS-L, Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia: lifetime version; SCID, Structured 

Clinical Interview for DSM-IV Psychiatric Disorders; SCL-90-R, Symptom Distress Checklist; SNRI, serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor; SPS, single prolonged 

stress; SPT, sucrose preference test; SQSTM1, sequestosome 1; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor; STZ, streptozotocin; TST, tail suspension test; ULK, Unc-51-

like kinase family; Vps34, vacuolar protein sorting 34; YM, Y maze; YMRS, Young Mania Rating Scale 

⁎ Corresponding author. 

E-mail address: manuella.kaster@ufsc.br (M.P. Kaster). 

https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2020.113485 

Received 15 May 2020; Received in revised form 21 August 2020; Accepted 24 September 2020 

. 

Contents lists available at ScienceDirect 

 

Experimental Neurology 

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yexnr 

 

https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2020.113485
mailto:manuella.kaster@ufsc.br
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2020.113485
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00144886
https://www.elsevier.com/locate/yexnr


B.C. Pierone, et al. ExperimentalNeurology334(2020)113485 

 

25 

 

fusion with the lysosomes, are called autophagosomes. This mode of 

degradation of cytoplasmic materials was termed “autophagy” (from the 

Greek for self-eating) (Yang and Klionsky 2010a). 

1.1.  Autophagy: an overview of  the molecular machinery 

Autophagy is highly conserved in eukaryotes. In mammalian cells, three 

distinct types of autophagy can occur, microautophagy, chaperone-

mediated autophagy, and macroautophagy. All three types are responsible 

for the degradation and recycling of cytosolic components by the 

lysosomes (Yang and Klionsky 2010b). In the microautophagy, cytosolic 

components are directly captured in a non-selective manner by 

invaginations or protrusions of the lysosomal membranes (Marzella et al. 

1981; Mijaljica et al. 2011). On the other hand, chaperone- mediated 

autophagy is a highly specific process that targets KFERQ amino acid 

sequences, which are pentapeptide motifs present in some cytosolic 

proteins (Dice 1988). When chaperone-mediated autophagy is activated, 

the KFERQ motifs are recognized by a complex of cytosolic chaperones 

and cochaperones that deliver the substrate protein to the lysosomal 

membrane, where the protein is unfolded and translocated to the 

lysosomal lumen for degradation (Orenstein and Cuervo 2010). 

Lastly, macroautophagy can be separated into two distinct path- ways, 

classical and alternative. On both pathways, the cytosolic com- ponents 

are sequestered within a double-membrane vesicle termed 

autophagosome. These structures fuse to the lysosomes, forming the 

autolysosomes, and their content is degraded and recycled. However, the 

alternative pathway occurs independently of ATG5/ATG7, it has no 

association with protein light chain 3 (LC3) modifications, and the initial 

autophagic vacuole is formed in the Golgi complex, in a process mediated 

by Rab9 proteins (Nishida et al. 2009; Arakawa et al. 2017). In this 

review, we will discuss the specific machinery, regulation, and roles 

of classical macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) in 

mammalian cells and their possible involvement in psychiatric 

disorders. 

The process of autophagy can be summarized in the following events: 

induction, nucleation, elongation, closure/maturation, fusion, and cargo 

degradation/recycling. The first step is the formation of the initial 

sequestering membrane, called phagophore. Autophagy induction 

involves the complex of the Unc-51-like kinase family (ULK1 or ULK2), 

the mammalian homolog of ATG13, the protein FIP200 (focal adhesion 

kinase family interacting protein of 200 kDa), and the ATG101, which 

interacts with ATG13 (Hara et al. 2008; Hosokawa et al. 2009; Mercer 

et al. 2009). When autophagy is not needed, this complex is associated 

with the mammalian target of rapamycin com- plex 1 (mTORC1), in a 

phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)/Akt de- pendent cascade, which 

inhibits autophagy by phosphorylation of ULK1/2 and ATG13 (Ganley et 

al. 2009; Heras-Sandoval et al. 2014). 

In the second step occurs the mobilization of a group of molecules to the 

phagophore site, called nucleation, which involves the class PI3K 

complex. This complex is composed of the vacuolar protein sorting 34 

(Vps34), Beclin-1, p150, and ATG14L, and it generates 

phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) to recruit the PI3P binding 

proteins (Burman and Ktistakis 2010; Itakura and Mizushima 2010). 

Then, the phagophore membrane expands and surrounds the cargo by the 

action of two conjugation systems involving ubiquitin-like proteins. The 

first system is formed by ATG12 and ATG5 conjugation via ATG7 and 

ATG10, an E1, and E2-like enzymes, respectively (Mizushima et al. 1998). 

Further, the ATG12-ATG5 conjugate binds to ATG16L, forming the 

ATG12- ATG5-ATG16L complex. This complex is associated with the 

outer membrane, but it dissociates when the autophagosome is completed 

(Mizushima et al. 2001, 2003). The second system is formed by the LC3 

protein, which is cleaved by ATG4, generating the cytosolic form of LC3-

I. LC3-I is conjugated with phosphatidylethanolamine (PE) by ATG7 and 

ATG3, forming LC3-II, its lipidated form (Geng and Klionsky 2008). LC3-II 

remains attached to the autophagosomes and autolysosomes membranes. 

Therefore, it is used as a marker in assays for 

autophagy evaluation (Mariño et al. 2014). 

It is believed that the autophagosome is made de novo. However, the source 

of the phagophore membrane is not known for sure (Kim et al. 2002; Noda 

et al. 2002). ATG9 is a transmembrane protein located in the trans-Golgi 

network and endosomes that seems essential for phagophore formation. It 

was observed that when autophagy is activated by starvation, ATG9 is 

found at the site of phagophore formation (Young et al. 2006). Therefore, 

ATG9 has been suggested as responsible for delivering membrane 

components to the forming phagophore (Orsi et al. 2011; Yamamoto et 

al. 2012). 

Finally, the phagophore membrane closes, forming the autophagosome. 

The fusion of the outer membrane of the autophagosome with the lysosome 

generates the autolysosome. Most details about this process are not well 

understood, but it has been suggested that SNARE-like proteins may be 

involved in this fusion (Mariño et al. 2014). In the final step, the cytosolic 

components are degraded by lysosomal enzymes, and the remaining 

molecules, such as amino acids and lipids, are trans- ported back to the 

cytoplasm by permeases (Yin et al. 2016). 

Autophagy can be either a selective or non-selective pathway. Non-

selective autophagy degrades random cytosolic components to provide 

energy in response to nutrient deprivation. On the other hand, selective 

autophagy degrades labeled cargos, such as damaged mitochondria, 

aggregated, or misfolded proteins (Lamark et al. 2017). The sequestosome 

1 (SQSTM1), also known as p62, is an autophagy receptor re- quired for 

selective autophagy. It acts as a receptor for proteins and organelles 

labeled with ubiquitin and delivers these selected cargos to the 

autophagosome by directly binding to LC3-II in the inner membrane 

(Sánchez-Martın and Komatsu 2018). The p62 receptors remain 

associated with LC3-II and are mostly degraded by the autophagic 

process. Thus, p62 levels are used to evaluate autophagic flux (Ichimura 

and Komatsu 2010; Yoshii and Mizushima 2017). 

Autophagy is also regulated by epigenetic mechanisms, including histone 

acetylation and deacetylation. Deacetylation of autophagy-re- lated genes 

by Sirtuins (SIRT1) occurs in response to different stress conditions. For 

instance, starvation increases the levels of SIRT1, which deacetylates 

Atg5, Atg7, and LC3 and subsequently induces autophagy (Lee 2019). 

However, a recent study showed that corticosterone ex- posure in vitro 

causes a dose-dependent decrease in SIRT1 and an in- crease in LC3II/I 

expression (Jiang et al. 2019). Thus, the role of epi- genetic regulation in 

autophagy under chronic stress needs to be further explored. 

1.2.  Autophagy in the central  nervous system 

As post-mitotic cells, neurons are particularly vulnerable to autophagy 

deficiency and largely rely on constitutive levels of autophagy for 

survival. The depletion of autophagy proteins in neurons is sufficient to 

induce neuronal death (Hara et al. 2006; Komatsu et al. 2006, 2007; 

Nishiyama et al. 2007). In vitro studies suggest that different neuronal 

types may have distinctive capacities to degrade autophagy substrates. 

This property might be associated with the sensitivity of these cells to 

neurodegeneration (Tsvetkov et al. 2013). 

In the CNS, besides protecting against neurodegeneration, autophagy also 

regulates neuronal development and neuroplasticity (Menzies et al. 2017; 

Stavoe and Holzbaur 2019). During development, neuronal autophagy 

plays an essential role in processes such as neural tube closure, axonal 

development, and synapse formation (Menzies et al. 2017). Moreover, 

autophagy pathways regulate the clustering of synaptic vesicles in 

presynaptic compartments and facilitate postsynaptic maturation and 

synaptic pruning (Tan et al. 2014; Glatigny et al. 2019; Lee and Kim 2019; 

Liang 2019). Autophagy-related proteins are highly expressed in 

neurogenic progenitors from the subventricular zone and the hippocampal 

dentate gyrus from adult mice, regulating self-renewal, survivor, and 

maturation of the neural stem cells (Yazdankhah et al. 2014; Xi et al. 

2016). 

In microglial cells, the role of autophagy machinery in physiological 
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and pathological conditions just started to be elucidated. Recent data 

suggest that there is a functional overlap between autophagy and 

microglial phagocytosis (Plaza-Zabala et al. 2017). However, recent 

discoveries point to autophagy modulation in these cells as a mechanism 

that suppresses the activation of inflammasomes and inflammasome- 

dependent cytokine production, with functional consequences to 

neuroinflammation (Shibutani et al. 2015; Houtman et al. 2019). 

Additionally, by removing damaged mitochondria, autophagy prevents 

the accumulation of cytosolic mitochondrial DNA and reactive oxygen 

species (ROS) overproduction, preventing inflammasome activation 

(Nakahira et al. 2011; Zhou et al. 2011). Moreover, it has recently been 

suggested that the depletion of autophagy-related genes reduces 

microglial synaptic pruning, influencing synaptic function and brain 

wiring, with behavioral consequences associated with autism spectrum 

disorders (Kim et al. 2017). 

Relatively little is understood about autophagic mechanisms in astrocytes. 

It was demonstrated that ATG5 regulates astrocytic differentiation in the 

mouse cortex during development (Wang et al. 2014a). Moreover, the 

downregulation of ATG7 and p62 inhibits astrocytes differentiation from 

neural stem cells (Wang et al. 2018a). In response to starvation, 

autophagy is more robustly activated in primary cultures of astrocytes as 

compared to neurons (Kulkarni et al. 2019). It was observed that 

fluoxetine promotes astrocytic autophagy that eliminates damaged 

mitochondria, suggesting that astrocytic autophagy may be involved in 

the mechanism of antidepressant drugs (Shu et al. 2019). Likewise, 

amitriptyline facilitated autophagosome formation and in- creased LC3-

II levels in primary astrocytes (Zschocke et al. 2011). 

Thus, beyond the capacity of autophagy machinery to induce the 

clearance of aggregate-prone proteins and damaged organelles in multiple 

CNS cells, these proteins also modulate immunity and inflammation, the 

refinement of synaptic connections, and γ-neuroplasticity. Therefore, 

autophagy can play an essential role in stress-related conditions like 

psychiatric disorders, which have neuroinflammation, oxidative stress, 

and neuroplasticity changes as major contributors to disease progression. 

 

2. Autophagy in psychiatric disorders: towards a mechanistic interpretation 

2.1.  Preclinical  evidence 

There are several animal models used to study psychiatric disorders. They 

are mostly based on acute and chronic stress exposure, early-life or 

gestational stress, pharmacological or surgical interventions, and 

models associated with metabolic or neurodegenerative comorbidities. 

These models are designed to mimic different and heterogeneous aspects 

of the etiology of psychiatric disorders. Table 1 presents 34 pre- clinical 

studies that evaluate the role of proteins related to autophagy in different 

animal models that induce behavioral alterations. It is important to 

highlight that several preclinical studies evaluated signaling pathways 

controlling autophagy and depressive-like, anhedonic (Abelaira et al. 

2014; Pilar-Cúellar et al. 2014) and manic-like behavior (Yu et al. 2010; 

Valvassori et al. 2017). However, this review is focused on changes in 

direct autophagy markers in the different rodent models. We first 

analyzed models wherein the stressor was applied during the 

gestational or early postnatal period, but the behavioral and autophagic 

changes were assessed during adulthood. When the stressor was applied 

during the gestational period, behavioral alterations were accompanied by 

changes in the hippocampus (HC), including increased levels of Beclin-1, 

ATG7, LC3II/LC3I and increased volume of the autolysosomes (Zhang et 

al. 2017). On the other hand, early in the post- natal development, 

maternal separation stress increased levels of Be- clin-1 and LC3II/LC3I 

in the HC and decreased in the prefrontal cortex 

(PFC) (Liu et al. 2018). 

Different pharmacological models were also used to evaluate the role of 

autophagy in depressive-like phenotype. The chronic treatment 

of rodents with the glucocorticoid corticosterone is used to mimic 

behavior alterations resembling dysfunctions observed in depressed 

patients (Johnson et al. 2006; Zhao et al. 2008; Rosa et al. 2014). Zhang 

et al. (2017) showed that subcutaneous administration of corticosterone 

for 20 days induced anhedonia and increased the levels of autophagy 

markers in the HC of male rats. In contrast, another work showed that in 

female and male mice treated with corticosterone for 15 days in the 

drinking water, the behavioral alterations were associated with decreased 

formation of autophagosomes and autolysosomes and lower levels of 

autophagy proteins in the HC (Gulbins et al. 2018). 

It is known that exposure to the bacterial endotoxin lipopolysaccharide 

(LPS) induces neuroinflammation and triggers anhedonia, depressive and 

anxiety-like behaviors in rodents (O’Connor et al. 2009; Wang et al. 

2014b; Li et al. 2017). Acute administration of LPS (1 mg/ kg) was 

sufficient to promote depressive-like behavior but did not change 

autophagy markers in the HC of male mice (Chen et al. 2019). However, 

in female CD300f knockout mice, the administration of a higher dose of 

LPS (2 mg/kg) induced a pronounced anhedonic-like behavior compared 

to wild-type mice and differential expression of 23 genes of the autophagy 

pathway microglial cells. These results suggest that specific microglial 

autophagy changes might underlie behavioral alterations in mice lacking 

the anti-inflammatory immunoreceptor CD300f (Lago et al. 2020). When 

rats received repeated injections of LPS, Jiang et al. (2017) observed low 

levels of Beclin-1 and LC3II/LC3I in the HC. Ali et al. (2019) also showed 

that chronic LPS administration for five days reduced autophagy proteins 

in the HC and cortex of mice. Similar results were found by Ghosh et al. 

(2020) in mice exposed to LPS twice a week for three weeks. Together, 

these results suggest that the administration of repeated doses of LPS 

impairs autophagy. In contrast, the study of Wang et al. (2019b) showed 

that chronic treatment with LPS increased the number of autolysosomes 

and the levels of Beclin-1 and LC3II/I in the HC. 

Shih et al. (2019) studied the effects of repeated treatment with 3,4- 

methylenedioxymethamphetamine (MDMA), the recreational drug 

known as Ecstasy, in autophagy machinery and behavior of male rats. 

They showed that MDMA administration increased the levels of LC3-II 

from the third dose on and reached a plateau on the serotonergic (5-HT) 

neurons from the dorsal raphe nucleus. Moreover, rats displayed de- 

pressive-like behavior in the FST. Interestingly, the treatment with 3- 

methyladenine, an autophagy inhibitor, reduced LC3-II levels, and 

ameliorated the depressive-like behavior. 

Psychiatric disorders often occur associated with other diseases, such as 

neurodegenerative and metabolic diseases (Penninx and Lange 2018). 

Gao et al. (2019) showed that obese mice developed depressive and 

anxiety-like behaviors and had higher levels of autophagy markers in the 

HC. In another study, mice submitted to a high-fat diet and treated with 

streptozotocin, to induce diabetes, developed depressive- like behavior 

and had a decrease of Beclin-1 in the HC (Guan et al. 2016). However, in 

this last study, the authors did not observe alterations in other proteins, 

such as LC3II/I and p62, that are commonly altered when autophagy is 

impaired. 

In rats, the central injection of Aβ oligomers causes neurotoxicity and 

memory deficits that resemble Alzheimer’s Disease pathology. Besides, 

this model can induce anxiety and depressive-like behaviors with an 

associated increase in the LC3II/I and ATG12-ATG5 complex in the HC 

(Zare et al. 2015; Song et al. 2017). These data suggest that autophagy 

enhancement occurs shortly after Aβ injection. However, it is still unclear 

if autophagy activation plays a neuroprotective role or contributes to the 

behavior and molecular alterations observed in the Aβ model. 

