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RESUMO


O hipocampo (HPC) é uma área do encéfalo bem conhecida por regular a 

memória e a navegação espacial, mas também por ser uma estrutura cerebral 

muito plástica e que é influenciada por outras áreas como o córtex pré-frontal 

medial (CPFm), bem como por estímulos relacionados ao estresse. No presente 

estudo, investigamos os efeitos da exposição ao estresse de derrota social crônica 

(EDS) em camundongos machos sobre (i) o comportamento de evitação social 

avaliado no teste de interação social (TIS); (ii) o comportamento do tipo ansioso no 

labirinto em cruz elevado (LCE); (iii) a memória de curto prazo no teste de 

reconhecimento de objetos (RO); (iv) a verificação da presença de projeções do 

CPFm esquerdo para o HPC dorsal e ventral (HPCd e HPCv); (v) a marcação de 

ΔFosB, CaMKII, bem como a dupla marcação de ΔFosB + CaMKII em neurônios 

localizados no HPCd e HPCv. Os resultados mostraram que o EDS crônico induziu 

comportamentos do tipo ansioso e prejuízo da memória de curto prazo, seguido 

por diminuição e aumento na marcação de ΔFosB no HPCd e HPCv, 

respectivamente. No HPCv, também foi demonstrado aumento na marcação 

CaMKII. Houve presença de projeções do CPFm esquerdo para HPCd e HPCv. 

Juntos, esses achados sugerem que a exposição crônica de camundongos ao 

EDS pode induzir (a) ativação de neurônios glutamatérgicos no HPCv, levando a 

um aumento nas respostas ansiogênicas, e (b) inibição do HPCd, causando 

prejuízo da memória de curto prazo. Dado que o EDS crônico também prejudica o 

funcionamento do CPFm esquerdo, esses efeitos induzidos pelo EDS nos 

comportamentos e no HPCv e HPCd podem estar relacionados a alterações na 

modulação do CPFm esquerdo sobre a atividade neuronal do hipocampo.


Palavras-chaves: Ansiedade; Hipocampo; Córtex Pré-Frontal medial; 

Camundongo; Estresse de derrota social; Evitação social; Prejuízo na memória; 

Neurotransmissão glutamatérgica; Neuroanatomia; Neurotracejamento.




ABSTRACT


The hippocampus (HPC) is a brain area well known to regulate memory and spatial 

navigation but also known to be a very plastic brain structure that is influenced by 

other areas like the medial prefrontal cortex (mPFC) as well as by stress-related 

stimuli. In the present study, we investigated the effects of the exposition of chronic 

social defeat stress (SDS) in male mice on (i) the avoidance behavior assessed in 

the social interaction test (SIT); (ii) the anxiety-like behavior in the elevated plus-

maze (EPM); (iii) the working memory in the object recognition test (ORT); (iv) The 

presence of projections from the left mPFC to the dorsal HPC and ventral HPC 

(dHPC and vHPC) was also investigated (v) ΔFosB, CaMKII as well as 

ΔFosB+CaMKII labeling in neurons located in the dorsal and ventral hippocampus 

(d & vHPC). Results showed that chronic SDS induced defensive- and anxiety-like 

behaviors and memory impairment, followed by decrease and increase in ΔFosB 

labeling in the dHPC and vHPC, respectively. In the vHPC, an increase in the 

CaMKII labeling was also shown. There was a presence of projections from the left 

mPFC to both dHPC and vHPC. Together, these findings suggest that chronic 

exposure of mice to SDS may have (a) overactivated glutamatergic neurons in the 

vHPC, leading to an increase in defensive- and anxiogenic-like responses, and (b) 

inhibited the dHPC, causing memory impairment. Given that chronic SDS also 

impairs the left mPFC functioning, these SDS-induced effects on behavior and 

vHPC & dHPC may be related to a failure of the left mPFC control on the neuronal 

activity of the hippocampus. 


Keywords: Anxiety; Hippocampus; Medial Prefrontal Cortex; Mice; Chronic Social 

Defeat Stress; Social avoidance; Memory impairment; Glutamatergic 

neurotransmission; Neuroanatomy; Neuronal tracing
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1 INTRODUÇÃO


Aproximadamente 264 milhões de pessoas no mundo sofrem de 

transtornos de ansiedade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017), o que seria 

equivalente a 125% da população total do Brasil (“Population, total | Data”, [s.d.]; 

“Population Clock: World”, [s.d.]). Tais transtornos são causados por má 

adaptações a estímulos estressores, causando respostas psicofisiológicas 

temporárias ou permanentes (DEL GIUDICE; ELLIS; SHIRTCLIFF, 2011; RUSSO 

et al., 2012). 

O estresse pode induzir uma série de comportamentos relacionados a ansiedade 

e depressão (HOFFMAN; DUKES; WITTCHEN, 2008; LEUNER; SHORS, 2013; 

PÉREZ-CANO et al., 2020; SHIN; LIBERZON, 2010) e prejuízo de memória de 

curto prazo (LUPIEN et al., 1994; MCEWEN; SAPOLSKY, 1995; SEEMAN et al., 

1997). Um dos estímulos que pode causar tais transtornos é o conflito social 

(BOLGER et al., 1989; NEZLEK; PLESKO, 2001).


Alguns modelos animais tem sido usados nos últimos anos para o estudo 

de confrontos sociais em animais da mesma espécie, fenômeno conhecido como 

estresse de derrota social (EDS) [para uma revisão, ver (TOYODA, 2017)]. O EDS 

se destaca por se tratar de um conflito entre coespecíficos, no qual um animal 

dominante residente ataca um intruso, resultando na exibição de diversos 

comportamentos defensivos no animal agredido, como respostas do tipo ansiosa, 

tanto em camundongos (RODGERS; COLE, 1993), quanto em outros roedores 

(FUCHS; FLÜGGE, 2002). Inicialmente descrito por Yen e colaboradores (YEN; 

STANGER; MILLMAN, 1959), esse procedimento tornou-se amplamente utilizado 

para o estudo da neurobiologia da agressão [para uma revisão ver (MICZEK et al., 

1994; SIEGFRIED; FRISCHKNECHT; NUNES DE SOUZA, 1990)] e das 

consequências do estresse crônico sobre diversos parâmetros comportamentais, 

fisiológicos, farmacológicos e moleculares (KRISHNAN et al., 2007; ZELENA et al., 

1999). Posteriormente, tal paradigma foi otimizado e padronizado para fazer tal 

avaliação em roedores (GOLDEN et al., 2011). 
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Devido às alterações comportamentais, endócrinas e fisiológicas induzidas 

pela derrota social, tem-se proposto este modelo para o estudo de desordens 

comportamentais, tais como depressão, abuso de drogas e ansiedade social 

(BJÖRKQVIST, 2001; KEENEY; HOGG, 1999; LAVIOLA et al., 1999; STEIN; 

BOUWER, 1997). Além disso, recentemente, nosso grupo tem usado o modelo 

EDS para a investigação de comportamentos defensivos dos camundongos 

atacados/intrusos (FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020; SANTOS-

COSTA et al., 2021; VICTORIANO et al., 2020a). 


	 Outro modelo animal bastante utilizado para a pesquisa do comportamento 

do tipo ansioso em roedores, é o labirinto em cruz elevado (RODGERS; DALVI, 

1997). Na década de 50, Montgomery (MONTGOMERY, 1955) conduziu trabalhos 

com labirintos em forma de Y e notou que os ratos tinham preferência pelos 

braços fechados neste aparato, defendendo a hipótese sobre dois diferentes 

drives, o de exploração e o do medo, que se conflitavam neste aparato. Pautada 

nesta discussão, quase trinta anos depois, um novo modelo baseado no labirinto 

em Y foi desenvolvido para melhor análise deste conflito, estudando os 

comportamentos do tipo ansioso em roedores, o labirinto em X elevado ou mais 

comumente conhecido, labirinto em cruz elevado (HANDLEY; MITHANI, 1984). 