In the surgical models, rats with a hormone deficiency, induced by 

bilateral ovariectomy to mimic menopause, displayed anhedonia, de- 

pressive and anxiety-like behaviors, and impaired spatial memory. In these 

rats, it was observed increased levels of ATG5, Beclin-1, LC3 total, and LC3II 

on the HC and amygdala, as well as increased ATG7 levels in the HC and 

PFC, suggesting an enhancement of autophagy (Fang et al.
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Table 1. Preclinical findings associating changes in autophagy-related mechanisms in animal models of mood disorders. 

Animal Model Species -Strain/ Sex Experimental Protocols Behavioral Alterations Stress Effect in Autophagy Markers Treatment Authors 

 

Maternal Separation 

Male Wistar rats 

(offspring) 

The offspring was separated from the 

mother for 6 h daily, from postnatal 

day 7 to 21. 

Anxiety-like behavior in the EPM and 

OFT; 

Depressive-like behavior in the FST. 

Beclin-1 and LC3II/LC3I decreased in the HC; 

Beclin-1 and LC3II/LC3I increased in the 

PFC. 

No. Liu et al., 

2018 

Prenatal Restraint 

Stress 

Male Wistar rats 

(offspring) 

Pregnant rats were restraint stressed 

three times daily (45 min each time 

with interval) from gestational day 15 

to 21. 

Anhedonia in the SPT; 

Anxiety-like behavior in the OFT and 

EPM; 

Impaired spatial memory in the MWM. 

Beclin-1, ATG7, LC3II/LC3I increased in the 

HC; 

Increased volume of autolysosome in the HC 

CA1 region. 

No. Zhang et 

al., 2017 

Corticosterone treatment 

Male Wistar rats Corticosterone (40 mg/kg, s.c.) for 20 

days. 

Anhedonia in the SPT. Beclin-1, ATG7, LC3II/LC3I increased in the 

HC. 

Chloroquine (20 mg/kg, i.p.) for 20 

days. 

Zhang et 

al., 2017 

Male e female C57BL/6 

mice 

Corticosterone was given in drinking 

water at 0.25 mg/mL for 15 days. 

Increased latency to feeding in the 

NSF; 

Anxiety-like behavior in the OFT; 

Decreased time outside the box in the 

light/dark box test; 

Anhedonia in the splash test. 

Decreased formation of autophagosomes and 

autophalysosomes in the HC; 

p-ULK, p-beclin-1, PI3-K/Vps34 and p62 

decreased in the HC. 

Amitriptyline or fluoxetine was 

given in drinking water (120 mg/L) 

for 5 or 12 days. 

D609 (inhibitor of sphingomyelin 

synthases) was given in drinking 

water (500 mg/L) for 3 days. 

Gulbins et 

al., 2018 

Acute 

Lipopolysaccharide 

(LPS) treatment 

Male C57BL/6 mice LPS (1 mg/kg, i.p.) was injected 24 h 

before the behavioral experiments. 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST. 

Beclin-1 and LC3II did not change in the HC 

of LPS mice when compared with the control 

group. 

Alkaloids from lotus plumule (200 

mg/kg, p.o.) or higenamine (50 

mg/kg, p.o.) for 3 days. 

Chen et 

al., 2019 

Female C57BL/6 wild-

type and CD300f 

knockout. 

LPS (2 mg/kg, i.p.) was injected 16 h 

before the RNA harvesting from 

microglia. 

Anhedonic behavior in the sucrose 

splash test. 

Sorted brain microglial cells of CD300f 

knockout mice differentially expresses 23 

autophagy-related genes. 

No. Lago et 

al., 2020 

Chronic LPS treatment 

Male Sprague-Dawley 

rats 

LPS (500 μg/kg, i.p) was injected 

every 2 days for a total of seven 

injections. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive and anxiety-like behavior in 

the FST and EPM, respectively. 

Beclin-1 and LC3II/LC3I decreased in the HC. 

 

Salvianolic acid B (20 mg/kg, i.p.) 

for 2 weeks. 

Jiang et 

al., 2017 

Male Swiss mice LPS (100 µg/kg, i.p.) was injected 

twice weekly for three weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST. 

Beclin-1 and p62 decreased in the HC; 

Acidic vesicles decreased in the HC. 

Fluoxetine (20 mg/kg) given in 

drinking water for 21 days. 

Ghosh et 

al., 2020 

Male Wistar rats  LPS (0.5 mg/kg, i.p.) was injected 

every day for 10 days. 

Anhedonia in the SPT and depressive-

like behavior in FST. 

Beclin-1 and LC3II/LC3I increased and Akt 

decreased in the HC; 

Autolysosomes increased in the hippocampal 

CA1 region. 

Fluoxetine (40 mg/kg, i.p.) for 10 

days. 

Wang et 

al., 2019b 

MDMA treatment 
Male Sprague-Dawley 

rats 

Rats were injected with MDMA (10 

mg/kg, s.c.) twice a day for 4 days. 

Depressive-like behavior in the FST. MDMA increased levels of LC3-II in 5-HT 

neurons in the dorsal raphe nucleus. 

3-methyladenine (15 mg/kg, i.p.) 

twice a day for four days.  

Shih et al., 

2019 

 

High-fat diet/ 

Streptozotocin treatment 

Male C57BL/6 mice Mice received high-fat diet for 12 

weeks. After that, streptozotocin (45 

mg/kg, i.p.) was injected for 2 weeks. 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST; 

Reduction in the fear conditioning 

memory ability; Impairment in learning 

and spatial memory in the MWM. 

Beclin-1 decreased in the HC. No. Guan et 

al., 2016 

High-fat diet 

Male C57BL/6 mice Mice received high-fat diet for 15 

weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive and anxiety-like behaviors 

in the TST and OFT, respectively. 

Beclin-1, LC3 e ATG5 increased in the HC. Allicin (50, 100, 200 mg/kg, v.o.) 

for 15 weeks. 

Gao et al., 

2019 

Aβ1-42 administration 

Male Sprague-Dawley 

rats 

Rats received an injection of Aβ 

oligomers (10 µg/rat) into the 

hippocampal CA1 region. 

Depressive-like behavior in the TST 

and FST; 

Anxiety-like behavior in the EPM. 

LC3II/LC3I increased in the HC. Silibinin (25, 50, 100 mg/kg, v.o.) 

or donepezil (1 mg/kg, v.o.) for 15 

days after Aβ injection. 

Song et 

al., 2017 

Male Wistar rats Rats received a bilateral injection of 

Aβ oligomers (10 ng/µl) into the 

hippocampal CA1 region. 

Depressive and anxiety-like behavior in 

the FST and EPM, respectively. 

LC3II/LC3I, ATG12-ATG5 complex 

increased in the HC. 

Geldanamycin (1 or 2 µg/kg, i.c.v) 

24 h before Aβ injection. 

Zare et al., 

2015 

Surgical menopause 

Female Sprague-

Dawley rats 

Rats had an estrogen deficit induced 

by bilateral ovariectomy. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive and anxiety-like behavior in 

the FST and OFT, respectively; 

Impaired spatial memory in the MWM. 

Increased of ATG5, LC3 total, LC3II and 

Beclin-1 in the HC and AMY; 

Increased ATG7 in the PFC and HC; 

Decreased pAkt in the HC and AMY. 

No. Fang et al., 

2018 

Bilateral olfactory 

bulbectomy 

Male Sprague-Dawley 

rats 

Rats were subjected to Bilateral 

olfactory bulbectomy. 

Higher score in the HET 

(Hyperemotionality Test); 

Beclin-1, LC3II and p-AMPK/AMPK 

decreased in the HC; 

Fluoxetine (10 mg/kg, p.o.) for 30 

days. 

Zhou et 

al., 2019 
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Impaired spatial memory in the MWM. p62, p-Akt/Akt, p-mTOR/mTOR and p-

ULK1/ULK1 increased in the HC. 

Single-prolonged Stress 

(SPS) 

Male Wistar rats Rats were subjected to restrain, 

forced swim and ether anesthesia on 

the same day. 

Impairment in learning ability and 

spatial memory in the MWM. 

Beclin-1 and LC3 levels decreased at 1 day 

after SPS and increased from 4 to 14 days after 

SPS in the mPFC; 

p62 levels increased at 1 day after SPS and 

decreased from 4 to 14 days after SPS in the 

mPFC.. 

No. Zheng et 

al., 2017 

Male Sprague -Dawley 

rats 

Rats were subjected to restrain, 

forced swim, ether anesthesia and 

foot electric shocks on the same day. 

Enhanced freezing behavior in the 

contextual fear conditioning test. 

Beclin-1 and LC3II/LC3I increased in the HC. SR57227 (selective 5-HT3 agonist; 

0.5 µM or 2 µM/ 

Hemisphere. 

Wu et al., 

2016 

Learned Helplessness 

(LH) 

Male ICR mice Mice were subjected to inescapable e-

shock (60 times a day, 0.30 mA, 15 s 

duration shock, interval of 45 s) for 3 

days. 

Increased escape failures and latency to 

escape in the shuttle box test; 

Increased latency to feed in the NSF; 

Depressive-like behavior in the FST. 

Beclin-1 decreased in the mesencephalon. 

 

Fluoxetine (10 mg/kg, v.o.) for 2 

weeks. 

Li et al., 

2016 

Chronic restraint stress 

Male BALB/c mice Mice were restrained for 6 h/day for 

21 days. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive-like behavior in the TST 

and FST. 

LC3II/LC3I, ULK1 317/ULK1 and p-

AMPK/AMPK decreased in the HC; 

Increased p62 and p-mTOR/mTOR in the HC. 

Apigenin (20, 40 and 60 mg/kg) 

orally. 

Zhang et 

al., 2019 

Chronic Unpredictable 

Mild Stress (CUMS) 

Male Sprague-Dawley 

rats 

Rats received one random stressor 

daily for 4 weeks. 

Anhedonia in the SPT and anxiety-like 

behavior in the OFT. 

Beclin-1 and LC3II decreased in the HC. Fluoxetine (10 mg/kg, p.o.) for 3 

weeks; or 

miR-16 bilaterally injected to the 

raphe nucleus. 

Yang et 

al., 2017 

Male Sprague-Dawley 

rats 

Rats received two or three random 

stressors daily for 6 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive and anxiety-like behaviors 

in the FST and OFT, respectively. 

Beclin-1 and LC3II/LC3I increased in the HC. Fluoxetine (10 mg/kg, p.o.) for 4 

weeks; or Bafilimycin A1 (10, 25, 

50 or 100 mg/kg, p.o.) for 4 weeks. 

Wang et 

al., 2018c 

Male Wistar rats  Rats received one random stressor 

daily for 5 weeks. 

Anhedonia in the SPT and depressive-

like behavior in FST. 

LC3II/LC3I and AMPK increased and p62 and 

mTOR decreased in the HC; 

Autolysosomes increased in the hippocampal 

CA1 region. 

Fluoxetine (40 mg/kg, i.p.) for 5 

weeks. 

Wang et 

al., 2019b 

Male Swiss mice Mice received one stressor daily for 

21 days. 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST; 

Impairment in learning and spatial 

memory in MWM; 

Impairment in associative memory in 

PA task; 

Hypolocomotion in the OFT. 

ATG5 e ATG7 decreased in the HC. Rosiglitazone (5 mg/kg, p.o.) for 21 

days. 

Patel et al., 

2016 

Female BALB/c mice Mice received one random stressor 

daily for 3 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Increased latency to feeding and 

decreased food intake in the NSF; 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST; 

Anxiety-like behavior in the OFT. 

ULK1, p-AMPK, LC3II decreased and p62, p-

mTOR/mTOR increased in the HC and PFC. 

α-tocopherol 

(50 or 75 mg/kg, p.o.) ou 

(fluoxetine 25 mg/kg, p.o.) for 2 

weeks. 

Huang et 

al., 2018 

Male C57BL/6 mice Mice received two or three random 

stressors daily for 12 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive and anxiety-like behavior in 

the FST and OFT, respectively. 

Beclin-1, LC3II/LC3I, 

ULK1, p-AMPK/AMPK decreased and p62 

increased in the PFC; 

LC3B-labeled neurons decreased in the PFC. 

Fluoxetine 

(10 mg/kg, i.p.) or 

Rosiglitazone (5 mg/kg, i.p.) for 6 

weeks. 

Zhao et 

al., 2017 

Male C57BL/6 mice Mice were subjected to random mild 

stressors twice per day for 5 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST. 

LC3II/LC3I and p62 increased in the HC. Fluoxetine (10 mg/kg, i.p.) for 4 

weeks. 

Shu et al., 

2019 

Male C57BL/6 mice Mice were subjected to random mild 

stressors for 4 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive and anxiety-like behaviors 

in the FST, TST, OFT and EPM. 

Beclin-1 and LC3II increased in the HC. Nicotine (0.2 mg/kg, i.p.) for 28 

days. 

Xiao et al., 

2018 

Male C57BL/6 mice Mice were subjected to two random 

mild stressors daily for 6 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST; 

Anxiety-like behavior in the OFT. 

Beclin-1 and LC3II decreased in the HC. Lexapro (1 mg/kg) 

Modified Xiaoyao San (23 mg/kg). 

Wang et 

al., 2019a 

Male C57BL/6 mice Mice were subjected to one random 

mild stressors daily for 4 weeks. 

Anhedonia in the SPT; 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST; 

Decreased of short-term memory in the 

YM. 

Beclin-1 decreased in the PFC. Fluoxetine (20 mg/kg) or 

Andrographolide (2.5 or 5 mg/kg) 

for 2 weeks. 

Geng et 

al., 2019 

Male C57BL/6 mice Mice were subjected to random mild 

stressors daily for 4 weeks. 

Anhedonia in the SPT and NST; 

Depressive-like behavior in the FST 

and TST. 

mRNA from ATG13 decreased and increased 

of its miRNA (mmu-miR-206-3p) in the NAc. 

No. Ma et al., 

2019 
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AMY, amygdala; EPM, elevated plus maze; FST, forced swim test; HC, hippocampus; i.c.v., intracerebroventricular; i.p., intraperitoneal; MWM, Morris water maze; NAc, nucleus accumbens; NSF, novelty-suppressed 
feeding; OFT, open field test; p.o., oral administration; PA task: passive avoidance step-through task; PFC, prefrontal cortex; SPT, sucrose preference test; TST, tail suspension test; YM, Y maze. 

 

 

 

 

 

Female C57BL/6 WT 

and microglia-specific 

autophagy-deficient 

mice 

Pregnant mice were subjected to 

stressors from embryonic day 7 to 16. 

Anhedonia in the SPT, depressive and 

anxiety-like behaviors in the FST and 

OFT, respectively in both strains. 

The levels of Beclin-1, ATG5 and LC3II did 

not change in the HC when compared mice 

subjected to CUMS with the control mice in 

both strains. 

Fluoxetine (18 mg/kg) from 

postnatal day 7 to 28. 

Tan et al., 

2018 

Social Defeat 

Male C57BL/6 mice Mice were defeated for 21 days. Reduced social behavior in the social 

avoidance test. 

The levels of Beclin-1, ATG12, LC3II/LC3I, 

pAkt/Akt did not change in the HC when 

compared controls without stress and social 

defeated mice. 

Paroxetine (20 mg/kg) given in the 

drinking water for 3 weeks. 

Gassen et 

al., 2014 
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2018). Similarly, rats with the olfactory bulb removed had impaired 

spatial memory and displayed hyperemotionality, a symptom related to 

depressed patients with psychomotor agitation. However, this model was 

associated with lower levels of Beclin-1, LC3II, and p-AMPK/AMPK and 

higher levels of p62, p-Akt/Akt, p-mTOR/mTOR, and p-ULK1/ ULK1 in 

the HC, suggesting a reduction in autophagy activation. Interestingly, 

treatment with fluoxetine reverted the hyperemotionality and the changes 

in autophagy-related proteins but not the memory impairment (Zhou et al. 

2019). 

Several works used different approaches to study the effect of acute or 

repeated stressful stimuli in autophagy. The single prolonged stress (SPS) 

is a well-established model to mimic post-traumatic stress dis- order 

(PTSD) in rodents (Yamamoto et al. 2009; Xiang et al. 2019). Wu et al. 

(2017) found that rats exposed to SPS had increased freezing response 

and Beclin-1 and LC3II/LC3I levels in the HC. Low levels of Beclin-1 

and LC3 and high levels of p62 were observed in the medial prefrontal 

cortex of rats after one day of SPS. However, the levels of Beclin-1 and 

LC3 increased, and the levels of p62 decreased after 4 and 7 days of stress 

exposure (Zheng et al. 2017). Li et al. (2016) observed that mice 

submitted to the learned helplessness model had a reduction of Beclin-1 

in the mesencephalon. 