Amplamente utilizado para análise do comportamento tipo ansioso em 

manipulações farmacológicas (HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987; 

PELLOW et al., 1985), ele também tem sido usado de forma a analisar variações 

deste comportamento em protocolos de estresse (ADAMEC; SHALLOW, 1993; 

BATSCHAUER et al., 2020), assim como o próprio EDS (MORAIS-SILVA et al., 

2019; SANTOS-COSTA et al., 2021; VICTORIANO et al., 2020a).


Além de acentuar comportamentos do tipo ansioso, o estresse também se 

mostrou capaz de reduzir a formação de memórias (EAGLE; FITZPATRICK; 

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

efeitos sobre o Hipocampo ((BARKER; WARBURTON, 2011; TUSCHER et al., 

2018)) e o cortéx (AKIRAV; MAROUN, 2006; BARKER et al., 2007; TUSCHER et 

al., 2018), como possíveis areas afetadas pelo estresse e com modulação da 

memória. Considerando essa alteração comportamental, o teste de 
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reconhecimento de objetos (para revisão, LEGER et al., 2013), é uma boa escolha 

para a analise de memória de curto prazo. Com os estudos de Berlyne, também 

na década de 50 (assim como os de Montgomery) (BERLYNE, 1950), sobre o 

poder que um estimulo novo tem sobre os ratos, quase quarenta anos depois, 

foram propostos os primeiros modelos de um teste de única exposição, o teste de 

reconhecimento de objetos (AGGLETON, 1985; ENNACEUR; DELACOUR, 1988). 

Posteriormente, esse teste também foi adaptado para camundongos (DODART; 

MATHIS; UNGERER, 1997; MESSIER, 1997) e tem sido utilizado tanto para 

manipulações farmacológicas (CANTO DE SOUZA et al., 2017; HAETTIG et al., 

2011; LIMA et al., 2009), quanto comportamentais, como de interesse comum de 

nosso grupo, para protocolos de estresse (MOURA et al., 2020; PROVENSI et al., 

2019) e EDS (DUQUE; VINADER-CAEROLS; MONLEÓN, 2016; TIAN; XU; GUI, 

2018; WANG et al., 2011).  


Dentre os estudos que investigam as respostas defensivas de roedores, 

uma das regiões encefálicas que se destacam por direta modulação aos estímulos 

estressores, é o Córtex Pré-Frontal medial (CPFm) (CERQUEIRA; ALMEIDA; 

SOUSA, 2008; SULLIVAN; GRATTON, 1999). Apesar de ser uma região que difere 

bastante em relação a nomenclatura adotada ao longo das espécies (DALLEY; 

CARDINAL; ROBBINS, 2004; VAN HEUKELUM et al., 2020), há definição para 

quatro sub-regiões no CPFm de roedores, o pré-limbico (PrL), o infra-limbico (IL) e  

as áreas 1 e 2 do córtex cingulado anterior (Cg1 e Cg2) (BRODMANN, 1909; 

ROSE; WOOLSEY, 1948). A inibição específica do PrL com cloreto de cobalto 

(inibidor sináptico;(KRETZ, 1984), foi capaz de causar efeitos ansiogênicos em 

ratos expostos a testes de ansiedade e medo (LISBOA et al., 2010). Em estudo 

recente do nosso grupo, também demonstramos que a inibição específica 

somente do PrL esquerdo de camundongos, foi capaz de gerar respostas 

ansiogênicas na exploração do LCE (SANTOS-COSTA et al., 2021), indicando 

assim, uma sub-região de interesse, para estudos de comportamentos defensivos.
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Figura 1: Representação diagramática baseada no atlas de Paxinos & Watson (PAXINOS; 
FRANKLIN, 2001); em vermelho, as 3 sub-regiões do CPFm, o pré-limbico (PrL), o infra-limbico (IL) 
e o córtex cingulado anterior -Áreas 1 e 2 (Cg1 e Cg2) 1,54 mm e 1,42 mm anterior ao Bregma.


Como citado anteriormente, há diferença funcional, a depender do 

hemisfério manipulado no CPFm, alterando o padrão de comportamentos 

defensivos apresentados (COSTA et al., 2016; LEE et al., 2015; SANTOS-COSTA 

et al., 2021). Já demonstramos em estudos do grupo o papel do CPFm direito na 

modulação de resposta ao EDS (FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020; 

VICTORIANO et al., 2020b). No mesmo estudo já citado (SANTOS-COSTA et al., 

2021), além dos efeitos ansiogênicos na inibição do PrL esquerdo no LCE, houve 

também aumento de atividade neuronal (no PrL e no IL) no lado direito após tal 

inibição. Esse mesmo padrão foi encontrado, quando os animais submetidos ao 

EDS, apresentaram redução da atividade neuronal (redução da expressão de 

ΔFosB e CaMKII) no CPFm esquerdo e aumento da atividade neuronal (aumento 

da expressão de ΔFosB e CaMKII) no CPFm direito, indicando mais uma vez, a 

lateralização funcional desta área em relação aos comportamentos defensivos.


O CPFm e o hipocampo (HPC) têm projeções recíprocas que também 

regulam a resposta ao estresse (CERQUEIRA et al., 2007; GOLDMAN-RAKIC; 

SELEMON; SCHWARTZ, 1984; IRLE; MARKOWITSCH, 1982; PADILLA-
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COREANO et al., 2016; ROSENE; VAN HOESEN, 1977; SANT’ANA et al., 2019), 

formando assim um sistema de via dupla. O HPC apresenta direta modulação à 

respostas defensivas e da ansiedade,  (WINGENFELD; WOLF, 2014) e sua função 

também é afetada por estímulos estressores (KIM; DIAMOND, 2002). Duas das 

suas sub-regiões ganham destaque nestes estudos, o HPC dorsal (HPCd) 

relacionado a localização e a memória espacial (BANNERMAN et al., 2004a; 

MOSER et al., 1995) e o HPC ventral (HPCv) relacionado a modulação ao 

estresse e a respostas emocionais (BANNERMAN et al., 2004a). Ainda que 

estudos anteriores tenham delimitado cada uma destas regiões para cada 

processo, tanto o HPCd, quanto o HPCv tem funções complementares nos 

processos de memória espacial, quanto no de resposta emocional ao estresse. 

Ainda neste aspecto, o HPCv já foi relacionado a memória espacial 

(CERNOTOVA; STUCHLIK; SVOBODA, 2021) e recuperação de memória (RIAZ 

et al., 2017), enquanto o HPCd também estaria modulando comportamentos do 

tipo ansioso, com a participação de uma série de neurotransmissores, quando 

exposto ao estresse (HARTMANN et al., 2019a; SANT’ANA et al., 2019). Além 

disso, quando exposto ao estresse, o hipocampo apresentou alterações 

morfológicas:  como supressão da neurogênese no Giro Dentado, perda das 

espinhas neuronais da região 1 do Corno de Amon (CA1), atrofia dos dendritos da 

região CA3 e diminuição de volume (MCEWEN, 1999a), e mesmo antes de 

expostos a estímulos estressores, animais suscetíveis ao estresse apresentaram 

menor volume hipocampal (NASCA et al., 2019).


O hipocampo tem seus neurônios organizados em camadas e recebe 

informações de quase todas áreas neocorticais, via córtex perirrinal, giro para-

hipocampal e córtex entorrinal (CE) (VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009), 

onde a camada II de neurônios, tem projeções das células granuladas para o giro 

dentado (GD) (STRANGE et al., 2014). Vale ressaltar que mesmo essas projeções 

são distintas entre o HPCv e HPCd (SWANSON; COWAN, 1977). Comunicando-

se com o GD, estão presentes as regiões CA1 e CA3, que possuem quatro 

camadas (piramidal, stratum oriens, stratum lucidum, stratum radiatum) 

(LAVENEX; AMARAL, 2000).  Todas essas sub-regiões interligadas formam um 
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sistema com feed-forward (sistema de alimentação anteroativo), que pode ser 

crítico para a memória e aprendizado, mas que também contribui para a 

vulnerabilidade durante o estresse (LAVENEX; AMARAL, 2000). Dado que 

demonstramos recentemente que o CPFm esquerdo e direito são afetados 

diferencialmente pelo EDS (SANTOS-COSTA et al., 2021), eventual lateralização 

funcional do hipocampo no controle da ansiedade (no atual estudo, utilizando o 

EDS) permanece a ser determinada. 


Diversas ferramentas têm sido utilizadas para caracterizar o envolvimento 

de uma área do encéfalo na modulação de uma resposta comportamental, 

fisiológica ou farmacológica. Nesse contexto, a quantificação da expressão de 

proteínas da família Fos em regiões encefálicas tem sido amplamente utilizada 

para esse fim (BAILEY; SILVER, 2014; NESTLER, 2015; NESTLER; BARROT; 

SELF, 2001). Para identificar o envolvimento de uma área particular do encéfalo 

em animais cronicamente estressados, o fator de transcrição ΔFosB tem sido 

bastante útil, sendo o fator com maior estabilidade molecular, cumulativo frente a 

um estímulo sustentado (assim como o estresse crônico) e amplamente usado 

para a pesquisa comportamental (NESTLER, 2008; NESTLER; KELZ; CHEN, 

1999). 


Além do padrão de ativação destas regiões, é válido verificar qual 

neurotransmissão é utilizada para modulação do estresse. Na região do HPC, há a 

predominância de neurônios glutamatérgicos presentes nas células granuladas do 

giro dentado e neurônios piramidais da região CA1 e CA3 (CITRI; MALENKA, 

2008). O desbalanço desta neurotransmissão está intimamente interligado a 

fisiopatologia dos transtornos de ansiedade e humor em humanos e roedores, em 

especial para os mediados pelos receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) 

(MCEWEN, 1999b; NASCA et al., 2015; SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 

2012). 


Com neurotransmissão em comum e relevante comunicação entre o HPC e 

o CPFm regulando a resposta ao estresse (CERQUEIRA et al., 2007; GOLDMAN-

RAKIC; SELEMON; SCHWARTZ, 1984; IRLE; MARKOWITSCH, 1982; PADILLA-

COREANO et al., 2016; ROSENE; VAN HOESEN, 1977; SANT’ANA et al., 2019), 
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levantamos a hipótese de que os comportamentos defensivos, do tipo ansioso de 

roedores e evocados pelo uso do EDS, são regulados via neurotransmissão 

glutamatérgica e com alteração no padrão de comunicação entre CPFm esquerdo/

hipocampo. Para testar nossa hipótese, nós investigamos os efeitos da exposição 

ao estresse de derrota social crônica (EDS) em camundongos machos sobre (i) o 

comportamento de evitação social avaliado no teste de interação social (TIS); (ii) o 

comportamento do tipo ansioso no labirinto em cruz elevado (LCE); (iii) a memória 

de curto prazo no teste de reconhecimento de objetos (RO); (iv) a marcação de 

ΔFosB, CaMKII, bem como a dupla marcação de ΔFosB + CaMKII em neurônios 

localizados no hipocampo dorsal e ventral (HPCd e HPCv); (v) a presença de 

projeções do PrL (CPFm) esquerdo para o HPCd e HPCv também foi investigada 

via BDA (Dextran Amine-Texas Red® , Biotinylated; Vector Laboratories) (KIMET 

et al., 2019).
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2 OBJETIVO


2.1 Objetivos Gerais


Investigar (a) possíveis alterações comportamentais decorrentes da 

exposição ao estresse de derrota social (EDS), (b) identificar potenciais projeções 

do CPFm ao HPC e (c) a participação da neurotransmissão glutamatérgica no 

HPC de camundongos estressados. 


2.2 Objetivos específicos 


1. Verificar o comportamento associados a ansiedade e memória de animais 

socialmente derrotados cronicamente e submetidos ao teste de interação 

social, no labirinto em cruz elevado e no teste de reconhecimento de 

objetos.


2. Verificar nas porções dorsal e ventral do hipocampo projeções provenientes 

do CPFm através de microinjeção intra Pré Limbico esquerdo de BDA 

(neurotraçador anterógrado) 


3. Investigar o padrão de atividade hipocampal através da quantificação 

ΔFosB, e marcação neuronal de CaMKII, e colocalizações ΔFosB/CamKII 

em camundongos submetidos ao EDS.  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3 MATERIAL E MÉTODOS


3.1 Sujeitos

Cinquenta camundongos Swiss-Webster machos [(Universidade Estadual 

Paulista / UNESP, SP, Brasil) (proveniente do biotério central da UNESP, SP de 

Botucatu, SP)], com 7 semanas de idade e 35 camundongos agressores Swiss-

Webster machos, com cerca de 6 a 8 meses de idade, foram usados para realizar 

o presente estudo. Os indivíduos atacados foram alojados em grupos de 10 por 

gaiola (41 × 34 × 16 cm) e mantidos sob um ciclo claro/escuro de 12: 12 h (luzes 

às 07:00 h) em um ambiente com temperatura controlada (23 ± 1 ◦C). Comida e 

água estavam disponíveis ad libitum, exceto durante breves períodos de teste. 

Todos os sujeitos eram ingênuos no início dos experimentos e foram usados 

apenas para esse experimento e eutanasiados ao fim deste. Os camundongos 

agressores foram alojados individualmente em suas residências (28 x 17 x 12 cm) 

e usados mais de uma vez por meio de um esquema de rotação definido pelo 

experimentador.


3.2 Cirurgia estereotáxica e injeção de neurotraçador

Os camundongos foram submetidos a cirurgia estereotáxica para receber 

0,1 µL do traçador neuronal anterógrado BDA (Dextran AmineTexas Red®, 

Biotinylated-Vector Laboratories). O procedimento cirúrgico utilizou anestesia 

inalatória com isoflurano (concentração de indução de 4-5% + 0,8-1 L / min e 

concentração de manutenção de 1-3% + 0,8-1 L / min) e inserção da agulha de 

injeção no CPFm esquerdo, seguindo as coordenadas: 1,9 mm posterior ao 

bregma; 0,3 mm lateral ao bregma; 2,0 mm ventral à superfície do crânio. As 

soluções foram infundidas com o suporte de uma bomba (Micro4 Micro seringa 

Pump) acoplada a uma seringa (0,5 µL, Neuros Syringe, modelo 7000,5 KH, 32 

gauge) a uma taxa de 0,02 µL / min (volume final 0,1 µL). Ao final da infusão do 

traçador neuronal, a agulha permaneceu no encéfalo do animal por 5 minutos para 

difundir o líquido. Ao final da cirurgia estereotáxica, os animais receberam injeção 

subcutânea do anti-inflamatório e analgésico cetoprofeno (ácido benzeno acético, 
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5 mg / kg) e injeção intramuscular do antibiótico ceftriaxona (ceftriaxona 

hemipenta-hidratada sódica, 4 mg / kg) (STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014).


3.3 Estresse Crônico de Derrota Social (EDS)

O EDS consiste em um conflito entre coespecíficos, no qual um animal 

agressor residente dominante ataca um intruso, resultando na exibição de 

diversos comportamentos defensivos no animal atacado. O residente, animal que 

apresenta comportamento agressivo espontâneo, é isolado socialmente em 

gaiolas individuais (28 × 17 × 12 cm) com ventilação separada por pelo menos 4 

semanas para intensificar seu comportamento agressivo. Por causar mudanças 

comportamentais, endócrinas e fisiológicas, o modelo de derrota social foi 

proposto para o estudo de distúrbios comportamentais [por exemplo, depressão, 

abuso de drogas e ansiedade social. A derrota social é definida pela exibição da 

postura submissa (elevação do corpo nas patas traseiras, patas dianteiras 

estendidas em direção ao agressor, cabeça retraída e orelhas arqueadas por pelo 

menos 3 segundos), ou por um período máximo de 3 minutos de agressão, o que 

ocorrer primeiro. Posteriormente, o animal intruso foi colocado em um recipiente 

perfurado (15,5 cm x 10,6 cm x 4,8 cm), no qual ainda podia cheirar e ver o animal 

residente, mas sem contato físico, período a que chamamos de derrota 

psicológica, por 5 minutos. Esse procedimento foi realizado sob luz vermelha (5 

lux), por um total de 10 dias consecutivos (sessões).