The models that applied chronic stressors to evaluate the relation- ship 

between autophagy and behavioral alterations associated with psychiatric 

disorders were the most used. The chronic unpredictable mild stress 

(CUMS) is a validated and well-characterized model used to induce 

symptoms that resemble human depression (Willner 1997, 2005). When 

autophagy-related proteins were evaluated in the PFC of C57BL/6 male 

mice exposed to CUMS, it was observed an increase of p62 and a decrease 

in Beclin-1, LC3II/LC3I, ULK1, AMPK levels and in the number of LC3-

labeled neurons (Zhao et al. 2017; Geng et al. 2019). Amin et al. (2020) 

found a decrease in Beclin-1 and ATG5 levels in the cortex of 

ovariectomized C57BL/6 mice exposed to CUMS. Similar results were 

found in a study conducted on BALB/c female mice (Huang et al. 2018). 

On the other hand, the effect of CUMS in autophagy markers in the HC is 

less clear. Some studies showed that CUMS was able to cause a reduction 

of autophagy proteins in the HC of male rats (Yang et al. 2017), 

ovariectomized female (Amin et al. 2020) and male mice from different 

strains (Patel et al. 2016; Wang et al., 2019a). Interestingly, Ma et al. 

(2019) observed a decrease of ATG13 mRNA and an increase of its 

miRNA mmu-miR-206-3p in the nucleus accumbens after CUMS 

exposure, suggesting that the miRNA system can regulate autophagy in 

this encephalic region. 

Oppositely, studies that evaluated changes in the HC using similar CUMS 

protocols observed an increase in autophagy markers in male mice (Shu 

et al. 2019; Xiao et al. 2018) and rats (Wang et al. 2018b; Wang et al., 

2019b). Intriguingly, when the CUMS was applied on pregnant C57BL/6 

wildtype and microglia-specific autophagy-deficient mice, to mimic 

postpartum depression, no changes in the levels of autophagy-related 

proteins were observed (Tan et al. 2018). The mixed observations 

regarding the role of autophagy after chronic stress were found mainly in 

the HC and may be due to regional differences, dis- tinctions in stress 

protocols, and time between the stress exposure and euthanasia. 

In the chronic restraint stress model, Zhang et al. (2019) showed that 

stressed mice had a decrease of ULK1, AMPK, and LC3II/LC3I and an 

increase in p62 and p-mTOR levels in the HC, suggesting a reduction of 

autophagy activation. The social defeat model is based on the natural conflict 

between male rodents triggered by the territorial dispute (Hammels et al. 

2015). This model can induce anhedonia, social avoidance, depressive and 

anxiety-like behaviors. Therefore, it is a useful model to study mood 

disorders (Avgustinovich et al. 2005; Golden et al. 2011; Hammamieh et 

al. 2012; Liu et al. 2017). However, only one study evaluated the role of 

autophagy-related proteins in this model, and no changes were observed in 

autophagy markers in the HC after social stress (Gassen et al. 2014). 
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Most preclinical studies evaluated autophagy by measuring well 

known autophagic markers by immunoblotting or 

immunohistochemistry. LC3-II evaluation was widely used to measure the 

number of phagophores/autophagosomes/autolysosomes. Nonetheless, it 

is essential to highlight that LC3-II amount may not reflect autophagy 

activity, since LC3-II can be increased by autophagy activation or 

inhibition of autophagosome turnover (Yoshii and Mizushima 2017). 

Therefore, one of the main limitations of rodent studies is the lack of 

complementary assays to precisely evaluate the autophagy flux. 

The best way to assess autophagy flux is by combining methods that 

measure the increase of LC3-II and/or the number of autophagosomes, 

and components involved in the subsequent steps of the autophagy 

pathway, including lysosomes and release of breakdowns products 

(Klionsky et al. 2016). It is increasingly recognized that there is 

considerable redundancy of autophagic proteins. Thus, it is also 

interesting to evaluate several proteins involved in different steps of this 

pathway, such as autophagy regulators (mTOR, Akt, and AMPK), 

initiators/ elongators (ULK1, Vps34-Beclin-1, ATG12, ATG5) and products of 

autophagosome/autolysosome degradation (p62). Other useful tools are 

autophagy inductors or inhibitors, such as rapamycin, chloroquine, and 3-

methyladenine. Most of these compounds are not selective and act on 

different intracellular pathways. However, they can be essential to 

establish causality between the biochemical mechanisms and behavioral 

evidence or antidepressant effects, as observed by Zhang et al. (2017), 

Shih et al. (2019), and Ali et al. (2020). 

Additionally, several genetically modified animals can be used to 

evaluate autophagy in vivo. ATG gene knockout mice have contributed to 

understanding the physiological/pathological roles of autophagy (Kuma 

et al. 2017). The use of transgenic mice can be fundamental to establish 

the role of autophagy in specific cell types and to establish causality 

between the biochemical and behavioral phenomena, as observed by Tan 

et al. (2018) and Wang et al. (2019a). Furthermore, transgenic mice 

expressing probes or fluorescent autophagy-related proteins for 

monitoring and/or measuring autophagy flux are useful tools (Loos et al. 

2014; Kaizuka et al. 2016). 

2.2.  Clinical  evidence 

From the clinical point of view, data associating autophagy mechanisms 

and psychiatric disorders are scarce, with only seven studies. Moreover, 

some studies analyzed regulatory pathways associated with autophagy 

and not the autophagy machinery (Table 2). In patients with Major 

Depressive Disorder (MDD), the mRNA expression of autophagy proteins 

LC3, ATG12, and Beclin-1 was increased in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs), when compared to controls (Alcocer- 

Gómez et al. 2017a). On the other hand, decreased protein and mRNA 

levels of LC3 and p62 were found in PBMCs of patients with Bipolar 

Disorder (BD), and a negative correlation was found between autophagic 

proteins and symptoms of depression and mania (Scaini et al. 2019). 

Despite these initial studies, composed mainly by women, other studies 

focused on the role of autophagy in the treatment response. Gassen et al. 

(2014) showed that baseline Beclin-1 expression was positively 

correlated, and pAkt/Akt expression was negatively correlated with 

treatment response. The Akt-dependent phosphorylation of Beclin- 1 can 

shift Beclin-1's action from autophagy to apoptosis (Wang et al. 2013). 

Thus, these results suggest that the enhancement of autophagy is 

associated with better treatment response. Alcocer-Gómez et al. (2017b) 

further reinforced this idea by showing that at least Beclin-1 and LC3 are 

increased in patients undergoing successful treatment with antidepressants 

from different classes, compared to non-treated individuals. On the other 

hand, the work from He et al. (2019) showed that higher baseline levels 

of Beclin-1 were associated with poor treatment response to 

antidepressants. Thus, it is possible to speculate that not all MDD patients 

have dysfunction in autophagy-related mechanisms. However, when this 

dysfunction occurs, successful 

antidepressant treatment can enhance autophagic protein, at least in 

peripheral cells. 

Clinical studies also evaluated signaling proteins involved in autophagy 

regulation. Jernigan et al. (2011) found reduced mRNA ex- pression of 

mTOR and its core downstream signaling targets in post- mortem PFC of 

12 depressed subjects compared to 12 controls. Machado-Vieira et al. 

(2015) found reduced baseline mRNA expression of the Akt and mTOR 

in the blood of 25 unmedicated BD individuals during a depressive 

episode versus controls. Additionally, changes in Akt expression after 6 

weeks of lithium treatment were positively correlated with depression 

improvement. 

The clinical studies conducted so far have several limitations associated 

with the clinical heterogeneity of psychiatric disorders, including small 

sample sizes, use of different psychiatric medications, lack of data on 

comorbidities, eating habits, and absence of a balanced evaluation in men 

and women. 

Epidemiological data indicate that psychiatric conditions, such as MDD, 

PTSD, and anxiety disorders, are more prevalent in women (World Health 

Organization, 2017). Still, it is essential to use sex as a variable in the 

clinical studies and search for different biological mechanisms that can 

underlie behavioral alteration in males and females (Labonté et al. 2017; 

Hodes et al. 2017). Finally, the variability observed can be attributed to 

the different stages at which autophagy can be disrupted, or to the 

autophagic functions on different the target proteins. 

Despite the impact of peripheral alterations in the CNS and the etiology 

and progression of psychiatric disorders, how these changes in peripheral 

autophagy correlate with this pathway in CNS cells still needs to be 

explored. Combined with the clinical evaluation, the comprehension of 

these peripheral markers could lead to a more effective delineation of 

disease subtypes, selection of medications, and assessment of treatment-

efficacy and treatment-resistance in patients. 

2.3.  Findings interpretation 

In this review, we summarized the current knowledge regarding the 

involvement of the autophagy pathway in animal models associated with 

alterations in emotional behavior and changes found in patients with 

psychiatric disorders (Figure 2). It became evident that these dis- orders 

are highly heterogeneous entities, and treatment efficacy de- pends not 

only on the clinical symptoms but also on the biological mechanisms 

involved. Besides, the animal models used to study the mechanisms 

underlying these conditions have several limitations related to the 

required anthropomorphic projection of complex human traits, such as the 

emotional symptoms. In this sense, compiling all available evidence is 

essential to analyze possible divergencies between human and rodent 

models and trace new perspectives for the elaboration of future research. 

Although the impact of antidepressant on autophagy is explored in the 

literature, the role of this pathway as a protective or detrimental 

mechanism in psychiatric outcomes have not been largely developed so 

far. There are many preclinical studies using different stress models, 

pharmacological, and surgical paradigms to induce behavioral alterations 

associated with psychiatric disorders. Most of these studies focused on 

autophagy alterations in the hippocampus and prefrontal cortex, applying 

techniques incapable of discriminating against different cell populations 

or even the different stages of the autophagic flux. 

In this sense, results heterogeneity is probably related to differences in 

protocols and in the time course between the end of the paradigm and the 

euthanasia. The autophagic flux is fast and dynamic, and observations at 

a single timepoint may be challenging to compare. The use of 

pharmacological compounds or classical antidepressants to restore the 

behavioral alterations and the impact on autophagy-related proteins is 

limited by their low selectivity and multiple cellular targets. On the other 

hand, Tan et al. (2018) specifically knocked out atg5 in the 
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Table 2. Clinical findings associating changes in autophagy-related mechanisms in mood disorders. 

BD, Bipolar Disorder; BDI, Beck Depression Inventory; DSM-IV, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; FAST, Functioning Assessment Short Test; GAF, Global Assessment of 
Functioning; HDRS, Hamilton Depression Rating Scale; MADRS, Montgomery-Âsberg Depression Rating Scale; MDD, Major Depressive Disorder; MINI, Mini-International Neuropsychiatric Interview; 
PBMC, peripheral blood mononuclear cell; SADS-L, Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia: lifetime version; SCID, Structured Clinical Interview for DSM-IV Psychiatric Disorders; SCL-90-
R: Symptom Distress Checklist; SNRI, serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor; YMRS, Young Mania Rating Scale. 

 

Population 

/Diagnosis 
Sex 

Mean age 

(years) 
Treatment Instrument 

Biological 

sample 
Major findings Authors 

45 MDD patients in 
depressive episode and 6 

patients with BD in 

depressive episode 

26 women 
25 men 

49 ± 14.7 6 weeks with antidepressants HDRS Blood 
(PBMC) 

Positive correlation between Beclin-1 protein 
levels and treatment response; 

Negative correlation between treatment 

response and pAkt/Akt protein levels. 

Gassen et al., 
2014 

40 MDD patients and 20 

controls 

All women controls: 49.5 ± 6.1 

patients: 46.1 ± 8 

No SCID-IV, 

BDI, and 

SCL-90-R 

Blood 

(PBMC) 

Increased LC3, ATG12 and Beclin-1 mRNA in 

MDD patients. 

Alcocer-

Gómez et al., 

2017a 
20 MDD patients without 

treatment and 194 MDD with 

antidepressant treatment 
recruited after a depressive 

episode 

179 women 

55 men 

controls: 45.5 ± 6.1 

patients: 46.1 ± 8 

Minimum of 6 months of 

fluoxetine, paroxetine, mianserin, 

mirtazapine, venlafaxine, 
desvenlafaxine, amitriptyline, 

imipramine or agomelatine 

SCID-IV Blood 

(PBMC) 

Beclin-1 and LC3 mRNA were increased in 

MDD patients treated with antidepressants 

versus untreated patients. 

Alcocer-

Gómez et al., 

2017b 

40 MDD patients 25 women 
15 men 

36.75 ± 13 8 weeks with paroxetine, 
venlafaxine or duloxetine 

HDRS Blood 
(serum) 

Higher baseline serum levels of Beclin-1 
predict poor treatment response; 

Increased serum levels of Beclin-1 were 

observed in the responsive patients after the 
treatment. 

He et al., 
2019 

31 BD patients and 25 

controls 

42 women 

14 men 

controls: 37.04 ± 10.2 

patients: 36.90 ± 11.9 

Treatment with antipsychotics, 

anticonvulsants, mood stabilizers 
and/or antidepressants 

MINI, 

MADRS, 
YMRS, GAF, 

FAST 

Blood 

(PBMC) 

Decreased LC3 and p62 mRNA and protein 

levels in BD patients; 
Negative correlation between autophagic 

proteins and symptoms of depression and 

mania. 

Scaini et al., 

2018 

25 BD patients in current 

depressive episode and 31 
controls 

34 women 

22 men 

controls: 27.657 ± 6.0 

patients: 28.447 ± 5.6 

Evaluation at baseline and after 6 

weeks of lithium 

DSM-IV-TR 

criteria, 
HDRS 

Blood Reduced baseline mRNA expression of the Akt 

and mTOR in unmedicated BD individuals 
during depressive episode; 

Changes in Akt expression after 6 weeks of 

lithium treatment were positively correlated 
with depression improvement. 

Machado-

Vieira et al. 
2015 

12 MDD patients and 12 

controls 

4 women 

20 men 

controls: 51 ± 3.8 

patients: 55 ± 3.8 

Medication history: sertraline (n=2); 

Fluoxetine (n=1); Paroxetine, 
fluoxetine and amitriptyline (n=1) 

SADS-L, 

SCID-IV 

PFC tissue Reduced mTOR mRNA in the PFC of 

depressed subjects compared to controls. 

Jernigan et 

al., 2011 
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Figure 2. Autophagy process and principal findings of clinical and preclinical studies 

 

BD, Bipolar Disorder; CUMS, chronic unpredictable mild stress; LH, learned helplessness; LPS, lipopolysaccharide-induced depressive-like 

behavior; MDD, Major Depressive Disorders; MDMA, 3,4-methylenedioxymethamphetamine; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; SPS, 

single-prolonged stress; STZ, streptozotocin. 
 

microglia cells of C57B6 mice, a strategy that failed to prevent the impact 

of chronic unpredictable mild stress during pregnancy on emotional 

behaviors. However, it is increasingly recognized that there is 

considerable redundancy of autophagic proteins, which must be 

considered when analyzing the results. 

From the clinical point of view, the literature is scarce, the studies have 

small samples and fail to standardize many confounding factors, such as 

diagnosis instruments and comorbidities. Currently, at least in PBMCs, 

some of the major autophagy markers, like Beclin-1 and LC3, appear to 

be increased in patients with MDD and decreased in patients with BD. 

Autophagy regulators, such as mTOR, were also less expressed in peripheral 

cells of BD patients during a depressive episode and in the PFC of 

postmortem patients with MDD. 

Most studies that investigated the effect of antidepressants on autophagy 

showed an increase in autophagy markers in response to the treatment (for 

review, see Rein 2019). In this sense, successful anti-depressant 

treatments were associated with an increase in autophagy in two studies. 

However, recent work showed that high baseline levels of Beclin-1 are 

associated with a poor symptom’s remission after anti- depressant 

therapy. It highlights the heterogeneity in the biological mechanisms 

mediating these disorders and points to a possible new mechanism to 

access treatment-choice in patients. Another limitation observed in the 

studies available is the lack of proper evaluation of sex differences. Most 

clinical studies have a significantly higher number of female subjects, but 

only five pre-clinical studies were conducted in female rodents. 

It is essential to emphasize that although autophagy is crucial to cellular 

homeostasis maintenance, the balance between beneficial and detrimental 

effects of autophagy in immunity, inflammation, and metabolism may 

have different impacts in different cell types. Therefore, potential changes 

in signal transduction, activated in stress response or danger signals, might 

be informative measures of the cellular capacity to respond to disturbances 

as well as their following ability to recover after treatment. The variability 

observed between models can be ac- counted for by the stages at which 

autophagy is disrupted. Also, most of the autophagy-related targets have 

non-autophagy functions. Moreover, many other molecules may play a 

role in autophagy in different cell types, and identify them will be crucial 

for our understanding of autophagy in psychiatric disorders. 