3.4 Interação Não Agressiva (INA)

INA consiste em uma interação entre membros da mesma família, ou seja, 

animais que vivem na mesma gaiola. Semelhante ao protocolo EDS, os animais 

foram colocados no mesmo modelo de caixa, no qual dois animais interagiram por 

3 minutos. Posteriormente, um dos animais (escolhido ao acaso) foi colocado em 

um recipiente perfurado (15,5 x 10,6 x 4,8 cm) por 5 minutos. Após esse período, 

os animais trocavam de posição, o que ficava preso no recipiente ia para fora e 

vice-versa, por mais 5 minutos. Este procedimento também foi realizado sob luz 

vermelha (5 lux) e por um total de 10 dias consecutivos (sessões). Os protocolos 
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usados para as sessões de EDS e INA foram semelhantes aos descritos por 

Golden e colegas (2011).


3.5 Teste da Interação Social (TIS)

Os sujeitos foram colocados individualmente na extremidade oposta da 

caixa de contenção de arame da arena de interação social, que é um aparelho que 

consiste em uma caixa de acrílico cinza opaca (42 × 42 × 15 cm) com uma caixa 

de contenção de arame (10 × 6 × 15 cm) centrado em uma das paredes, com a 

zona de interação em torno dela e duas zonas de espaçamento em cantos 

opostos, voltados para o lado oposto do alvo vazio, para avaliar a exploração da 

linha de base por 150 segundos (habituação). Após esse tempo, cada intruso foi 

removido da arena e um residente agressor foi colocado no alvo. O intruso era 

então colocado de volta na arena por mais 150 segundos para avaliar o 

comportamento da interação social. Todas as sessões foram gravadas sob 

iluminação de luz vermelha (5 lux no chão da arena) por uma câmera montada 

verticalmente ligada a um monitor e a arena foi cuidadosamente limpa com álcool 

20% entre cada sujeito.


3.6 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

Um dos primeiros estudos usados para validar o comportamento de 

exploração de braços abertos e fechados foi o de Montgomery (MONTGOMERY, 

1955), no protótipo do que seria o LCE, porém ainda em formato em Y. Nos anos 

seguinte outros grupos adaptaram este aparato como usado hoje (HANDLEY; 

MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985) e por fim adaptado para camundongos 

(LISTER, 1987). Desde então vem sendo frequentemente usado como teste 

comportamental para mensurar o comportamento do tipo ansioso (RODGERS; 

DALVI, 1997). A principal medida usada para indicar variações deste 

comportamento é o tempo gasto nos braços abertos (PELLOW et al., 1985).


O LCE usado neste estudo é composto de dois braços abertos (30 × 5 × 

0,25 cm) e dois braços fechados (30 × 5 × 15 cm) conectados por meio de uma 

plataforma central comum (5 × 5 cm). O aparelho foi construído em madeira (piso) 
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e vidro transparente (paredes transparentes) e foi elevado a uma altura de 38,5 

cm acima do nível do chão. Cada camundongo foi colocado em uma gaiola de 

contenção individual e posteriormente transportado para a sala do labirinto. O 

teste começou colocando o sujeito na plataforma central do labirinto (de frente 

para um braço aberto), após isto, o experimentador se retirou imediatamente para 

uma sala adjacente. As sessões de teste duraram 5 minutos e o labirinto foi 

cuidadosamente limpo com álcool a 20% entre cada sujeito. Todos os 

experimentos foram realizados sob iluminação de 1 × 60 W durante a fase de luz 

do ciclo claro-escuro (ou seja, 50 lux no piso da área central do LCE), com 

diferença da luminosidade do EDS e TIS, para evitar memória de contexto. 


Todas as sessões foram gravadas por uma câmera montada verticalmente 

ligada a um monitor. As sessões foram pontuadas às cegas para o tratamento por 

um observador altamente treinado (confiabilidade intraexaminador ≥ 0,90) usando 

o software “X-Plo-rat 2005”, (X-plo-rat 2005, Universidade de São Paulo) para 

comportamento análise. Os parâmetros comportamentais compreenderam as 

medidas espaço temporais convencionais: frequências de entradas de braço 

fechado (CE) [(medida usada para avaliar a atividade motora do animal (CRUZ et 

al, 1994)] e entradas de braço aberto (OE) (entrada = todas as quatro patas em 

um braço) e o tempo gasto no braço aberto do labirinto. Esses dados foram 

usados para calcular a porcentagem de entradas de braço aberto [(% OE) - 

(aberto / total) × 100] e a porcentagem de tempo de braço aberto (% OT) [(tempo 

aberto / 300) × 100].


3.7 Teste de Reconhecimento de Objeto (RO)

Desde os estudos de Berlyne (BERLYNE, 1950), o fator novidade vem 

sendo usado para mensurar a memória tanto de curto prazo, quanto de longo 

prazo de roedores, por meio do teste de RO (AGGLETON, 1985; DODART; 

MATHIS; UNGERER, 1997; ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Ainda que tenham 

alguns modelos diferentes, nosso grupo optou por seguir o modelo de Ennaceur e 

Delacour (ENNACEUR; DELACOUR, 1988) com o uso da habituação prévia, sem 

os objetos presentes na arena (FRICK; GRESACK, 2003; LEGER et al., 2013).





21

O paradigma RO mede uma forma de memória baseada em experimentos 

curtos e não repetidos sem qualquer reforço, como comida ou choques elétricos. 

O reconhecimento de objetos é uma tarefa de uma única tentativa e não envolve o 

aprendizado de nenhuma regra, sendo inteiramente baseado no comportamento 

exploratório espontâneo de roedores em relação a objetos. Em resumo, os 

camundongos foram colocados em uma caixa quadrada de madeira laminada de 

40 × 40 cm revestida com um laminado de plástico e cercados por uma parede de 

50 cm de altura com piso de fácil limpeza e iluminação de 1 × 60 W durante a fase 

de luz do ciclo claro-escuro (50 lux no piso da área central). Os objetos a serem 

discriminados eram frutas coloridas de plástico: dois saleiros na forma de um 

abacaxi e um em forma de abacate, ambos de 10 cm de altura. 


A tarefa de RO consistiu em uma fase de treinamento (T1) e uma fase de 

teste (T2). Vinte e quatro horas antes do T1, eles foram habituados por 10 min ao 

aparato experimental na ausência de qualquer objeto. Cada camundongo foi 

submetido ao procedimento separadamente e o cuidado foi tomado para remover 

quaisquer pistas olfativas/sabor, limpando cuidadosamente a arena e objetos teste 

entre as tentativas. No dia do experimento, o camundongo foi colocado por 5 min 

na arena de teste voltado para a mesma direção e na mesma posição na presença 

de dois objetos de plástico idênticos (T1). O comportamento dos camundongos foi 

registrado, e o tempo gasto explorando ativamente os objetos foi medido por dois 

observadores experientes, desconhecendo a condição dos camundongos 

(estressados ou NA) o aparato foi cuidadosamente limpo com álcool a 20% entre 

cada sujeito.. 


A exploração foi definida como cheirar ou tocar objetos com o nariz e/ou 

patas dianteiras. Sentar ou girar ao redor dos objetos não era considerado 

comportamento exploratório. T2 foi realizado 2 h após T1, onde cada camundongo 

foi novamente colocado na arena de teste por 5 min na presença de um dos 

objetos familiares (F) e um objeto novo (N). A posição dos objetos (esquerda/

direita) foi randomizada para evitar viés de ordem ou preferência de lugar. Os 

camundongos foram colocados em uma gaiola temporária entre as tentativas. O 

comportamento dos camundongos durante o T2 foi registrado, e os períodos de 
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exploração do familiar (tF) e do novo objeto (tN) foram medidos por um observador 

experiente, inconsciente da condição de estresse. Um índice de discriminação (ID) 

foi calculado de acordo com a fórmula (tN - tF) / (tN + tF). Cuidados foram 

tomados para evitar preferência de lugar e estímulos olfatórios, alterando 

aleatoriamente a posição dos dois objetos durante T2, e limpando-os 

cuidadosamente com álcool 20% (tanto em T1, quanto em T2).


3.8 Imunofluorescência 


Após o TIS, os camundongos foram perfundidos transcardialmente com 24 

mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS) 1X em pH 7,4, seguido por 50 

mL de PFA fresco. Os encéfalos removidos foram fixados posteriormente em 

paraformaldeído por 1 hora e transferidos para uma solução de sacarose a 30% 

em PBS 4 ° C. Após 2 dias, o encéfalo foi congelado em gelo seco por 1 hora e 

mantido a -80 ° C, até ser fatiado em seções coronais de 35 µm de espessura 

(entre	2,54 mm e 3,08 mm posterior ao Bregma) no criostato (Leica CM 1850). 

Vale ressaltar que foi feita uma marca, com uma agulha, no lado direito do 

encéfalo para ter certeza sobre o hemisfério que estava sendo quantificado. As 

fatias foram alocadas de forma seriada em placas de 12 poços de forma que cada 

em um dos poços contivesse 8 fatias em bregmas semelhantes.  


Para o ΔFosB e CaMKII duplamente marcados, as seções foram colocadas 

em série em uma placa de 12 poços contendo tampão fosfato 0,1 M (PB) com 

azida de sódio 0,01%. As seções foram lavadas 3 vezes em 0,1 M PB e, em 

seguida, incubadas em bloco numa solução, contendo 10% de soro normal de 

cabra e 0,3% de Triton-X 100 em 0,1 M PB, por 1 hora em temperatura ambiente 

com agitação suave. As seções foram incubadas durante a noite com o anticorpo 

primário previamente diluído em uma solução de bloqueio. Os anticorpos primários 

usados foram: anti-ΔFosB (1: 1000, cat. No. EPR15905, Abcam) e anti-mouse 

CaMKII (cat. No. TH269517: 6G9, Thermo Fischer Scientific. Rockford - IL, EUA - 

na concentração 1: 200). Os cortes foram lavados 5 vezes em 0,1 M PB e, a 

seguir, incubados por 2 horas à temperatura ambiente com anticorpo secundário 

(1: 1000 cada) diluído em solução de bloqueio. Os anticorpos secundários usados 
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foram: IgG Alexa-Fluor 488 anti-rabbit (1: 1000, cat. No. A21206, Life Technologies 

Co. Eugene-OR, EUA) e IgG Alexa-Fluor 568 anti-mice (1: 1000, cat No. A11004, 

Life Technologies Co. Eugene-OR, EUA). Após a incubação secundária, as seções 

foram lavadas 5 vezes em 0,1 M PB, montadas em lâminas de vidro, cobertas 

usando Fluoroshield Mounting Medium e seladas com esmalte de unha, uma vez 

curadas. 


As imagens foram obtidas em ampliação de 10X, 20X e 40X através de um 

microscópio de fluorescência (Axio Imager.D2, Carl Zeiss Microscopy, LLC, 

Thornwood-NY, EUA) conectado a um computador e digitalizadas pelo software 

Zen Pro 2.0 (Carl Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood-NY, EUA). A quantificação da 

fluorescência foi realizada no software ImageJ (NIH), utilizando a técnica 

“Corrected total cell fluorescence”. Nesta técnica o programa mede a fluorescência 

da área definida, entretanto, a fluorescência emitida pelo fundo (background) é 

removida do valor final (FITZPATRICK, 2014). Os valores obtidos referem-se a 

uma média obtida com 3-4 cortes de cada sujeito experimental/área. 


 Para a marcação BDA, as fatias contendo as regiões do encéfalo de 

interesse foram montadas em lâminas gelatinizadas e lamínulas. Posteriormente, 

as projeções do CPFm esquerdo para o HPCv e HPCd foram observadas via 

microscópio de fluorescência (Axio Imager.D2, Carl Zeiss Microscopy, LLC, 

Thornwood-NY, EUA).


3.9 Delineamento experimental


3.9.1 Experimento 1: Análise comportamental de camundongos submetidos 
a derrota social crônica ou a interação não agressiva 


Vinte animais foram submetidos a dez sessões de EDS (n = 11) ou 

interação não agressiva (NA) (n = 9) (ver seção 2.4 para detalhes) e então 

expostos à interação social (11º dia), labirinto em cruz elevado (12º dia) e testes 

de reconhecimento de objetos (13º dia). 
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3.9.2 Experimento 2: Avaliação das projeções do CPFm esquerdo no 
hipocampo HPCd e HPCv marcadas via BDA e análise qualitativa da 
expressão de ΔFosB, CaMKII e ΔFosB + CaMKII 


Quatro camundongos receberam microinfusão de traçador neuronal dentro 

do CPFm esquerdo (ver seção 2.2 para detalhes), e, após doze dias, foram 

eutanasiados, e seus encéfalos removidos e histologicamente processados para 

análises de projeção em neurônios do HPCd e HPCv que expressam ΔFosB, 

CaMKII, e marcação ΔFosB + CaMKII.


 

2.9.3 Experimento 3: Padrão de ativação neuronal (ΔFosB) e sua correlação 
com a neurotransmissão glutamatérgica (CaMKII) nas áreas do hipocampo 
de camundongos submetidos a EDS ou INA 


Vinte animais foram submetidos a dez sessões de EDS (n = 10) ou INA (n = 

10) (ver seção 2.4 para detalhes), e, após 24 horas,foram eutanasiados, e seus 

encéfalos foram removidos para ensaio de imunofluorescência para identificar 

ΔFosB, CaMKII e ΔFosB + CaMKII em neurônios bilateralmente marcados no 

hipocampo ventral e dorsal. Um grupo experimentalmente ingênuo (n = 6) também 

foi adicionado a este experimento para registrar os níveis basais de 

imunofluorescência. Este grupo também incluiu o uso de BDA, já que em um 

primeiro delineamento, seria o usado o TIS para screening de animais relientes/

suscetiveís ao estresse, posteriormente, esse screening não obteve resultados 

esperados e teve sua avaliação descartada, porém sem influência aos resultados 

obtidos neste experimento.
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Figura 2. Delineamento experimental dos experimentos 1 e 3.


3.10 Estatística. 


Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para 

homogeneidade de variância. No TIS, a análise de variância (ANOVA) de duas 

vias para medidas repetidas foi usada para avaliar os dados [fator 1: condição 

(INA ou estresse); fator 2: alvo (sem alvo ou com alvo)]. O LCE e o RO foram 

analisados usando-se o teste t de Student para amostras independentes. Os 

dados de imunoistoquímica foram analisados por meio da ANOVA de uma via, 

considerando-se o fator estresse (ingênua x não agressiva x estresse). Quando 

significativa, os dados da ANOVA foram analisados adicionalmente usando-se o 

teste post hoc de comparações múltiplas de Duncan. Valores de p ≤ 0,05 foram 

considerados significativos. 