3. Conclusions and perspectives 

As occurs in many neurodegenerative conditions, autophagy plays an 
important role in psychiatric disorders and treatment response. However, 

causality is hard to address, especially when dealing with complex and 

multifactorial disorders. Moreover, even when differences in autophagy are 
found, most studies are cross-sectional and incapable of concluding if the 

changes are part of the mechanisms causing the behavioral alterations or 

regulatory effects produced to counteract the impact of the disease. The 
experimental analyses of autophagy must be carefully ad- dressed, and 

future studies should use techniques that enable the ac- curate measurement 

of the functional status of this dynamic process through time. Therefore, 
since there is no single method able to evaluate the autophagy flux 

thoroughly, we propose that future studies must combine different 

methodologies to better assess autophagy flux. To study psychiatric 
disorders, it is also essential to analyze specific cell autophagy and the 

downstream targets affecting neuronal communication and, ultimately, the 

behavioral outcomes. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ESTRESSE CRÔNICO DE DERROTA SOCIAL 

O estresse crônico de derrota social (ECDS) é um dos modelos mais utilizados 

para mimetizar alterações comportamentais e neuroquímicas associadas com os 

transtornos depressivos e de ansiedade em animais. Este modelo apresenta boa 

validade de constructo, face e preditiva, além de uma alta validade etológica, pois 

mimetiza situações aversivas comuns observadas em roedores (WANG, et al., 2020). 

O paradigma de derrota social se baseia em interações agonísticas entre animais 

coespecíficos geralmente do mesmo sexo desencadeadas pelo comportamento 

natural e previsível de disputa territorial (HAMMELS et al., 2015). Uma ampla 

variedade de protocolos de estresse de derrota social foi descrita, variando em relação 

a espécie dos roedores (ratos, camundongos ou cobaias), número de repetições das 

sessões de estresse (agudo ou crônico) e o tempo de interação física entre os animais 

(DUQUE; VINADER-CAEROLS; MONLEON, 2016; GOLDEN et al., 2011; 

HAMMAMIEH et al., 2012; KRISHNAN et al., 2007; KUDRYAVTSEVA, 1994; 

KUDRYAVTSEVA; BAKSHTANOVSKAYA; KORYAKINA, 1991; MOURI et al., 2018). 

Entretanto, a maioria desses protocolos tem em comum o uso exclusivo de roedores 

machos tanto como intrusos, quanto como residentes (LYONS et al., 2023). 

Um dos protocolos mais empregados para estudo dos efeitos do estresse 

psicossocial, é o protocolo de ECDS proposto por Golden e colaboradores (2011). 

Neste protocolo, o camundongo intruso macho geralmente da linhagem C57BL/6 é 

colocado na caixa moradia de um camundongo residente macho de linhagem 

diferente (CD1 ou Swiss) que é mais velho, agressivo e de maior porte, por um período 

de 10 min (fase de contato físico). Após este período, uma placa de acrílico 

transparente e perfurada é colocada na caixa moradia separando o animal intruso e o 

residente pelo período remanescente de 24 h (fase de contato sensorial). Este ciclo é 

repetido por 10 dias consecutivos, sendo que o camundongo intruso é apresentado a 

um novo camundongo residente a cada dia. Após o término do protocolo, os animais 

intrusos são avaliados no teste de interação social a fim de determinar se o estresse 

foi capaz de induzir comportamento de esquiva social direcionado a um camundongo 
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semelhante aos camundongos residentes utilizados durante o protocolo, mas não 

familiar (GOLDEN et al., 2011). 

É amplamente descrito na literatura que o ECDS é capaz de induzir alterações 

comportamentais em roedores como esquiva social, comportamento tipo-ansioso e 

prejuízos cognitivos. Além disso, a derrota social provoca alterações do 

funcionamento de áreas encefálicas envolvidas com a regulação das respostas 

emocionais (como o hipocampo, o córtex pré-frontal, o núcleo accumbens e a 

amígdala) e a hiperativação de sistemas que medeiam a resposta ao estresse, como 

o sistema nervoso autônomo simpático, o eixo HPA e o sistema imunológico (para 

revisão consultar BILTZ et al., 2022). Essas alterações comportamentais e fisiológicas 

mimetizam os sintomas e os aspectos neurobiológicos dos transtornos mentais 

comuns. 

Embora, o protocolo de ECDS tenha sido amplamente adaptado e empregado 

para investigar os mecanismos subjacentes das respostas ao estresse e a 

neurobiologia dos transtornos mentais comuns, ressalta-se que só recentemente este 

modelo começou a ser adaptado para ser reproduzido em roedores fêmeas 

comumente utilizados em laboratório (A. Z. HARRIS et al., 2018; IÑIGUEZ et al., 2017; 

TAKAHASHI et al., 2017; VAN DOESELAAR et al., 2020). O principal obstáculo 

enfrentado para reproduzir o ECDS em camundongos fêmeas, é que em condições 

normais camundongos residentes (machos ou fêmeas) não apresentam 

comportamento agressivo direcionado a fêmeas intrusas (KUSKE & TRAINOR, 2022). 

Até o início da última década, os modelos de ECDS em fêmeas descritos na 

literatura utilizavam roedores de espécies não tão comumente utilizadas em 

laboratório, como California mice (Peromyscus californicus), hamster sírio 

(Mesocricetus auratus) e ratazana da pradaria (Microtus ochrogaster), pois as fêmeas 

destas espécies apresentam comportamento agressivo robusto frente a intrusos do 

mesmo sexo (RIBBLE & SALVIONI, 1990; TRAINOR et al., 2011). Outros modelos 

propuseram algumas manipulações das condições padrão a fim de induzir 

agressividade. Neste contexto, foi descrito um modelo de ECDS que utilizou ratas no 

período de lactação como animais residentes, pois estas apresentam comportamento 

agressivo direcionado a ratas intrusas (HANEY et al., 1995; HOLLY et al., 2012). 

Newman e colaboradores (2019) demonstraram que camundongos Swiss Webster 
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fêmeas não-castradas quando alojadas com camundongos machos castrados da 

mesma linhagem apresentam comportamento agressivo direcionado a fêmeas 

C57BL/6 intrusas. Adicionalmente, outro modelo induziu comportamento agressivo 

em camundongos machos contra fêmeas intrusas, por meio da ativação 

quimiogenética de áreas encefálicas específicas como a subdivisão ventrolateral do 

hipotálamo ventromedial (VMHvl) (TAKAHASHI et al., 2017). 

Embora os modelos citados tenham sido eficientes em reproduzir o ECDS em 

roedores fêmeas, as estratégias empregadas são logisticamente difíceis de serem 

reproduzidas por utilizarem linhagens de roedores que não são padrão na maioria dos 

laboratórios ou métodos trabalhosos e caros para indução da agressividade. 

Entretanto, uma opção de modelo de ECDS mais simples e acessível foi proposta por 

Harris e colaboradores (2018). Os autores aplicaram urina de camundongos machos 

contendo odorantes e feromônios no corpo dos camundongos fêmeas antes das 

sessões de contato físico da derrota social para induzir comportamento agressivo nos 

camundongos machos residentes (HARRIS et al. 2018). Este método foi 

posteriormente reproduzido por van Doeselaar e colaboradores (2020), sendo 

considerado eficiente para induzir alterações comportamentais e fisiológicas nos 

camundongos fêmeas, como comportamento tipo-ansioso e hiperativação do eixo 

HPA. 

1.2 DERROTA SOCIAL E AUTOFAGIA 

Poucos estudos investigaram o impacto do estresse de derrota social na via da 

autofagia. Gassen e colaboradores (2014) não encontraram nenhuma alteração nos 

marcadores autofágicos investigados no hipocampo de camundongos machos 

expostos a 21 dias de ECDS. Entretanto, estudos publicados recentemente, 

associaram alterações das respostas emocionais induzidas pelo ECDS com o 

aumento da mitofagia (i.e., degradação seletiva de mitocôndrias pelo processo de 

autofagia) e autofagia em células da amígdala basolateral e do hipocampo de 

camundongos machos (DUAN et al., 2021; GUO et al., 2022).  

Por outro lado, Sakai e colaboradores (2022) relataram achados que sugerem 

aumento do fluxo autofágico no córtex pré-frontal de camundongos machos que 

apresentaram perfil de resiliência ao ECDS. Além disso, os autores também 
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demonstraram que deficiências no mecanismo de autofagia em células da microglia 

potencializaram o comportamento de esquiva social induzido pelo ECDS (SAKAI et 

al., 2022). 

Entretanto, ressalta-se que a divergência nos achados dos impactos da derrota 

social na autofagia pode ser devido a diferenças da ativação dessa via em áreas 

encefálicas e tipos celulares específicos. Além disso, nenhum estudo investigou os 

efeitos do ECDS nos mecanismos de autofagia de roedores fêmeas, destacando a 

importância de se avaliar possíveis efeitos nas respostas emocionais e nesta via 

dependentes do sexo. 

1.3 HIPÓTESES 

• O ECDS provoca um prejuízo das respostas emocionais e do mecanismo de 

autofagia em camundongos fêmeas. 

• A inibição farmacológica da autofagia potencializa os efeitos de um estresse agudo 

de derrota social em camundongos fêmeas. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar alterações nos comportamentos emocionais e nos mecanismos de 

autofagia em camundongos fêmeas submetidos a um modelo crônico e agudo de 

estresse psicossocial. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Padronizar um modelo de ECDS em camundongos fêmeas e caracterizar os 

comportamentos emocionais decorrentes do estresse. 

• Avaliar os níveis de proteínas associadas à autofagia no hipocampo de 

camundongos fêmeas expostos ao ECDS. 

• Expor os camundongos fêmeas a um modelo de estresse agudo de derrota 

social (EADS) associado a inibição farmacológica da autofagia e avaliar as 

respostas emocionais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS E ASPECTOS ÉTICOS  

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss (3 a 6 meses) 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) 

e camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 (2 a 3 meses) que foram fornecidas 

pelo Prof. Dr. Eduardo Moreira (Departamento de Ciências Fisiológicas, Centro de 

Ciências Biológicas - CCB, UFSC). Os animais foram transferidos para o Biotério 

Setorial do Departamento de Bioquímica e inicialmente alojados em grupos em caixas 

moradias (40 x 34 x 16 cm) que foram mantidas em estantes ventiladas separadas de 

acordo com a linhagem. Os animais tiveram livre acesso à ração e água filtrada, e 

foram mantidos em condições padronizadas (temperatura de 21 ± 2 ºC, ciclo claro-

escuro de 12 h, com luzes acesas às 7 h). 

Para realização dos protocolos de estresse e testes comportamentais os 

animais foram transferidos 24 h antes do início dos experimentos para as salas de 

comportamento do Laboratório de Neurociência Translacional (Departamento de 

Bioquímica, CCB, UFSC). Os experimentos foram conduzidos de acordo com os 

padrões de bem-estar animal recomendados pelo Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal (CONCEA) obedecendo a lei nacional nº 11.794/2008. Além 

disso, ressalta-se que os procedimentos realizados com os animais foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (n° 2010201118, 

ANEXO A). 

 

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

3.2.1 Padronização do modelo de ECDS e caracterização das respostas 

emocionais 

As fêmeas C57BL/6 foram expostas a 10 dias consecutivos de ECDS, sendo 

que a sessões de contato físico foram filmadas nos dias 1 e 10 para posterior 

avaliação das estratégias de enfrentamento ao estresse. Todas as fêmeas foram 

pesadas nos dias 1, 5, 10 e 13. Um dia após o término do ECDS, dia 11, as fêmeas 

foram avaliadas no teste de interação social (TIS). No dia 12 foi realizado o teste do 
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campo aberto (TCA) e no dia 13 foi realizado o teste do labirinto em cruz elevado 

(LCE) seguido pela eutanásia (Figura 3). 

Além disso, o ciclo estral das fêmeas foi avaliado nos dias 11, 12 e 13 após a 

finalização dos testes comportamentais. Uma coorte de animais foi submetida à 

eutanásia por decapitação para dissecção do hipocampo (HC) que foi congelado e 

armazenado a -80°C. Uma outra coorte foi anestesiada com cetamina (100 mg/kg) e 

xilazina (10 mg/kg) e submetida a perfusão transcardíaca com solução salina (NaCl) 

0,9%, seguida por paraformaldeído (PFA) 4%. Os encéfalos foram removidos da 

calota craniana, fixados em PFA 4% por 24 h, e mantidos em solução de sacarose 

30%. 

Figura 3. Representação esquemática do delineamento experimental do modelo de 

ECDS 

 

Legenda: As fêmeas C57BL/6 foram expostas ao estresse crônico de derrota social (ECDS) por 10 
dias consecutivos. As estratégias de enfrentamento ao estresse foram avaliadas durante as sessões 
de contato físico do dia 1 e 10. As fêmeas do grupo controle (CTL) foram mantidas pareadas durante 
os 10 dias de ECDS, sendo que os pares foram trocados diariamente. No dia 11, todas as fêmeas 
foram avaliadas no teste de interação social (TIS). No dia 12 foi realizado o teste do campo aberto 
(TCA). No dia 13, foi realizado o teste do labirinto em cruz elevado (LCE) seguido pela eutanásia para 
coleta das amostras de hipocampo que foram utilizadas para análise de proteínas autofágicas pela 
técnica de Western blot. Fonte: produzida pela autora no site Biorender. 
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3.2.2 Modelo de Estresse Agudo de Derrota Social (EADS) associado a inibição 

autofágica 

Para avaliar o efeito da associação do EADS e da inibição da autofagia nas as 

respostas comportamentais, primeiramente as fêmeas C57BL/6 foram tratadas com o 

inibidor farmacológico Lys05 (#SML2097-25MG, Sigma-Aldrich®) na dose de 20 

mg/kg, intraperitoneal (i.p.), uma vez ao dia por três dias consecutivos. O fármaco 

Lys05 consiste em um sal solúvel em água formado por um dímero de cloroquina que 

atua neutralizando o pH dos lisossomos, consequentemente prejudicando o 

funcionamento das enzimas lisossomais e bloqueando o fluxo autofágico. As fêmeas 

do grupo veículo foram tratadas com salina 0,9%. O peso dos animais foi 

acompanhado durante os dias 1, 4 e 6. 

Após 24 h da administração da última dose de Lys05 ou veículo (dia 4), as 

fêmeas foram subdivididas em quatro grupo experimentais: os grupos CTL tratados 

com veículo ou Lys05 que não foram expostos ao EADS e os grupos EADS tratados 

com veículo ou Lys05. As fêmeas dos grupos EADS foram expostas a três sessões 

de cinco minutos de confronto físico com intervalos de quinze minutos. 

Um dia após o EADS (dia 5), as fêmeas foram avaliadas no TIS durante o 

período da manhã e no LCE durante a tarde. No dia 6 do protocolo experimental, as 

fêmeas foram avaliadas no TCA e submetidas a eutanásia por decapitação para 

dissecação do hipocampo que foi congelado em nitrogênio líquido e armazenado a -

80 °C (Figura 4). 
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Figura 4. Representação esquemática do delineamento experimental do modelo de 

EADS associado a inibição autofágica 

 

Legenda: As fêmeas C57BL/6 foram tratadas uma vez ao dia com o inibidor autofágico (Lys05 20 
mg/kg, i.p.) ou veículo (salina 0,9%, i.p.) durante 3 dias. Um dia após o término do tratamento, as 
fêmeas foram expostas a 3 sessões de 5 min de estresse agudo de derrota social (EADS). As fêmeas 
dos grupos controles (CTL) tratadas com inibidor autofágico ou veículo foram mantidas em grupos de 
5 animais durante as sessões de EADS sendo manipuladas apenas para aplicação da urina. No dia 5 
do protocolo, todos os grupos foram avaliadas no teste de interação social (TIS) e no teste do labirinto 
em cruz elevado (LCE). No dia 6, os animais foram expostos ao teste campo aberto (TCA) seguido pela 
eutanásia. Fonte: produzida pela autora no site Biorender. 

 

3.3 MODELOS DE ESTRESSE 

3.3.1 Seleção de camundongos machos residentes 

Um mês antes do início dos protocolos de derrota social, os camundongos 

Swiss, que foram chamados de animais residentes, foram alojados em caixas 

moradias individuais, a fim de exacerbar suas características de demarcação 

territorial. Além disso, foi realizada uma triagem para selecionar os animais que 

apresentavam o comportamento agressivo necessário para a realização dos 

protocolos de estresse, conforme relatado por Golden e colaboradores (2011). 
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Durante a triagem, camundongos machos C57BL/6 (2 a 4 meses) foram 

colocados nas caixas moradia dos camundongos Swiss sem nenhum tipo de barreira, 

ou seja, permitindo-se o contato físico entre animais por cincos minutos durante três 

dias consecutivos. Os camundongos Swiss que apresentaram latência para o ataque 

menor que 60 s ou pelo menos dez ataques direcionados aos camundongos C57BL/6 

durante dois dias consecutivos foram selecionados para participarem dos protocolos 

de estresse. Aqueles que não atenderam aos critérios de inclusão e os camundongos 

C57BL/6 usados nas sessões de triagem foram submetidos a eutanásia por exposição 

a dióxido de carbono (CO2). 

Os camundongos residentes selecionados foram utilizados em mais de um 

protocolo contanto que o estresse fosse realizado em até três meses após a triagem 

inicial. Além disso, as condições físicas dos camundongos residentes foram avaliadas 

periodicamente e os animais que apresentaram feridas ou sinais de dor, assim como 

os que apresentaram habituação ao protocolo de estresse foram substituídos e 

submetidos a eutanásia. 

3.3.2 Coleta de urina dos machos 

Para coletar a urina aplicada nas fêmeas antes das sessões de contato físico 

dos protocolos de estresse, 20 camundongos machos C57BL/6 foram colocados em 

grupos de 10 animais em uma caixa moradia sem maravalha contendo apenas uma 

grade de metal apoiado ao seu fundo para evitar que os animais caminhassem sobre 

a urina excretada. Os animais foram mantidos nessas condições por 2 h diariamente 

até obtenção de quantidade suficiente de urina para realização dos protocolos. A urina 

foi coletada com uma micropipeta e armazenada em microtubos de 2 mL a 4°C. 

3.3.3 Protocolo de ECDS  

O ECDS foi composto por uma sessão diária de contato físico e outra de contato 

sensorial durante 10 dias consecutivos. No início de cada sessão, as fêmeas C57BL/6 

foram individualmente inseridas na caixa moradia (40 x 34 x 16) de um camundongo 

Swiss não familiar contendo uma divisória de acrílico transparente e perfurada que 

impedia o contato físico, mas permitia a troca de estímulos sensoriais entre os animais 

(Figura 5.A). Uma vez ao dia, foi aplicado 20 µL de urina de camundongos machos 
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C57BL/6 no dorso, orifício vaginal e base da cauda das fêmeas (HARRIS et al., 2018; 

VAN DOESELAAR et al., 2020) que foram inseridas individualmente no lado da caixa 

do camundongo residente permitindo o contato físico entre eles por 10 min (Figura 

5.B). Após esse período as fêmeas foram retiradas do lado do residente e recolocadas 

ao lado oposto da caixa por 24 h (contato sensorial) até a próxima sessão de contato 

físico. As fêmeas foram apresentadas a um animal residente não familiar durante 

todos os dias de ECDS, prevenindo que houvesse habituação ao residente. Todas as 

sessões de contato físico foram observadas por uma experimentadora experimente 

para registrar a latência do primeiro ataque e evitar interações sexuais. Além disso, 

as fêmeas foram pesadas e tiveram as sessões de contato físico filmadas nos dias 1 

e 10 de ECDS para posterior avaliação das estratégias de enfrentamento adotadas 

frente ao estresse. 

As fêmeas C57BL/6 do grupo CTL foram pareadas em caixas moradia (40 x 34 

x 16) separadas pela divisória de acrílico transparente e perfurado. Assim como as 

fêmeas do grupo ECDS, as fêmeas CTL receberam aplicação de urina no dorso, base 

da cauda e orifício vaginal e foram trocadas de pares diariamente durante os 10 dias. 

Entretanto, ressalta-se que em nenhum momento foi permitida a interação física entre 

as fêmeas CTL. 

Figura 5. Imagens ilustrativas das etapas do protocolo de ECDS 

 

Legenda: A. Etapa de contato sensorial, a fêmea C57BL/6 e o macho Swiss foram separados por uma 
divisória transparente e perfurada por 24 h. B. Etapa de contato físico, a fêmea C57BL/6 foi inserida no 
lado da caixa do camundongo Swiss residente por 10 min, permitindo-se interações físicas entre os 
animais. Imagens obtidas pela autora durante os experimentos. Fonte: autora. 
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Após a última sessão de contato físico do protocolo de ECDS, as fêmeas do 

grupo ECDS e CTL foram separadas e mantidas em caixas moradias individuais 

durante todo o período de realização dos testes comportamentais. 

3.3.4 Avaliação do comportamento agressivo dos camundongos residentes 

O comportamento dos camundongos residentes foi avaliado diariamente 

durante as sessões de interação física nos 10 dias de ECDS. Nos dias 1 e 10 do 

protocolo, as sessões de interação física foram filmadas para posterior caracterização 

do comportamento dos residentes e das intrusas. O comportamento dos 

camundongos residentes direcionados as fêmeas intrusas foram classificados como:  

a- Ataque: quando o camundongo residente visivelmente abocanhou a fêmea 

intrusa; 

b- Comportamento territorial: quando o camundongo movimentou a cauda 

rapidamente (em inglês essa ação é chamada de tail rattling) ou quando o 

camundongo empurrou a maravalha em direção a fêmea intrusa; 

c- Ameaça de ataque: quando o camundongo residente avançou em direção 

a fêmea intrusa; 

d- Lambidas agressivas (do inglês, grooming): quando o camundongo 

residente realizou o comportamento de lamber agressivamente a cabeça, 

dorso ou orifício vaginal da fêmea intrusa; 

e- Montas: quando o camundongo residente tentou montar na fêmea intrusa. 

 

Camundongos residentes que apresentaram habituação ao protocolo, 

caracterizada por ausência de ataques ou outros tipos de interações agressivas com 

as fêmeas intrusas, foram substituídos. Além disso, as sessões em que houve 

comportamento repetitivo e insistente de monta foram interrompidas para prevenir que 

as fêmeas ficassem prenhas. 



50 

 

 

3.3.5 Avaliação das estratégias de enfrentamento das fêmeas expostas ao 

ECDS 

As estratégias de enfrentamento exibidas pelas fêmeas intrusas em resposta 

aos comportamentos dos machos residentes descrito no item 3.5.1 foram 

classificadas em respostas reativas e submissas. Considerou-se uma reposta reativa 

quando a fêmea correu antes do ataque ou durante a tentativa de monta ou tentou 

afastar o residente com as patas. Já a reposta submissa compreendeu o 

comportamento de postura de submissão, permanecer imóvel (ou seja, não tentar 

fugir durante um ataque, uma tentativa de monta ou ao receber lambidas agressivas) 

ou lamber o camundongo residente. 

Além disso, foi avaliado a distância total percorrida, o número e tempo gasto 

nos cantos da área da caixa moradia do camundongo residente. Esses parâmetros 

foram avaliados utilizando o software Any-Maze®. 

3.3.6 Protocolo de EADS 

O EADS foi composto por três sessões de 5 min de confronto físico entre o 

camundongo residente e a fêmea C57BL/6. As sessões ocorreram em um mesmo dia 

com intervalos de 15 minutos entre uma e a outra. Cada fêmea C57BL/6 foi colocada 

na caixa moradia (20 x 30 x 13 cm) de um camundongo Swiss residente e avaliou-se 

a latência para o primeiro ataque. Antes de cada sessão, foi aplicado 20 µL de urina 

de camundongos C57BL/6 machos no orifício vaginal, base da cauda e dorso das 

fêmeas que foram apresentadas a três camundongos residentes diferentes para 

prevenir habituação. Após o término do protocolo de EADS, as fêmeas foram mantidas 

em grupos de 5 animais até a finalização dos testes comportamentais. 

As fêmeas CTL também foram mantidas em grupos de cinco animais em uma 

sala separada sendo manipuladas apenas para aplicação da urina. 

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS E CICLO ESTRAL 

Todos os testes comportamentais foram realizados no período da manhã (9 h 

às 12 h), exceto o teste do campo aberto do protocolo de ECDS que foi realizado 

durante a tarde (14 h às 17 h). Os animais foram aclimados na sala experimental com 

a luz vermelha acesa por 1 h antes do início dos testes. Todos os aparatos utilizados 
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foram higienizados com álcool 20% entre os testes de diferentes animais para eliminar 

as pistas olfatórias. Todos os testes comportamentais foram filmados para posterior 

análise. A coleta de amostras para avaliação do ciclo estral foi feita após a finalização 

do teste comportamental de cada dia de protocolo. 

3.4.1 Teste de interação social (TIS) 

O TIS foi realizado em um aparato de acrílico (42 x 42 x 42 cm) que continha 

um compartimento móvel de acrílico perfurado apoiado a uma de suas paredes 

(Figura 6). O teste foi composto por duas etapas de 150 s com intervalo de 30 s. Na 

primeira etapa ou etapa sem alvo, a fêmea foi colocada no centro do aparato próxima 

da parede oposta ao compartimento vazio (Figura 6.A). Na segunda etapa ou etapa 

com alvo, foi inserido um camundongo Swiss macho não familiar no compartimento e 

a fêmea foi recolocada no centro do aparato (Figura 6.B). Ambas etapas foram 

filmadas e analisadas pelo software Any-Maze®, no qual foram delimitadas as zonas 

de interação social e cantos. 

Os parâmetros avaliados no TIS foram tempo de permanência e o número de 

entradas na zona de interação social (ZIS) e na zona dos cantos (C) na ausência e 

presença do alvo e o índice de interação social (IIS). O IIS consiste no tempo na ZIS 

na presença do alvo dividido pelo tempo na ZIS na ausência do alvo, o qual pode ser 

utilizado para classificar os animais em resilientes (IIS > 1) ou suscetíveis (IIS < 1) ao 

estresse (GOLDEN et al., 2011). 
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Figura 6. Foto representativa do aparato e das etapas do teste de interação social 

 

Legenda: A. Representação da primeira etapa do teste de interação social, em que a fêmea C57BL/6 
é inserida no aparato na ausência de um camundongo Swiss no compartimento de acrílico transparente 
e perfurado. B. Representação da segunda etapa do teste em que a fêmea é inserida novamente no 
aparato, mas dessa vez com um camundongo Swiss não-familiar confinado no compartimento. ZIS: 
zona de interação social e C: zona dos cantos. Imagens obtidas pela autora durante os experimentos. 
Fonte: autora. 

 

3.4.2 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

O LCE é amplamente utilizado para avaliar os comportamentos relacionados à 

ansiedade (LISTER, 1987). Foi utilizado um aparato de acrílico cinza claro elevado a 

50 cm do nível do chão e composto por uma plataforma central (6 x 6 cm) e dois 

braços abertos (30 x 6 cm) perpendiculares a dois braços fechados (30 x 6 x 16 cm) 

(Figura 7). Os animais foram colocados individualmente na plataforma central com a 

cabeça voltada para um dos braços abertos e o comportamento foi filmada por 5 min. 

Foi considerado que o animal entrou em algum dos braços, quando este atravessou 

o limite do braço com as quatro patas. Os parâmetros comportamentais avaliados 

foram o número de entradas e o tempo de permanência dos animais nos braços 

abertos e fechados e o tempo gasto realizando comportamento de avaliação de risco 

(i.e., quando o animal permaneceu no centro do aparato sem atravessar as quatro 

patas em direção a um braço, mas esticou o corpo em direção a um dos braços). Estes 

parâmetros foram avaliados manualmente por uma experimentadora experiente. A 

redução do tempo de permanência nos braços abertos é considerada um indicativo 
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de comportamento tipo-ansioso. O número de entradas nos braços abertos foi dividido 

pelo número de entradas nos braços fechados para gerar o índice de entradas. 

Figura 7. Foto representativa do teste do labirinto em cruz elevado 

 
Legenda: na foto representativa do labirinto em cruz elevado observa-se uma fêmea C57BL/6 
explorando um dos braços abertos do aparato. Imagem obtida pela autora durante os experimentos. 
Fonte: autora. 

 

3.4.3 Teste do campo aberto (TCA) 

O campo aberto é um teste que se baseia no conflito entre o comportamento 

natural dos roedores de explorar novos ambientes e o comportamento de evitar áreas 

expostas ou claras. Este teste é utilizado para avaliar o comportamento tipo-ansioso 

e locomotor de roedores (NEIS et al., 2015; RODRIGUES et al., 1996). Durante o 

teste, os animais foram colocados individualmente no centro de uma caixa de acrílico 

opaca (42 cm x 42 cm x 42 cm) e o comportamento foi registrada por 5 min (Figura 8). 

Posteriormente, foi avaliado o tempo gasto no centro do aparato (21 cm x 21 cm) e a 

distância total percorrida utilizando o software Any-Maze®. Além disso, foi avaliado 

manualmente o número de levantamentos apoiados e não apoiados as paredes do 

aparato realizado pelas fêmeas. 
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Figura 8. Foto representativa do teste do campo aberto 

 

Legenda: na foto representativa do aparato do campo aberto, observa-se uma fêmea C57BL/6 saindo 
da zona do centro do aparato. Imagem obtida pela autora durante os experimentos. Fonte: autora. 

3.4.4 Avaliação do ciclo estral 

Em camundongos, o ciclo estral pode ser dividido em quatro fases (proestro, 

estro, metaestro e diestro) que se repetem a cada quatro ou cinco dias (Figura 9). 

Cada fase é caracterizada pela predominância de tipos celulares específicos 

presentes no epitélio vaginal (BYERS et al., 2012). Portanto, o ciclo estral dos 

camundongos fêmeas foi avaliado por meio de esfregaços vaginais. As amostras 

foram coletadas com uma haste flexível umedecida com salina 0,9% que foi inserida 

gentilmente e superficialmente no orifício vaginal sendo que o conteúdo celular 

coletado foi espalhado por uma lâmina de vidro. As lâminas foram avaliadas a fresco 

(sem coloração) por uma experimentadora experiente em um microscópio óptico em 

aumento de 40x. 
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Figura 9. Células vaginais características de cada fase do ciclo estral 

 

Legenda: As fotos apresentam os tipos celulares predominantes em cada fase do ciclo estral. A. 
representa o proestro em que há predomínio de células epiteliais nucleadas (seta branca). B. 
representa o estro, fase na qual as fêmeas se encontram sexualmente receptivas e predominam as 
células epiteliais cornificadas (seta preta). C. representa o metaestro, fase de transição em que é 
possível encontrar células epiteliais nucleadas e cornificadas e leucócitos (círculo). D. representa o 
diestro, última fase do ciclo em que há predomínio de leucócitos. Fonte: adaptado de Byers et al. (2012). 
 

3.5 ANÁLISE DE PROTEÍNAS AUTOFÁGICAS POR WESTERN BLOT 

As amostras de hipocampo foram maceradas mecanicamente com um pistilo 

em tampão de homogeneização contendo tampão de lise RIPA (do inglês Radio 

Immuno Precipitation Assay Buffer, contendo NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, 

Deoxicolato de sódio 0,5%, SDS 0,1%, TRIS 50 mM, pH 8,0), EDTA  5 mM, PMSF 1 

mM, NaF 5 mM, Na3VO4 1 mM e coquetel inibidor de proteases. Após a 

homogeneização, foi feita a dosagem de proteínas totais pelo método colorimétrico de 

Lowry (LOWRY et al., 1951) que produz uma coloração azul que se intensifica com a 

quantidade de proteínas que foi medida por espectrofotometria com a Multileitora 

Infinite M200 TECAN® (Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia – LAMEB, 

UFSC). 

Imediatamente antes da eletroforese, foi adicionado o tampão Laemmli 4x 

(TRIS-HCl 0,25 M, SDS 8%, 2-mercaptoetanol 20%, glicerol 40% e azul de bromofenol 
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0,008%) que auxilia no processo de migração da amostra pelo gel de poliacrilamida. 

Os níveis de proteína foram ajustados para 20 ou 40 µg (dependendo da proteína alvo 

que foi marcada) e as amostras foram fervidas a 70°C por 10 min.  

Após resfriadas, as amostras e o padrão de peso molecular (Precision Plus 

ProteinTM KaleidoscopeTM/Bio-Rad©) foram pipetadas em gel de poliacrilamida 

contendo SDS (SDS-PAGE). Foi feito géis de entrada contendo 4% de acrilamida, no 

entanto a concentração dos géis de corrida variou de acordo com o peso molecular 

das proteínas alvo. Assim, as proteínas de alto peso molecular (mTOR, p-mTOR e p-

ULK-1) foram separadas por eletroforese em géis de 8% de acrilamida, as proteínas 

de peso molecular intermediário (beclina-1 e p62) em géis de 12% de acrilamida e a 

proteína de baixo peso molecular (LC3) em géis de 15% de acrilamida. A seguir, as 

proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando o 

aparelho semi-dry (1,2 mA/cm² por 90 min).  

A fim de confirmar a qualidade da transferência, as membranas foram coradas 

com Ponceau 0,5% e fotografadas. Após serem lavadas com ácido acético 1% e água 

Milli-Q para retirada do Ponceau, as membranas foram bloqueadas por 1 h com 

albumina de soro bovino (BSA) 5% diluída em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 

7,5). Posteriormente, as membranas foram lavadas com TBS-T (Tween-20 em TBS) 

e incubadas com os anticorpos primários (Tabela 3) diluídos em BSA 2%, overnight a 

4°C sob agitação constante. Após a retirada dos anticorpos primários, as membranas 

foram lavadas com TBS-T e incubadas com os anticorpos secundários conjugados 

com peroxidase específicos para se ligar a cada anticorpo primário por 1 h em 

temperatura ambiente sob agitação constante. Após as lavagens, foi adicionado o 

reagente de detecção da peroxidase super ECL (do inglês, Excellent 

Chemiluminescent Substrate) e a reação de quimiluminescência foi fotodocumentada 

com o equipamento Chemidoc MP® BIORAD® (LAMEB, UFSC). 