3.11 Ética: Os protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com os 

princípios éticos do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA) e aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa local (CEUA / FCF 

-UNESP: protocolo número 23/2020). 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4 RESULTADOS


4.1 Experimento 1: EDS crônico aumenta o comportamento defensivo e


prejudica a memória


4.1.1 Teste de interação social


 A Figura 3 representa o tempo gasto na (A) zona de interação (ZI) ou (B) 

zona de afastamento (ZA) exibida por camundongos submetidos a interação não 

agressiva (INA; n = 9) e submetidos as derrotas (EDS; n = 11) na ausência (sem 

alvo) e presença (alvo) de um residente da mesma espécie. Uma ANOVA de duas 

vias para medidas repetidas indicou efeitos significativos para o tempo de 

exploração no ZI para a condição [F (1,36) = 9,61; p <0,05] e alvo [F (1,36) = 

58,82; p <0,05] fatores, mas não para interação entre fatores [F (1,36) = 1,90; p> 

0,05]. O teste post hoc revelou que os camundongos INA exploraram mais o ZI na 

presença do que na ausência do alvo. Em contraste, os camundongos EDS 

passaram menos tempo no ZI na presença do que na ausência do alvo (Fig.3A). A 

ANOVA de dois fatores para medidas repetidas também indicou mudanças 

significativas na ZA para a condição [F (1,36) = 4,22; p <0,05] e alvo [F (1,36) = 

9,09; p <0,05] mas não para interação entre fatores [F (1,36) = 3,25; p> 0,05]. O 

teste post hoc revelou que o grupo EDS também passou mais tempo na ZA com o 

alvo em comparação com a situação em que o alvo não está presente (Fig.3B).


A Figura 3C representa a razão de interação social no ZI e ZA de 

camundongos INA e EDS. O teste t de Student indicou uma diminuição no ZI [t 

(18) = 2,23, p <0,05] e aumento no ZA [t (18) = -1,21, p <0,05]. Esses resultados 

demonstraram um aumento no comportamento de evitação social no grupo EDS 

em comparação com o grupo INA (Fig.3C).
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Figura 3. O estresse crônico de derrota social induz comportamento de evitação social em 

camundongos. (A) Camundongos EDS (n = 11) passam menos tempo na zona de interação (ZI) 

com um alvo não familiar em comparação com os camundongos INA (n = 9). (B) Tempo gasto na 

zona de afastamento (ZA) na ausência e presença do alvo. (C) Taxa de interação social no ZA. As 

barras representam a média (+ SEM). * p <0,05 em comparação com a sem o alvo do respectivo 

grupo ou com o grupo INA. INA, interação não agressiva; EDS, estresse de derrota social.


4.1.2 Labirinto em Cruz Elevado


A Figura 4 representa a porcentagem de entradas e tempo no braço aberto (A), e 

a frequência de entradas no braço fechado (B) de camundongos submetidos a 

interação EDS ou INA e expostos ao LCE. O teste t de Student indicou que os 

animais EDS (n = 11) apresentaram uma redução na porcentagem de tempo de 

braço aberto em comparação com os animais INA (n = 9) tempo (t (18) = 2,40; p 

<0,05) (Fig. 4A). Não foram encontradas diferenças significativas para o número 

de entradas no braço fechado (t (18) = 1,03; p> 0,05) (Fig. 2B). Esses resultados 

demonstraram um aumento no comportamento do tipo ansioso no grupo EDS em 

comparação com o grupo INA.
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Figura 4. O estresse de derrota social crônica (EDS) induz comportamento semelhante à 

ansiedade em camundongos. (A) Porcentagem de entradas e porcentagem de tempo no braço 

aberto do LCE. (B) Frequência de entradas de braço fechado no LCE. As barras representam a 

média (+ SEM). * p <0,05 comparado ao grupo INA. INA, interação não agressiva; EDS, estresse 

de derrota social.


4.1.3 Teste de reconhecimento de memória (RO)


A Figura 5 representa o tempo gasto explorando objetos novos ou familiares (A) e 

o índice de discriminação (B). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo 

para o fator objeto [F (1,36) = 4,26; p <0,05] mas não para o fator condição [F 
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(1,36) = 3,82; p> 0,05] ou para interação entre o tratamento e a porcentagem de 

tempo gasto explorando objetos novos ou familiares [F (1,36) = 2,49; p> 0,05] (Fig. 

5A). O teste t de Student indicou que os animais EDS (n = 11) têm um índice de 

discriminação prejudicado em comparação com os animais INA (n = 9) (t (18) = 

2,77; p <0,05) (Fig. 5B). Esses resultados demonstraram um comprometimento da 

memória do grupo EDS em comparação com o grupo INA.


Figura 5. A Memória de reconhecimento de objetos do grupo EDS foi prejudicada em 

camundongos. (A) Porcentagem de tempo gasto explorando o objeto familiar e novo no RO. (B) 

Índice de Discriminação no RO. As barras representam a média (+ SEM). * p<0,05 comparado ao 

grupo INA. INA, interação não agressiva; EDS, estresse de derrota social.


4.2 Experimento 2: A injeção de BDA no CPFm esquerdo atinge HPCd e 

HPCv, onde a marcação ΔFosB, CaMKII e ΔFosB + CaMKII são expressas.


A Figura 6 mostra o local de injeção de BDA, o PrL esquerdo (Fig. 6A), a migração 

do traçador neuronal BDA para o hipocampo dorsal (Fig. 6C e 6D) e para o ventral 

(Fig. 6E e 6F) e um representação diagramática do corte marcado via BDA do 

HPC (Fig. 6G).                            
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Figura 6: Fotomicrografias representativas da injeção do BDA. (A) Figura representativa do PrL 
esquerdo, representação diagramática baseada no atlas de Paxinos & Watson (2001) (PAXINOS; 
FRANKLIN, 2001). (B) Local de microinjeção de BDA no PrL esquerdo (barra de escala= 200 µm). 
(C) Figura representativa do HPCd e (F) HPCv, representação diagramática baseada no atlas de 
Paxinos & Watson (2001) (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Projeções marcadas via BDA no HPCd 
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esquerdo (D); no HPCd direito (E); no HPCv esquerdo (G) e no HPCv direito (H). (D, E, G e H, 
barra de escala= 20 µm); 


4.3 Experimento 3: O estresse de derrota social crônica provoca efeitos 

diferenciados na marcação neuronal ΔFosB, CaMKII e ΔFosB + CaMKII no 

HPCd e HPCv.


A Figura 7 mostra uma fotomicrografia ilustrativa de cortes de imunofluorescência 

de neurônios marcados com ΔFosB (Fig.7A) e CaMKII (Fig. 7B) no HPCd.


A Figura 8 representa o padrão de ativação em ΔFosB, CaMKII e ΔFosB + CaMKII 

no HPCd. Para o ΔFosB, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para o 

fator condição (F (2, 30) = 10,47, P <0,05), mas sem efeito significativo para o 

fator lado (F (1, 30) = 0,8213, P > 0,05), e entre o fator interação (F (2, 30) = 

0,6967 P> 0,05). A análise post hoc de Duncan revelou uma diminuição na 

expressão de ΔFosB nos lados direito e esquerdo do HPCd em animais que foram 

submetidos ao EDS crônico (Fig. 8B).


Nas avaliações para a imunofluorescência CaMKII, a ANOVA de duas vias não 

revelou efeitos significativos para nenhum fator [Condição (F (2,30) = 0,448, P> 

0,05); Lado (F (1, 30) = 0,1368, P> 0,05); Interação (F (2,30) = 0,09977, P> 0,05)]. 