Em todos as membranas, foi feita a marcação de β-actina como controle 

endógeno. Logo, a densidade óptica (DO) das bandas das proteínas alvo foi 

quantificada usando o Image Lab Software (BIORAD®) e dividida pela DO da β-actina. 

Os resultados foram expressos como porcentagem em relação ao controle. 
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Tabela 3. Anticorpos primários e secundários utilizados no Western blot. 

Anticorpo 
Primário 

PM 
(kDa) 

Hospedeiro Diluição Fornecedor Referência 
Anticorpo 

Secundário 
Diluição Fornecedor Referência 

Anti-Beclin-1 
(D40C5) 

60 Rabbit 1 p/ 1000 Cell Signaling #3495 

Goat Anti-
Rabbit, HRP 

1 p/ 
10.000 

Invitrogen #31466 

Anti-SQSTM1/p62 
(D6M5X) 

62 Rabbit 1 p/ 2000 Cell Signaling #23214 

Anti-mTOR 289 Rabbit 1 p/ 1000 Cell Signaling #2972 

Anti-phospho-
mTOR (Ser2448) 

289 Rabbit 1 p/1000 Cell Signaling #2971 

Anti-LC3A/LC3B 
~17 - 

19 
Rabbit 1 p/ 2000 Invitrogen #PA1-16931 

Anti-phospho-ULK1 
(Ser757) 

140-
150 

Rabbit 1 p/1000 Cell Signaling #6888 

Anti-β-Actina 
(8H10D10) 

45 Mouse 1 p/ 5000 Cell Signaling #3700 
Goat Anti-

Mouse, HRP 
1 p/ 

10.000 
Sigma-Aldrich #AP308P 

Fonte: autora. 

3.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Foi realizada uma análise exploratória para avaliar a distribuição normal (teste 

de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variâncias (teste de Levene) para cada 

variável. Os dados que continham apenas uma variável independente e apresentaram 

distribuição normal foram avaliados pelo teste t de Student não pareado ou pareado. 

Os dados que continham duas variáveis independentes foram avaliados pelo teste de 

análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste de post-hoc de Tukey, 

quando necessário. Os dados de peso corporal foram avaliados pela ANOVA de duas 

vias de medidas repetidas. Dados identificados como outliers foram retirados das 

análises. As análises estatísticas e produção de gráficos foram realizadas utilizando o 

software GraphPad Prism® v.8 (GraphPad Software Inc., EUA). Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M). O valor de p ≤ 0,05 foi 

considerado significativo. 
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4 RESULTADOS 

4.1 PADRONIZAÇÃO DE UM MODELO DE ESTRESSE DE DERROTA SOCIAL 

EM CAMUNDONGOS FÊMEAS 

Foi realizada a padronização de um modelo de ECDS em camundongos 

fêmeas objetivando investigar alterações do comportamento emocional e do 

mecanismo de autofagia induzidas por esse modelo de estresse psicossocial. 

Os resultados apresentados na Figura 10.A demonstram que as fêmeas 

C57BL/6 (n = 31) foram atacadas pelos machos residentes da linhagem Swiss em 

61,3% das sessões de contato físico durante os 10 dias de ECDS. Além disso, em 

5,5% das sessões ocorreram tanto ataques, quanto tentativas de monta. Em 13,5% 

das sessões ocorreram apenas tentativas de monta e em 19,7% não ocorreu ataques 

ou montas (Figura 10.A). Ressalta-se que as sessões de contato físico em que os 

camundongos machos apresentaram comportamento sexual foram cautelosamente 

observadas e quando os animais apresentaram comportamento insistente de monta, 

as sessões foram interrompidas para evitar que as fêmeas ficassem prenhas. 

Nenhuma das fêmeas exposta ao ECDS ficou prenha durante a realização do 

protocolo. A Figura 10.B demonstra o número total de dias em que cada fêmea 

recebeu ataques. Observa-se que as fêmeas foram atacadas no mínimo durante 4 

dos 10 dias de ECDS. Das 31 fêmeas, 26 receberam ataques durante 6 ou mais dias. 

As fêmeas foram pesadas durante o protocolo de ECDS (dias 1, 5 e 10) e antes 

da eutanásia (dia 13). A ANOVA de duas vias de medidas repetidas indicou que houve 

diferença no peso entre os dias de avaliação [f(2,48, 146,5) = 32,23, p < 0,0001], mas 

não entre os grupos experimentais [f(1, 59) = 1,47, p = 0,23] (Figura 10.C). Também 

não houve interação entre as variáveis grupo experimental e o dia da pesagem [f(3, 

177) = 1,12, p = 0,34]. O post-hoc de Tukey indicou que houve um aumento do peso 

do dia 1 para o dia 13 em ambos os grupos experimentais (CTL: p = 0,001; ECDS: p 

< 0,0001), porém do 10 para o dia 13 apenas o grupo ECDS ganhou peso 

significativamente (p < 0,0001). 
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Figura 10. Caracterização das interações físicas entre os camundongos machos 

residentes e as fêmeas intrusas e alterações do peso corporal durante o ECDS. 
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Legenda: A. Porcentagem total de cada tipo de interação física (ataques, montas, ataques e montas 
ou nenhum) considerando os 10 dias de ECDS (n = 31 fêmeas, 10 sessões por fêmea). B. Número 
total de dias em que cada fêmea recebeu ataques (cada ponto representa uma fêmea) durante o ECDS 
(n = 31). C. Variação do peso corporal das fêmeas durante o ECDS (dias 1, 5 e 10) e no dia da eutanásia 
(dia 13) avaliada pela ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Tukey. 
CTL: grupo controle; ECDS: grupo exposto ao estresse crônico de derrota social (n = 30 – 31/grupo). 
 

A Figura 11 apresenta os parâmetros utilizados para avaliar as estratégias de 

enfrentamento adotadas pelas fêmeas intrusas durante as sessões de interação física 

com os camundongos residentes machos nos dias 1 e 10 do protocolo de ECDS. 

Observou-se que houve uma redução da distância total percorrida na área do 

camundongo residente entre os dias 1 e 10 do ECDS [t(10) = 4,37, p = 0,001), 

indicando que houve redução do comportamento exploratório das fêmeas (Figura 

11.A). Além disso, houve um aumento no tempo em que as fêmeas passaram nos 

cantos da área do camundongo residente [t(10) = 2,39, p = 0,038] e uma redução no 

número de vezes que as fêmeas entraram nos cantos entre os dias 1 e 10 [t(10) = 

2,82, p =0,018] (Figura 11.B e C, respectivamente). 
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Interessantemente, houve uma alteração do tipo de estratégia de 

enfrentamento adotada pelas fêmeas frente as interações agressivas dos 

camundongos residentes entre o primeiro e o último dia do protocolo de ECDS. 

Observou-se uma redução das respostas reativas [t(10) = 3,51, p = 0,006] (Figura 

11.D) e um aumento das respostas submissas [t(10) = 3,51, p = 0,006] (Figura 11.E) 

quando se comparou o dia 1 e 10. Embora, observou-se que a maioria das fêmeas 

recebeu menos ataques no dia 10, não houve diferença estatística entre o número de 

ataques recebidos pela fêmeas entre os dias 1 e 10 [t(10) = 2,06, p = 0,066] (Figura 

11.F). 

Figura 11. Caracterização das estratégias de enfrentamento adotadas pelas fêmeas 

durante as sessões de ECDS. 
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Legenda: O comportamento exploratório e as estratégias de enfrentamento adotadas pelas fêmeas 
intrusas durante as sessões de interação física com os camundongos residentes foram avaliadas nos 
dias 1 e 10 de ECDS (n = 11). A. Distância total percorrida (em metros) na área do camundongo macho 
residente. B e C. Tempo gasto (em segundos) e número de entradas nos cantos da área do 
camundongo residente, respectivamente. D e E. Porcentagem de respostas reativas (i.e., correr ou 
afastar o camundongo macho com as patas) e submissas (i.e., postura de submissão, imobilidade 
frente a interação agressiva e lamber o camundongo residente), respectivamente. F. Número de 
ataques recebidos. Os dados foram comparados pelo teste t de Student pareado. * p < 0,05, ** p < 
0,01. 
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Para verificar se as respostas emocionais adotadas pelos camundongos 

fêmeas após o ECDS poderiam ter sido afetadas pela fase do ciclo estral, foram 

coletadas amostras das células do epitélio vaginal que foram espalhadas em 

esfregaços imediatamente após a realização dos testes comportamentais. As fêmeas 

dos grupos CTL e ECDS foram divididas nos grupos proestro/estro e metaestro/diestro 

de acordo com a fase do ciclo estral apresentada em cada dia de teste 

comportamental. Observou-se que as fases do ciclo estral não influenciaram o índice 

de interação social obtido no TIS [f(1,56) = 0,05, p = 0,83] (Figura 12.A), o tempo gasto 

explorando o centro do aparato no TCA [f(1, 46) = 0,48, p = 0,49] (Figura 12.B) e o 

tempo gasto explorando os braços abertos do LCE [f(1, 54) = 084, p = 0,36] (Figura 

12.C). Esses resultados indicam que as fases do ciclo estral não influenciaram os 

principais parâmetros avaliados nos testes comportamentais. 
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Figura 12. Avaliação de associações entre as fases do ciclo estral e os 

comportamentos emocionais avaliados após o ECDS. 
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Legenda: As fases do ciclo estral foram agrupadas em proestro/estro e metaestro/diestro. (A) O índice 
de interação social obtido no teste de interação social (TIS), (B) tempo gasto explorando o centro do 
aparato no teste do campo aberto (TCA) e (C) tempo gasto explorando os braços abertos do labirinto 
em cruz elevado foram avaliados de acordo com as fases do ciclo estral das fêmeas dos grupos controle 
(CTL) e estresse crônico de derrota social (ECDS). Os dados expressos como média ± E.P.M foram 
avaliados pela ANOVA de duas vias (n = 30 - 31/grupo). 
 

Um dia após o término do ECDS, as fêmeas dos grupos ECDS e CTL foram 

avaliadas no TIS (Figura 13). Não houve diferença estatística no índice de interação 

social entre os grupos experimentais [t(48) = 0,01, p =0,99] (Figura 13.A). A ANOVA 

de duas vias demonstrou que ambos os grupos experimentais gastaram mais tempo 

explorando a zona de interação social na presença do alvo social [f(1, 96) = 80,52, p 

< 0,0001; com alvo > sem alvo] (Figura 13.B). Entretanto, não houve diferença 
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estatística entre os grupos [f(1,96) = 1,07, p = 0,30]. Adicionalmente, não foram 

observadas diferenças no tempo gasto nos cantos do TIS entre os grupos [f(1, 96) = 

0,06, p = 0,80] e as fases do teste [f(1,96) = 0,44, p = 0,51], ou seja, ambos os grupos 

gastaram quantidade similares de tempo explorando a zona dos cantos do TIS na 

ausência e presença do alvo social (Figura 13.C). 

Figura 13. Avaliação das respostas comportamentais das fêmeas C57BL/6 expostas 

ao ECDS no TIS. 
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Legenda: A. Índice de interação social (tempo na zona de interação na presença do alvo social dividido 
pelo tempo na ausência do alvo social). B. Tempo de exploração da zona de interação social. C. Tempo 
de exploração dos cantos do aparato. Dados expressos como média ± E.P.M foram analisados pelo 
teste de t de Student ou pela ANOVA de duas vias, seguida pelo post hoc de Tukey. *** p < 0,001. CTL: 
grupo controle; ECDS: grupo exposto ao estresse crônico de derrota social (n = 19 – 31/grupo). 
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A Figura 14 representa os parâmetros comportamentais avaliados no TCA. 

Observou-se que o grupo ECDS passou menos tempo explorando o centro do aparato 

comparado ao grupo CTL [t(48) = 2,33, p = 0,02] (Figura 14.A). Também foi observada 

uma redução do índice de distância percorrida no centro pelo grupo ECDS [t(48) = 

2,50, p = 0,01], indicando que as fêmeas desse grupo entraram menos vezes no 

centro do campo aberto (Figura 14.B). Entretanto, não houve diferença na distância 

total percorrida [t(48) = 0,51, p = 0,61], indicando que a redução do tempo e entradas 

no centro do campo aberto não foi devido a prejuízos locomotores no grupo ECDS 

(Figura 14.C). 

Adicionalmente, foi avaliado o número de levantamento apoiados e não 

apoiados em uma coorte de animais (n = 8 – 19 animais/grupo). Não houve alterações 

no número de levantamentos realizado pelas fêmeas com as patas apoiadas as 

paredes do aparato [t(25) = 0,86, p = 0,40] (Figura 14.D), porém observou-se que o 

grupo ECDS apresentou uma redução do número de levantamentos sem apoio [t(25) 

= 2,27, p = 0,03] (Figura 14.E). 
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Figura 14. Avaliação do comportamento tipo-ansioso em fêmeas expostas ao ECDS 

no TCA. 
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Legenda: A. Tempo gasto explorando o centro do campo aberto. B. Índice da distância percorrida 
(distância percorrida no centro do aparato divido pela distância total). C. Distância total percorrida. D. 
Número de levantamentos com as patas apoiadas nas paredes do aparato. E. Número de 
levantamentos sem apoiar as patas nas paredes do aparato. Dados expressos como média ± E.P.M 
foram analisados pelo teste t de Student não pareado. *p < 0,05. CTL: grupo controle; ECDS: grupo 
exposto ao estresse crônico de derrota social (n = 8 - 30/grupo). 

 

Os parâmetros comportamentais avaliados no LCE estão representados na 

Figura 15. Houve uma redução do tempo gasto explorando os braços abertos do 

aparato [t(46) = 2,10, p =0,04] e do índice de entradas no grupo ECDS [t(45) = 3,74, 

p = 0,0005], indicando que as fêmeas apresentam comportamento tipo-ansioso neste 

teste (Figura 15.A e B, respectivamente). Não foi observada diferença estatística no 

comportamento de avaliação de risco [t(46) = 1,61, p = 0,11] entre os grupos 

experimentais (Figuras 15.C). 
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Figura 15. Avaliação do comportamento tipo-ansioso em fêmeas expostas ao ECDS 

no LCE. 
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Legenda: A. Porcentagem de tempo gasto explorando os braços abertos do labirinto em cruz elevado 
(LCE). B. Índice de entradas do LCE (número de entradas nos braços abertos dividido pelo número de 
entradas nos braços fechados). C. Porcentagem de tempo gasto realizando comportamento de 
avaliação de risco. Dados expressos como média ± E.P.M foram analisados pelo teste t de Student não 
pareado. * p < 0,05, *** p < 0,001. CTL: grupo controle; ECDS: grupo exposto ao estresse crônico de 
derrota social (n = 19 - 29/grupo). 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA AUTOFAGIA EM CAMUNDONGOS FÊMEAS EXPOSTAS 

AO ECDS 

A Figura 16 apresenta os níveis das principais proteínas envolvidas no 

mecanismo de autofagia no hipocampo total de camundongos fêmeas expostas ao 

ECDS. Foi observado uma redução dos níveis das proteínas beclina-1 [t(17) = 2,46, p 

= 0,02] e p62 [t(15) = 2,10, p = 0,05] (Figura 16.A e B, respectivamente) no hipocampo 

das fêmeas expostas ao ECDS. Entretanto, não houve alterações do níveis da 

proteína LC3 [t(18) = 0,59, p = 0,56] e p-ULK-1 (Ser757) [t(15) = 0,29, p = 0,78] (Figura 

16.C e D, respectivamente). 
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Figura 16. Avaliação dos níveis de proteínas autofágicas no hipocampo de fêmeas 

expostas ao ECDS. 
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Legenda: As proteínas autofágicas (A) Beclina-1, (B) p62, (C) LC3 e (D) p-ULK1 foram avaliadas no 
hipocampo das fêmeas expostas ao ECDS. Dados expressos como média ± E.P.M foram analisados 
pelo teste t de Student não pareado. * p ≤ 0,05. CTL: grupo controle; ECDS: grupo exposto ao estresse 
crônico de derrota social (n = 7-11/grupo). 
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Além disso, foram avaliados os níveis das proteínas p-mTOR (Ser2448) e 

mTOR, envolvidas na regulação negativa da autofagia (Figura 17). Não foram 

encontradas diferenças nos níveis de mTOR [t(17) = 0,26, p =0,79], p-mTOR [t(17) = 

0,33, p = 0,74] ou na razão p-mTOR/mTOR [t(17) = 0,35, p = 0,73] no hipocampo das 

fêmeas dos grupos experimentais avaliados (Figura 17.A, B e C, respectivamente). 

Figura 17. Avaliação dos níveis de mTOR e p-mTOR no hipocampo de fêmeas 

expostas ao ECDS. 
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Legenda: A proteína (A) mTOR (forma inativa) e (B) p-mTOR Ser2448 (forma ativa) foram avaliadas 
no hipocampo das fêmeas expostas ao ECDS. (C) representa a razão entre p-mTOR Ser2448 e mTOR. 
Dados expressos como média ± E.P.M foram analisados pelo teste t de Student não pareado. CTL: 
grupo controle; ECDS: grupo exposto ao estresse crônico de derrota social (n = 9-11/grupo). 

 

4.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO EADS ASSOCIADO A ADMINISTRAÇÃO DE UM 

INIBIDOR AUTOFÁGICO 

A Figura 18 representa as respostas comportamentais das fêmeas expostas ao 

EADS associado ao tratamento com um inibidor farmacológico da autofagia no TIS. A 

ANOVA de duas vias demonstrou que os grupos expostos ao estresse apresentaram 

uma redução do índice de interação social [f(1, 30) = 16,46, p = 0,0003), porém não 

foi observado efeito do tratamento [f(1, 30) = 0,20, p = 0,66] ou interação entre o 

estresse e o tratamento [f(1, 30) = 0,01, p = 0,92] (Figura 18.A). Esse resultado indica 

que o EADS aumento o comportamento de esquiva social. Não foi encontrado efeito 
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do estresse [f(1, 30) = 1,99, p = 0,17], do tratamento [f(1, 30) = 0,24, p = 0,63] ou 

interação entre essas duas variáveis [f(1, 30) = 0,59, p = 0,45] no índice de tempo nos 

cantos do aparato do TIS (Figura 18.B). 

Figura 18. Avaliação das respostas comportamentais das fêmeas expostas ao 

EADS e tratadas com um inibidor autofágico no TIS. 
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Legenda: A. Índice de interação social (tempo na zona de interação na presença do alvo social dividido 
pelo tempo na ausência do alvo social). B. Índice de tempo nos cantos do aparato (tempo nos cantos 
na presença do alvo social dividido pelo tempo na ausência do alvo social). Dados expressos como 
média ± E.P.M foram analisados pela ANOVA de duas vias, seguida pelo post hoc de Tukey. * p < 0,05. 
CTL: grupo controle; EADS: grupo exposto ao estresse agudo de derrota social; Veículo: grupo tratado 
com salina; Lys05: grupo tratado com o inibidor autofágico (n = 7 – 10/grupo). 
 

A Figura 19 representa os parâmetros avaliados no TCA. Não houve efeito do 

estresse [f(1, 30) = 0,39, p = 0,54] ou do tratamento [f(1, 30) = 0,04, p = 0,84] no tempo 

gasto explorando o centro do aparato (Figura 19.A). Além disso não houve efeito da 

exposição ao estresse e/ou do tratamento no índice da distância [estresse: f(1, 30) = 

0,06, p = 0,80; tratamento: f(1, 30) = 1,29; p = 0,26] (Figura 19.B) e na distância total 

percorrida [estresse: f(1, 30) = 0,11, p = 0,74; tratamento: f(1, 30) = 0,38, p = 0,54] 

(Figura 19.C). 
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Figura 19. Avaliação do comportamento tipo-ansioso em fêmeas expostas ao EADS 

e tratadas com um inibidor autofágico no TCA. 
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Legenda: A. Tempo gasto explorando o centro do campo aberto. B. Índice da distância percorrida 
(distância percorrida no centro do aparato divido pela distância total). C. Distância total percorrida. 
Dados expressos como média ± E.P.M foram analisados pela ANOVA de duas vias. p > 0,05. CTL: 
grupo controle; EADS: grupo exposto ao estresse agudo de derrota social; veículo: grupo tratado com 
salina; Lys05: grupo tratado com o inibidor autofágico (n = 7 – 10/grupo). 
 

Os parâmetros comportamentais avaliados no LCE estão representados na 

Figura 20. A ANOVA de duas vias demonstrou que não houve efeito do estresse e do 

tratamento no tempo gasto explorando os braços abertos do aparato [estresse: f(1, 

29) = 0,14, p =0,71; tratamento: f(1, 29) = 0,02, p = 0,88] (Figura 20.A), no índice de 

entradas [estresse: f(1, 29) = 0,32, p = 0,57; tratamento: f(1, 29) = 0,45, p = 0,51] 

(Figura 20.B) e no comportamento de avaliações de risco [estresse: f(1, 29) = 0,14, p 

= 0,71; tratamento: f(1, 29) = 0,03, p = 0,85] (Figura 20.C). 
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Figura 20. Avaliação do comportamento tipo-ansioso em fêmeas expostas ao EADS 

e tratadas com um inibidor autofágico no LCE. 
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Legenda: A. Porcentagem de tempo gasto explorando os braços abertos do labirinto em cruz elevado 
(LCE). B. Índice de entradas do LCE (número de entradas nos braços abertos dividido pelo número de 
entradas nos braços fechados). C. Porcentagem de tempo gasto realizando comportamento de 
avaliação de risco. Dados expressos como média ± E.P.M foram analisados pela ANOVA de duas vias. 
p > 0,05. CTL: grupo controle; EADS: grupo exposto ao estresse agudo de derrota social; Veículo: 
grupo tratado com salina; Lys05: grupo tratado com o inibidor autofágico (n = 7 – 10/grupo). 
 

Em resumo, os resultados obtidos no TCA e LCE indicam que a exposição ao 

EADS e o tratamento com o inibidor autofágico não causaram comportamento tipo-

ansioso nos camundongos fêmeas avaliados. Entretanto, o EADS induziu 

comportamento de esquiva social no TIS, porém este comportamento não foi 

potencializado pela administração do inibidor autofágico. 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 PADRONIZAÇÃO DE UM MODELO DE ESTRESSE PSICOSSOCIAL EM 

CAMUNDONGOS FÊMEAS 

A maior parte da informação já coletada em modelos animais sobre os impactos 

do estresse no SNC e nas respostas comportamentais foi observada em estudos com 

estressores não sociais, como choque nas patas, imobilização por contenção ou 

privação de alimento. Entretanto, em humanos, estresses de natureza psicossocial 

são os mais comuns estressores relacionados a alteração comportamental e 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos (PATEL et al., 2019). Além disso, 

observou-se que o estresse crônico imprevisível leve ou tratamento crônico com 

glicocorticoides induzem morte neuronal hipocampal, que não é observado em 

animais expostos a derrota social (CHATTARJI et al., 2015). Portando, faz-se 

necessário mais estudos com modelos de estresse psicossocial como a derrota social, 

a fim de melhor caracterizar mudanças específicas que ocorrem nesses modelos. 

Embora os transtornos mentais comuns, como o TDM e os transtornos de 

ansiedade sejam mais prevalentes em mulheres, existem poucos estudos que 

descrevem os efeitos do estresse de derrota social em roedores fêmeas, pois estas 

geralmente apresentam menos comportamento territorial e agressivo (BEERY & 

KAUFER, 2015; HAMMELS et al., 2015). Portanto, um dos nossos objetivos foi 

padronizar um modelo de ECDS em camundongos fêmeas que fosse simples e fácil 

de ser reproduzido para posteriormente investigar as associações entre os efeitos do 

estresse psicossocial crônico nas respostas emocionais e mecanismos de autofagia. 

Para isso, foi feita uma adaptação do modelo de ECDS em fêmeas proposto por Harris 

e colaboradores (2018). Em resumo, este modelo baseou-se na aplicação de 

odorantes e feromônios presentes na urina de camundongos machos nas fêmeas 

intrusas para induzir comportamento agressivo nos camundongos machos residentes. 

Neste estudo, foi observado que a maioria das fêmeas receberam ataques 

durante 6 ou mais dias de ECDS. Resultados similares foram encontrados por Harris 

e colaboradores (2018) que observaram uma mediana de 5 dias de ataque durante a 

realização do ECDS. Além disso, observamos que todas as fêmeas do grupo ECDS 

receberam ataques em pelo menos 4 dias de protocolo. Estes resultados também 
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estão de acordo com os achados de Harris e colaboradores (2018) que observaram 

que 4 dias de agressão foi a quantidade mínima de dias capaz de promover prejuízo 

na performance das fêmeas nos testes que avaliaram o comportamento emocional. 

Adicionalmente, Takahashi e colaboradores (2017) demonstraram que tanto as 

fêmeas suscetíveis, quanto as resilientes receberam ataques em média durante 5 dias 

de um protocolo de ECDS de 10 dias em que os machos foram submetidos a ativação 

quimiogenética da VMHvl para aumentar o comportamento agressivo direcionado as 

fêmeas intrusas. 

Quando avaliado o tipo de interação física entre os camundongos machos 

residentes e as fêmeas intrusas durante o ECDS, foi observado que em 61,3% das 

sessões ocorreram apenas ataques e em 5,5% ocorrem ataques e tentativas de 

montas durante a mesma sessão. Estes resultados corroboram os achados de Van 

Doeselaar e colaboradores (2020) que relataram que fêmeas intrusas que receberam 

a aplicação de urina foram atacadas pelos machos residentes em 60% das sessões 

de confronto em um protocolo de 21 dias de ECDS. 

Alterações no peso corporal são comumente avaliadas em estudos que 

investigam os efeitos do estresse crônico (HARRIS, 2015). Entretanto, nós não 

observamos alterações do peso no grupo ECDS comparado ao grupo CTL durante o 

protocolo. Estes resultados contrastam com os achados de Van Doeselaar e 

colaboradores (2021) que observaram um aumento do peso nas fêmeas a partir do 

décimo quinto dia de um protocolo de ECDS de 21 dias. Adicionalmente, Takahashi e 

colaboradores (2017) observaram uma redução do ganho de peso nas fêmeas 

suscetíveis comparadas as fêmeas controles e resilientes durante um protocolo de 

ECDS modificado de 10 dias em que não foi feita a fase de contato sensorial. Apesar 

de vários estudos associarem o estresse crônico psicossocial com a redução do peso 

corporal inclusive no modelo de ECDS (para revisar consultar HARRIS et al., 2015), 

Krishnan e colaboradores (2007) observaram que apenas os machos suscetíveis ao 

ECDS apresentaram redução do peso corporal. Portanto, as divergências 

encontradas nos estudos que investigaram alterações do peso em fêmeas expostas 

ao ECDS podem ter ocorrido devido ao fenótipo dos animais, além de diferenças nos 

protocolos experimentais, como o tempo de exposição ao estresse e a presença ou 

não da fase de contato sensorial. 
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Ao avaliarmos o comportamento das fêmeas intrusas durante as sessões de 

contato físico do primeiro e do último dia de ECDS, foi observado que houve uma 

redução da distância total percorrida na área do camundongo residente indicando uma 

redução do comportamento exploratório dessas fêmeas. Além disso, houve uma 

diminuição do número de entradas e um aumento no tempo em que fêmeas passaram 

nos cantos da área do camundongo residente quando comparamos os dados do dia 

1 e 10. 

Os roedores apresentam um comportamento natural de intensa exploração de 

ambientes novos. Em situações normais, ao serem submetidos a um ambiente novo 

e exposto, os roedores tendem a explorar mais a zona periférica próxima as paredes 

do aparato nos minutos iniciais do teste e posteriormente exploram as áreas mais 

expostas. Este comportamento de permanecer próximo às paredes do aparato é 

chamado tigmotaxia e está associado ao comportamento tipo-ansioso (SIMON et al., 

1994). Portanto, os resultados obtidos em relação a redução da exploração da área 

do residente e maior tempo gasto nos cantos desta área podem ser um indicativo de 

um aumento no comportamento tipo-ansioso decorrente do ECDS. 

Adicionalmente, foi observado uma mudança no tipo de estratégia de 

enfrentamento adotada frente ao ECDS. Enquanto no dia 1 houve um predomínio de 

respostas reativas frente as interações agressivas dos machos residentes, no dia 10 

as respostas submissas predominaram. Em situações de confronto em espaços 

pequenos e inescapáveis, é comum que os roedores adotem estratégias para 

minimizar a interação com agressor, como postura de submissão. Além disso, em 

situações de confronto subsequentes, os roedores submissos tendem prontamente a 

evitar as áreas de maior interação com os agressores e quando confrontados, 

rapidamente assumem postura de submissão na tentativa de evitar os ataques (DIAZ 

& LIN, 2020). Portanto, a mudança de perfil das respostas defensivas das fêmeas no 

decorrer da exposição ao ECDS observada no presente estudo, demonstra que as 

fêmeas foram capazes de aprender e adaptar o seu comportamento para evitar o 

confronto com os camundongos residentes. 

O TIS é comumente utilizado para avaliar as alterações comportamentais 

promovidas pelo ECDS, pois além de permitir a investigação do comportamento de 

esquiva social, também é capaz de gerar o índice de interação social, que pode ser 
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utilizado para classificar os animais de acordo com os fenótipos de resiliência ou 

suscetibilidade ao estresse (BERTON, 2006; GOLDEN et al., 2011; KRISHNAN et al., 

2007). Além disso, prejuízos nas interações sociais de camundongos podem ser 

associadas à redução na sociabilidade observada em pacientes com TDM e 

transtornos de ansiedade (CRASKE et al., 2017; PORCELLI et al., 2019). É descrito 

na literatura que 40% a 60% dos machos expostos ao ECDS apresentam índice de 

interação social menor que 1, indicando que estes animais evitam explorar a área do 

aparato próxima ao camundongo alvo social e por isso, são classificados como 

suscetíveis ao estresse (KRISHNAN et al., 2007; WANG, et al., 2021). Os animais que 

obtém índice igual ou maior que 1 são classificados como resilientes ao estresse, pois 

exploram a zona de interação de maneira semelhante aos controles não estressados 

(GOLDEN et al., 2011). 

Interessantemente, nós observamos que apenas 5 fêmeas (16%) das 31 

expostas ao ECDS apresentaram índice de interação social menor que 1. Este 

resultado contrasta com os achados de Harris e colaboradores (2018) que observaram 

que 58% das fêmeas expostas ao ECDS foram classificadas como suscetíveis. Por 

outro lado, Takahashi e colaboradores (2017) reportaram que menos de 20% das 

fêmeas atacadas por machos submetidos a ativação da VMHvl durante um protocolo 

de ECDS de 10 dias com fase de interação física e sensorial, apresentaram fenótipo 

de suscetibilidade ao estresse (TAKAHASHI et al., 2017). Além disso, Furman e 

colaboradores (2022) observaram que a maioria das fêmeas expostas a um modelo 

de estresse crônico social que combinou o confronto residente-intruso, estresse de 

superlotação e instabilidade social apresentaram índice de interação social maior que 

1, mas diferente estatisticamente do grupo controle. Por outro lado, os autores 

observaram que a maioria dos machos expostos a um modelo modificado de ECDS 

apresentaram índice de interação social menor que 1 (FURMAN et al., 2022). 

Esses resultados sugerem que camundongos fêmeas e machos se comportam 

de maneira diferente quando avaliados ao TIS e que parâmetros de sociabilidade 

podem não estar no cerne dos efeitos do estresse crônico em fêmeas. 

Interessantemente, homens e mulheres apresentam diferenças no comportamento 

social. Sugere-se que mulheres apresentam capacidade de sociabilidade superior à 

dos homens, que estaria associada ao sucesso reprodutivo e ao desenvolvimento 
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cognitivo e social da prole (ALTEMUS et al., 2014). Além disso, existem diferenças 

nos sintomas apresentado por homens e mulheres com transtornos mentais comuns. 

Por exemplo, mulheres diagnosticadas com TDM, apresentam maior severidade dos 

sintomas que estão relacionados ao aumento do apetite, peso, sonolência excessiva, 

sensibilidade interpessoal e sintomas gastrointestinais, além de maior comorbidade 

com transtornos de ansiedade (MARCUS et al., 2008). 

Além disso, Takahashi e colaboradores (2017) teorizaram que a fase de contato 

sensorial presente nos modelos clássicos de ECDS em machos não representaria um 

período aversivo para camundongos fêmeas, uma vez que os machos liberam 

feromônios e emitem vocalizações que atraem e alteram a receptividade sexual das 

fêmeas. Os autores demonstraram que 50% das fêmeas expostas apenas à fase de 

confronto físico do ECDS apresentaram comportamento de esquiva social e foram 

classificadas como suscetíveis no TIS (TAKAHASHI et al., 2017). Adicionalmente, (Yin 

e colaboradores (2019) observaram que fêmeas agrupadas em trios que foram 

atacadas por machos expostos a ativação quimiogenética da VMHvl durante seis 

sessões de 30 min apresentaram comportamento tipo-ansioso e esquiva social no 

TIS. 

Outro ponto a ser considerado, é que fêmeas da espécie hamster sírio 

apresentaram efeitos menos pronunciados do ECDS comparadas aos machos. 

Enquanto os machos geralmente apresentam comportamentos de submissão durante 

o teste residente-intruso, as fêmeas apresentaram comportamento agressivo frente 

ao intruso, reforçando que as respostas ao estresse são sexo-específicas (HUHMAN 

et al., 2003). Adicionalmente, Solomon, (2017) discute a validade de utilizar o tempo 

gasto explorando a zona de interação social como medida de preferência ou esquiva 

social, uma vez que o animal estar dentro da zona de interação, não significa 

necessariamente que ele está interagindo com o alvo, ou seja, o animal podem estar 

em imobilidade ou fazendo posturas de alongamento que indicam avaliação de risco. 