Uma falta de efeitos semelhante foi revelada para a marcação ΔFosB + CaMKII no 

HPCd [Condição (F (2,30) = 1,796, P> 0,05); Lado (F (1, 30) = 0,404, P> 0,05); 

Interação (F (2,30) = 0,1197, P> 0,05)].
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Figura 7: Fotomicrografia representativa no aumento de 10X de neurônios marcados 
positivamente para (A) ΔFosB e (B) CaMKII no hipocampo dorsal. Bregma: -1,94 (barra de escala= 
100 µm). 
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Figura 8: (A) Fotomicrografias das regiões 
esquerda e direita do hipocampo dorsal em um aumento de 20X representativo da marcação 
neuronal positiva para ΔFosB, (D) CaMKII e (E) colocalização ΔFosB + CaMKII em animais 
ingênuos, ou submetidos à interação INA ou EDS (Estressado) (A, C e E, barra de escala= 50 µm). 
(B) Avaliação da fluorescência total corrigida (CTCF) para ΔFosB, (D) CaMKII e (F) colocalização 
ΔFosB + CaMKII por mm2 no hipocampo dorsal. As barras representam as médias e o erro padrão 
da média (+ EPM). #p <0,05 comparado ao grupo ingênuo e NA; n = 5-7 por grupo.
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A Figura 9 representa o padrão de ativação em ΔFosB, CaMKII e ΔFosB + 

CaMKII no HPCv. Para o ΔFosB, a ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo para o fator de condição (F (2, 30) = 16,58, P> 0,05), mas sem efeito 

significativo para o fator lado (F (1, 30) = 0,02, P > 0,05), e interação entre fatores 

(F (2, 30) = 0,99 P> 0,05). A análise post hoc de Duncan revelou um aumento na 

expressão de ΔFosB nos lados direito e esquerdo do HPCv em animais que foram 

submetidos ao EDS crônico (Fig. 9B).


Nas avaliações para a imunofluorescência CaMKII, a ANOVA de duas vias 

revelou efeito significativo para o fator de condição (F (2, 30) = 12,72, P> 0,05), 

mas nenhum efeito significativo para o fator lado (F (1, 30) = 0,23, P> 0,05) e 

interação entre os fatores (F (2,30) = 0,18 P> 0,05). A análise post hoc de Duncan 

revelou um aumento na expressão de CaMKII nos lados direito e esquerdo do 

HPCv em animais que foram submetidos a EDS crônico (Fig. 9D). As análises 

estatísticas de colocalizações para ΔFosB + CaMKII no hipocampo ventral 

também revelaram efeitos significativos para o fator de condição (F (2, 30) = 9,96, 

P> 0,05), mas nenhum efeito significativo para o fator lado (F (1, 30) = 0,05, P> 

0,05) e interação entre os fatores (F (2, 30) = 0,07 P> 0,05). O teste post hoc de 

Duncan revelou uma redução da marcação ΔFosB + CaMKII no HPCv de animais 

expostos a EDS em comparação com grupos INA e ingênuo (Fig. 9F).
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Figura 9: (A) Fotomicrografias das regiões esquerda e direita do hipocampo ventral com um 
aumento de 20X representativo da marcação neuronal positiva para ΔFosB, (C) CaMKII e (E) 
Colocalizações; ΔFosB / CaMKII em animais ingênuos, submetidos à INA e submetidos a EDS 
(Estressados). (A, C e E, barra de escala= 50 µm) (B) Avaliação da fluorescência total corrigida 
(CTCF) para ΔFosB, (D) CaMKII e (F) ΔFosB / CaMKII localizações por mm2 no hipocampo ventral. 
As barras representam as médias e o erro padrão da média (+ EPM). #p <0,05 comparado ao 
grupo ingênuo e NA; n = 5-7 por grupo. 
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5 DISCUSSÃO


Neste estudo, observamos mais uma vez que o protocolo de EDS é capaz 

de alterar o padrão comportamental dos animais, desde evitação social, até 

alterações no comportamento de tipo ansioso e prejuízo na memória de curto 

prazo.  Outro achado que corrobora trabalhos anteriores do grupo é o 

envolvimento não somente do CPFm como um todo, mas especificamente da 

região do PrL esquerdo, tendo comunicações marcadas (ou seja, projeções 

diretas) por BDA, tanto para o HPCd quanto HPCv (para ambos os lados, mesmo 

que em proporções diferentes). Sobre estas duas últimas regiões, nas análises de 

imuno-histoquímica, encontramos diferenças no padrão de ativação das proteínas 

ΔFosB/CaMKII, com diminuição bilateral na expressão de ΔFosB no HPCd e 

aumento bilateral na expressão de ΔFosB e CaMKII no HPCv nos animais 

ZI

ZA
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estressados, indicando assim a diferença do papel destas regiões na modulação 

de comportamentos defensivos e da memória.


Os testes comportamentais demonstraram que o protocolo de EDS foi 

capaz de gerar comportamentos defensivos, principalmente os do tipo ansioso. No 

teste de interação social, os animais demonstraram evitação social, principalmente 

pelo tempo gasto na zona de afastamento na presença de um animal residente, 

um resultado semelhante aos obtidos no protocolo que nos baseamos neste 

estudo (GOLDEN et al., 2011). Como estudado por Montgomery (MONTGOMERY, 

1955), os camundongos apresentam dois drives, o do medo e o da exploração, 

que somado aos estudos de Berlyne (BERLYNE, 1950), que abordavam a 

preferência pela novidade e curiosidade destes animais, indicando o 

comportamento mais comum destes animais no TIS, interagir com o coespecífico 

residente. Este realmente é o comportamento observado para os animais 
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expostos a INA, porém o mesmo não ocorre para os submetidos ao EDS, que 

evitam explorar esta região onde um residente semelhante (residente/agressor 

nunca usado no protocolo EDS do animal testado) está presente. Este 

comportamento, a evitação social, tem sido encontrado até mesmo em animais 

que apenas testemunham o EDS, sem nunca ter tido contato corporal com um 

residente/agressor (CARNEVALI et al., 2020; WARREN et al., 2013). 


Figura 10: Aparato usado no TIS. ZI: Zona de interação, ZA: Zona de afastamento.


Aqui vale a menção de que os resultados obtidos neste protocolo, para os 

animais INA, foram diferentes do que normalmente foi encontrado em testes de 

TIS (GOLDEN et al., 2011; SANTOS-COSTA et al., 2021), já que em nosso estudo 

este grupo evitou também a zona de interação do alvo. Algumas hipóteses foram 

levantadas para explicar esse desvio de resultado, no teste que usamos como 

base (GOLDEN et al., 2011), o alvo utilizado impossibilita que os animais o subam, 

já no nosso caso, isso foi possível e observamos que os animais acabam 

passando bastante tempo sobre a gaiola sem o animal residente. Outro possível 

motivo é a leva de animais, notamos que algumas delas os animais vinham mais 

estressados por si só e em outros, não. O que nos leva a esse motivo é que em 

resultados não usados neste estudo, em datas bem próximas, os animais INA não 

demonstraram evitação a zona de interação, mesmo com a presença do animal 

alvo. Atualmente já adquirimos um recipiente que impossibilita a subida dos 

animais nele, logo nossos próximos estudos devem ter esse resultado mais 

próximo dos estudos usados como base e também outros resultados do próprio 

grupo.


Figura 11: Aparato usado no LCE.


 No labirinto em cruz elevado, os animais demonstraram uma diminuição no 

tempo gasto nos braços abertos do labirinto, compatível com efeito ansiogênico 

causado pelo EDS, tanto em protocolos agudos (BERTON et al., 1999; LIEBSCH 

et al., 1995; RODGERS; COLE, 1993), quanto crônicos (AVGUSTINOVICH; 
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KOVALENKO; KUDRYAVTSEVA, 2005). Além disso, estímulos estressores, de 

maneira geral, parecem suscitar tal efeito, já que outros protocolos de estresse, 

também foram capazes de induzir aumento de comportamento do tipo ansioso no 

LCE. Dentre eles, destacam-se os de restrição (GAMEIRO et al., 2006; 

MANCHANDA; JAGGI; SINGH, 2011),  de isolamento social (HERMES et al., 

2011; WEISS et al., 2004) e de instabilidade social (GREEN; BARNES; 

MCCORMICK, 2013; SAAVEDRA-RODRÍGUEZ; FEIG, 2013). Este conjunto de 

comportamentos do tipo ansioso também foi demonstrado em estudos anteriores 

do nosso grupo (COSTA et al., 2016; FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 

2020; SANTOS-COSTA et al., 2021; VICTORIANO et al., 2020b).