Logo, seria interessante avaliar os outros parâmetros durante o TIS. 

Embora as fêmeas expostas ao ECDS não tenham apresentado 

comportamento de esquiva social não sendo possível classificá-las utilizando o índice 

de interação social, elas apresentaram comportamento tipo-ansioso robusto quando 

avaliadas no TCA e LCE. Ambos os testes se baseiam no conflito entre o impulso 
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natural dos roedores de explorar ambientes desconhecidos e a aversão a áreas 

expostas e claras, como o centro do TCA e os braços abertos do LCE (CAROLA et 

al., 2002). 

No presente estudo, observou-se que as fêmeas expostas ao ECDS 

exploraram por menos tempo e percorreram uma distância menor no centro do 

aparato do campo aberto, indicativos de comportamento tipo-ansioso. Ressalta-se 

que esta redução da exploração do centro do campo aberto não foi relacionada a 

prejuízos locomotores, uma vez que não houve diferença na distância total percorrida 

entre os grupos ECDS e CTL. Além disso, foi observado uma redução do número de 

levantamentos sem apoio no grupo ECDS quando comparado ao grupo controle, mas 

não houve diferença entre os grupos no número de levantamentos com apoio. 

Enquanto o levantamento com as patas apoiadas às paredes do aparato (do inglês, 

supported rears) está relacionado a atividade locomotora, o levantamento sem apoio 

(do inglês, unsupported rears) relaciona-se ao comportamento emocional e sua 

redução é associada ao comportamento tipo-ansioso (STURMAN et al., 2018; 

WHIMBEY & DENENBERG, 1967). Portanto, os resultados da avaliação do 

levantamento com e sem apoio evidenciam que o ECDS induziu comportamento tipo-

ansioso no TCA. 

Já no teste do LCE, observou-se uma diminuição da porcentagem de tempo 

que as fêmeas do grupo ECDS gastaram explorando os braços abertos do aparato. 

Além disso, foi demonstrado um índice de entradas reduzido indicando que as fêmeas 

expostas ao estresse entraram menos vezes nos braços abertos. Portanto, esses 

resultados corroboram os resultados obtidos no TCA, demonstrando que o grupo 

ECDS apresentou comportamento tipo-ansioso em ambos os testes. 

Além disso, os resultados observados neste estudo corroboram estudos 

prévios que demonstraram uma redução do tempo gasto explorando os braços 

abertos do LCE e o centro do campo aberto em fêmeas expostas ao ECDS 

comparadas ao grupo controle, mas não entre as fêmeas que apresentaram fenótipo 

de suscetibilidade e resiliência ao estresse (HARRIS et al., 2018; TAKAHASHI et al., 

2017; VAN DOESELAAR et al., 2020; YIN et al., 2019). Adicionalmente, o 

comportamento tipo-ansioso induzido pelo ECDS é amplamente observado em 

roedores machos (HING et al., 2018; HUANG, et al., 2013; KRISHNAN et al., 2007). 
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Assim como observado nas fêmeas, tanto os machos suscetíveis, quanto os 

resilientes apresentam comportamento tipo-ansioso. Enquanto geralmente o 

comportamento tipo-depressivo manifesta-se apenas nos animais suscetíveis (WANG 

et al., 2021). 

Para investigar se as respostas emocionais das fêmeas nos testes 

comportamentais poderiam ter sido influenciadas pelas variações dos hormônios 

sexuais durante as fases do ciclo estral, nós avaliamos a fase do ciclo estral em que 

se encontrava cada fêmea no dia de cada teste comportamental. Posteriormente, as 

fêmeas dos grupos CTL e ECDS foram subdividas em dois grupos de acordo com as 

fases do ciclo (proestro/estro e metaestro/diestro) e avaliou-se o efeito das fases nos 

principais parâmetros comportamentais avaliados em cada teste: índice de interação 

social obtido no TIS, tempo no centro do TCA e tempo nos braços abertos no LCE. 

Entretanto, observou-se que nenhum dos parâmetros investigados foi influenciado 

pela fase do ciclo estral. Harris e colaboradores (2018) também não observaram 

influência das fases do ciclo estral no tempo gasto explorando a zona de interação do 

TIS nos grupos CTL e ECDS. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA AUTOFAGIA EM CAMUNDONGOS FÊMEAS EXPOSTAS 

AO ECDS 

Após a padronização do modelo de ECDS e a caracterização das repostas 

emocionais, foi avaliado os níveis de proteínas autofágicas no hipocampo dos 

camundongos fêmeas. 

O hipocampo de roedores pode ser subdividido funcionalmente nas porções 

dorsal e ventral que correspondem as porções hipocampais posterior e anterior, 

respectivamente, em humanos. Enquanto, a porção dorsal ou posterior é 

funcionalmente associada a regulação da cognição e memória espacial, a porção 

ventral ou anterior é associada a modulação dos processos emocionais e afetivos 

(FANSELOW & DONG, 2010). Além disso, a formação hipocampal apresenta 

diferentes regiões, como o giro denteado e as regiões CA1, CA2 e CA3, que 

apresentam diferentes funções associadas ao processamento e manutenção das 

memórias e respostas emocionais (GIAP et al., 2000). 
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Modelos de estresse crônico psicossocial causam alteração hipocampal em 

roedores, como diminuição do volume hipocampal, decorrente da atrofia dendrítica de 

neurônios piramidais das regiões CA1 e CA3, que pode se manter mesmo depois do 

estresse ser cessado (PATEL et al., 2018). Também ocorre diminuição da densidade 

espinhal dendrítica de neurônios das regiões CA1 e CA3 (QU et al., 2018). Em 

modelos de estresse mais crônicos (5 semanas), a diminuição do volume também é 

associada a redução no número e volume de astrócitos presentes, mostrando 

alteração tanto neuronal quanto glial (CZÉH et al., 2005). Alterações similares foram 

observadas em humanos e foram associadas a sintomas depressivos e ansiosos 

apresentados por indivíduos que foram expostos a estressores psicossociais intensos 

(SOETANTO et al., 2010). 

Em camundongos machos, o estresse crônico de derrota social provocou 

alterações hipocampais decorrentes do aumento de mitofagia e autofagia em 

neurônios, acarretando em inibição do desenvolvimento neuronal (GUO et al., 2022). 

Também foi demonstrado que a indução da autofagia, por repressão de mTORC1, 

promoveu o aumento da expressão e translocação de NR2B (subunidade de NMDA) 

no hipocampo, reprimindo a expressão de aquaporina 4 na membrana neuronal, o que 

aliviou sintomas tipo-depressivos em camundongos machos submetidos a derrota 

social (LIU et al., 2022). Esses estudos reforçam a importância da autofagia 

hipocampal na regulação das respostas emocionais frente a estressores 

psicossociais. 

A ULK1 é uma proteína cinase que fosforila resíduos de serina/treonina. Em 

situações de pouca disponibilidade de nutrientes ou estresse na célula, a ULK1 é 

fosforilada nos resíduos de serinas 317 e 777, sendo ativada e iniciado a autofagia 

por meio da fosforilação do complexo VPS34-beclina-1. Entretanto, em situações em 

que a autofagia não é necessária, como por exemplo, quando há alta disponibilidade 

de nutrientes na célula, a ULK1 é fosforilada no resíduo de serina 757 pelo mTORC1 

sendo desativa (KIM et al., 2011). Portanto, tanto a ULK1 quanto a beclina-1 são 

proteínas que participam do estágio inicial da autofagia, ou seja, da mobilização de 

moléculas para montagem do fagóforo (MENON & DHAMIJA, 2018). Neste estudo, 

não foi observado alterações da p-ULK 757, ou seja, da forma inativa da ULK-1, 

sugerindo que o ECDS não alterou a fosforilação dessa proteína no hipocampo dos 
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camundongos fêmeas. Por outro lado, observou-se uma redução dos níveis de 

beclina-1 no grupo ECDS, indicando um possível comprometimento do início da 

autofagia. 

A proteína p62 se encontra na membrana do autofagossomo auxiliando o 

processo de reconhecimento, sequestro e degradação de componentes celulares 

específicos (SABBIETI et al., 2022). Redução dos níveis de p62 é geralmente 

associado a indução da autofagia e aumento do fluxo autofágico, uma vez que a p62 

é degradada juntamente com conteúdo sequestrado pelos autofagolisossomos 

(KLIONSKY et al., 2016). Neste estudo foi observado uma redução dos níveis de p62 

no hipocampo das fêmeas expostas ao ECDS, o que poderia sugerir um aumento do 

fluxo autofágico. Esse resultado contrasta com o achado de que também houve uma 

redução dos níveis de beclina-1. Entretanto, já foi demonstrado que a diminuição dos 

níveis de p62 também pode estar associado a um bloqueio da autofagia devido a um 

aumento da degradação dessa proteína e de outras proteínas autofágicas por 

caspases e calpaínas (SCOTT et al., 2000). Resultados similares foram encontrados 

em estudos que utilizaram modelos de neuroinflamação com administração de 

lipopolissacarídeo ou corticosterona para induzir alterações do comportamento 

emocional em camundongos; logo, apesar de serem modelos diferentes, os 

resultados se complementam (GHOSH et al., 2020; GULBINS et al., 2018). 

Durante a expansão da membrana do fagóforo ocorre a conjugação da proteína 

LC3-I citosólica (16 – 18 kDa) com fosfatidiletanolamina formando a LC3-II (14 – 16 

kDa) que permanece associada a membrana do fagóforo mesmo após o seu 

fechamento. Assim, a LC3-II é amplamente utilizado como marcador de 

autofagossomos. No presente estudo, não foi possível detectar ambas as formas da 

LC3. Como as duas formas apresentam massas moleculares próximas, acreditamos 

que pela posição da banda na membrana em relação ao padrão de peso molecular, a 

forma detectada foi a LC3-I, porém não foi observado diferenças nos níveis dessa 

proteína entre os grupos experimentais. Já foi relatado que o tecido cerebral apresenta 

uma alta proporção de LC3-I para LC3-II, dificultando a detecção da LC3-II em 

amostras de homogenato total (YANG, et al., 2011). Além disso, a banda de LC3-I em 

experimentos de Western blot podem apresentar alta intensidade devido a maior 

quantidade dessa proteína no tecido cerebral obscurecendo e atrapalhando a 
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identificação da banda de LC3-II (CHU et al., 2009). Outro fator que pode ter 

contribuído para a ausência da banda da LC3-II em nosso experimento, é fato de que 

degradação da LC3-II é mais rápida do que a degradação da LC3-I (KLIONSKY et al., 

2016). 

Por fim, nós não observamos diferenças nos níveis de mTOR e p-mTOR 

(Ser2448) ou na razão p-mTOR/mTOR entre os grupos experimentais. A mTOR é uma 

proteína cinase que fosforila resíduos de serina/treonina. Essa proteína funciona como 

sensor de ATP e aminoácidos, identificando mudanças na disponibilidade de 

nutrientes e crescimento celular (DELEYTO-SELDAS & EFEYAN, 2021). Quando há 

ATP e nutrientes suficientes, a p-mTOR (Ser2448) inibe a autofagia por meio da 

fosforilação da ULK1 no resíduo de serina 757 (NAVE et al., 1999; WANG, Ying; 

ZHANG, 2019). Portanto, os nossos resultados demonstram níveis comparáveis de p-

mTOR/mTOR entre os grupos CTL e ECDS, sugerindo que essas proteínas se 

encontram em níveis basais. 

 

5.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO EADS ASSOCIADO A ADMINISTRAÇÃO DE UM 

INIBIDOR AUTOFÁGICO 

A fim de investigar mais a fundo o papel da autofagia nas respostas ao estresse 

psicossocial em camundongos fêmeas, nós associamos a exposição à um EADS com 

a administração de um inibidor autofágico. 

O modelo de EADS composto por três sessões de 5 minutos de confronto físico 

realizadas em um mesmo dia é descrito na literatura como um estressor submáximo 

que per se não é capaz de promover esquiva social e alterações de outras respostas 

comportamentais em camundongos machos. Porém, esse modelo aumenta a 

suscetibilidade dos animais quando pareado a outros estímulos estressores 

(FRANCIS et al., 2015; GROSSMAN et al., 2022; KIM, et al., 2022). 

Nos camundongos fêmeas, nós observamos que o EADS per se foi suficiente 

para induzir comportamento de esquiva social no TIS, porém não promoveu 

comportamento tipo-ansioso no TCA e LCE. Este resultado sugere que o 

comportamento de interação social em resposta ao EADS é sexo específica, 
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reforçando a necessidade de se investigar os efeitos do estresse psicossocial em 

modelos animais em ambos os sexos. 

Por outro lado, nós não observamos um efeito do inibidor farmacológico da 

autofagia, o Lys05, nas respostas emocionais das fêmeas. Além disso, o tratamento 

com o Lys05 não foi capaz de potencializar ou prevenir o efeito do EADS no 

comportamento de esquiva social.  

O fármaco Lys05 consiste em um dímero de moléculas de cloroquina, que se 

acumula seletivamente em altos níveis no interior dos lisossomos, causando um 

aumento do pH no interior destas organelas, e consequentemente a desativação das 

enzimas lisossomais. Nós optamos por utilizar este fármaco neste ensaio, pois sua 

potência de inibição da autofagia é 10 vezes maior que a potência da cloroquina e a 

hidroxicloroquina, fármacos comumente utilizados em ensaios in vitro e in vivo de 

inibição autofágica (AMARAVADI & WINKLER, 2012; MCAFEE et al., 2012). A 

princípio este fármaco foi sintetizado para ser testado como terapia antitumoral em 

modelos animais de diversos tipos de câncer. No entanto, até o presente momento, 

poucos estudos investigaram os efeitos do tratamento com o Lys05 em animais 

(DEVORKIN et al., 2017; MCAFEE et al., 2012; NDOYE et al., 2017). Adicionalmente, 

nenhum estudo avaliou o efeito desse fármaco nas respostas emocionais de 

camundongos. 

Deste modo, nós determinamos a dose e o regime de tratamento adotados 

baseando-se nos poucos estudos que testaram esse fármaco em animais. McAfee e 

colaboradores (2012) demonstraram que as doses de 10 e 40 mg/kg, i.p., foram 

suficientes para promover redução do crescimento tumoral de forma dose-dependente 

sugerindo inibição da autofagia. Além disso, as doses de 10 e 40 mg/kg foram bem 

toleradas pelos camundongos, porém doses acima de 76 mg/kg causaram toxicidade. 

Posteriormente, outros estudos avaliaram os efeitos antitumorais do tratamento com 

Lys05 20 mg/kg, i.p., uma vez ao dia durante 13 a 18 dias em animais com melanoma 

e câncer de ovário, observando inibição autofágica consistente (DEVORKIN et al., 

2017; NDOYE et al., 2017). 

Nós tratamos as fêmeas com Lys05 na dose 20 mg/kg, i.p., por 3 dias 

anteriormente a exposição ao EADS. Portanto, é possível que a ausência de efeito da 

inibição autofágica nas respostas emocionais seja devido a um regime de tratamento 



83 

 

 

insuficiente. Logo, é necessário a realização de experimentos adicionais, como a 

avaliação de proteínas autofágicas, para confirmar se a autofagia foi eficientemente 

bloqueada. 
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6 CONCLUSÃO 

O modelo de ECDS em fêmeas com agressão induzida pela exposição à urina 

de machos induziu alterações consistentes associadas ao comportamento tipo-

ansioso, mas não ao comportamento de esquiva social. Logo, sugere-se que este 

modelo pode ser utilizado para estudar os mecanismos fisiopatológicos envolvidos 

nas respostas emocionais associadas a ansiedade decorrentes do estresse crônico 

psicossocial. Além disso, o ECDS promoveu alterações das proteínas autofágicas 

(beclina-1 e p62) no hipocampo, indicando desregulação da via e que este modelo 

pode ser utilizado para investigar o papel da autofagia nas respostas ao estresse e na 

neurobiologia dos transtornos mentais comuns. 

Contudo, a causalidade é difícil de abordar, especialmente quando se trata de 

transtornos complexos e multifatoriais. Além disso, mesmo quando são encontradas 

diferenças na autofagia, o desenho experimental transversal torna difícil determinar 

se as alterações fazem parte dos mecanismos que causam as alterações 

comportamentais ou efeitos regulatórios produzidos para neutralizar o impacto do 

estresse. 

Adicionalmente, o EADS foi capaz de induzir alterações no comportamento de 

esquiva social das fêmeas contrastando com os efeitos desse modelo de estresse em 

machos e reforçando a necessidade de se investigar as diferenças sexuais nas 

respostas emocionais ao estresse. Por fim, o efeito do bloqueio do fluxo autofágico 

associado ao EADS nas respostas emocionais das fêmeas trouxe resultados pouco 

conclusivos. Portanto, é necessário a realização de experimentos adicionais para 

confirmar a eficiência do tratamento com o inibidor no bloqueio da autofagia no SNC. 
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