Ainda sobre os testes comportamentais, os animais estressados 

apresentaram um prejuízo no reconhecimento de novos objetos. Há uma vasta 

literatura indicando as razões em que o estresse prejudica a formação de 

memória, principalmente as relacionadas ao hipocampo (DIAMOND et al., 2007; 

JOËLS; BARAM, 2009; VOGEL et al., 2017). Aparentemente, esta é uma 

adaptação para que apenas memórias relacionadas ao estresse sejam adquiridas 

e consolidadas (DIAMOND et al., 2007; JOËLS; FERNANDEZ; ROOZENDAAL, 

2011; SCHWABE et al., 2012). As razões para tal mudança de prioridade na 

formação de memória vão desde diminuição tanto na ramificação dendrítica apical 

quanto no comprimento dendrítico total (GALEA et al., 1997; WATANABE et al., 

1992), mudança no padrão de produção genômica de glicocorticoides (JOËLS; 

BARAM, 2009), até alteração da consolidação da memória do eixo “cognitivo” 

CPFm-Hipocampo ao rígido controle pelo corpo estriado dorsal da memória 

baseada em hábitos (SCHWABE et al., 2012; VOGEL et al., 2017).


O protocolo de EDS, usado nesse estudo, foi baseado naquele descrito por 

Golden e colaboradores (GOLDEN et al., 2011), no qual por meio de 10 dias de 

confronto agonístico, os animais apresentam comportamentos do tipo ansioso, 

condizentes com os resultados encontrados neste estudo e em anteriores 

(CARNEVALI et al., 2020; WARREN et al., 2014). Com base no protocolo do EDS, 

também observamos prejuízos na memória semelhantes a outros estudos com 
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EDS (DUQUE; VINADER-CAEROLS; MONLEÓN, 2016; TIAN; XU; GUI, 2018; 

WANG et al., 2011). Cabe ressaltar que outros protocolos de estresse também 

levam a prejuízos na memória, dentre eles, o de restrição de movimento, nado 

forçado e exposição ao éter (EAGLE; FITZPATRICK; PERRINE, 2013; LI et al., 

2012; NAVA-MESA; LAMPREA; MÚNERA, 2013); o estresse crônico moderado 

(uma variedade de estressores imprevisíveis) (LI et al., 2008); e o de instabilidade 

social (PROVENSI et al., 2019).


Outra região abordada nesse estudo foi o CPFm. Usando a injeção de BDA 

(um marcador de neuro-comunicação anterógrada) na sub-região do PrL 

esquerdo, onde já encontramos evidências recentes com um papel proeminente 

na regulação do estresse (COSTA et al., 2016; VICTORIANO et al., 2020). 

Condizente com a literatura atual, houve marcação no hipocampo, demonstrando 

a importante comunicação direta entre essas duas regiões (CERQUEIRA; 

ALMEIDA; SOUSA, 2008; KIM; CHO, 2017b; KO, 2017). A atividade sincronizada 

destas duas regiões, somada também a comunicação com a amígdala, forma uma 

circuitaria responsável pela formação de memória relacionada ao contexto do 

estresse (KIM; CHO, 2017a). Vale ressaltar que o hipocampo tem função distinta 

dependendo da sua região e que estas comunicações recebidas do CPFm são 

continuadas de diferentes formas, como a região ventral tendo projeções 

retornando para o CPFm (KIM; CHO, 2017a)  e para  a amidala (KISHI et al., 

2006), enquanto a região dorsal se comunica indiretamente via córtices entorrinal 

e perirrinal com estas mesmas regiões (PITKÄNEN et al., 2000; TANAKA et al., 

2014).


Nas nossas análises de imunofluorescência, encontramos algumas 

diferenças nas sub-regiões do hipocampo, tanto para a expressão do ΔFosB (um 

marcador de atividade neuronal) (NESTLER, 2013; PERROTTI et al., 2004) , 

quanto para CaMKII (um marcador para neurotransmissão glutamatérgica) bem 

como  para a dupla marcação ΔFosB/CaMKII. No hipocampo dorsal houve uma 

diminuição bilateral na expressão de ΔFosB dos animais estressados. Não houve 

diferença para o CaMKII e para dupla marcação, indicando uma possível menor 
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ativação de tal região. Ainda que haja resultados indicando o efeito oposto no GD 

dorsal (COOPER et al., 2017), este é condizente com o efeito do estresse no 

hipocampo, como a atrofia dos dendritos (GALEA et al., 1997; WATANABE et al., 

1992)  ou a supressão da neurogênese desta região (MCEWEN, 1999b) . Por 

outro lado, esses resultados também indicam que os neurônios afetados não são 

ativados por glutamato, já que a ativação por meio de canais de NMDA, induz o 

influxo de Cálcio e a cascata de ativação da enzima CaMKII, e mesmo com menor 

ativação dos neurônios da região (redução de ΔFosB), a expressão de CaMKII 

permaneceu inalterada.  Este achado pode indicar a ocorrência de modulação por 

outros neurotransmissores, como serotonina (SANT’ANA et al., 2019), acetilcolina 

(AMARAL; KURZ, 1985; MORENO-CASTILLA et al., 2017), adrenalina (VERNEY 

et al., 1985) e/ou endocanabinoide (HARTMANN et al., 2019b).


Interessantemente, um elegante estudo envolvendo o uso de “Designer 

Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs” (DREADDs) demonstrou que 

a inativação do HPCd levou a prejuízo na memória do teste de RO (TUSCHER et 

al., 2018). Corroborando, a inibição do HPCd também causou prejuízo em outros 

testes de memória, como o de localização de objetos (HAETTIG et al., 2011; 

TUSCHER et al., 2016), a preferência por um objeto novo e o do labirinto aquático 

de Morris (STACKMAN et al., 2016). Corroborando nossos resultados, a literatura 

demonstra que a inibição/menor ativação do HPCd induz ao prejuízo na memória 

em diferentes testes do tipo, porém uma pergunta ainda fica em aberto: O que 

levou a inibição/menor ativação do HPCd? Ainda que a hipótese do estresse 

modular esse processo sobre o HPC (GALEA et al., 1997; MCEWEN, 1999b; 

WATANABE et al., 1992) seja a resposta mais robusta, ainda não está claro qual é 

o exato mecanismo de ação para tal.  


Diferente dos resultados obtidos no HPCd, a imunofluorescência no HPCv 

mostrou aumento bilateral da expressão de ΔFosB e CaMKII nos animais 

estressados, indicando um importante papel desta região na modulação a 

exposição ao estresse. Dado que a exposição ao EDS crônico também induziu 

comportamentos defensivos e do tipo ansioso, sugerimos que esse perfil 
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ansiogênico induzido pelo estresse possa ser modulado por neurônios 

glutamatérgicos localizados no HPCv. Se assim for, esses resultados corroboram 

estudos anteriores, que mostram o envolvimento da porção ventral do hipocampo 

na modulação do comportamento ansiogênico (BANNERMAN et al., 2004b; 

HENKE, 1990; TOVOTE; FADOK; LÜTHI, 2015) bem como o papel dos neurônios 

glutamatérgicos em seu controle (ROBISON; NESTLER, 2011). Curiosamente, os 

presentes resultados também mostraram uma diminuição bilateral na 

colocalização ΔFosB + CaMKII no HPCv de animais estressados, indicando que 

além de estimular os neurônios glutamatérgicos, o EDS crônico também ativou 

outros sistemas de neurotransmissão [por exemplo, serotonérgicos (KÖHLER; 

CHAN-PALAY; STEINBUSCH, 1981; SAULIN; SAVLI; LANZENBERGER, 2012), 

noradrenérgico (HARING; DAVIS, 1985) e/ou endocanabinóide (HUDSON; 

RUSHLOW; LAVIOLETTE, 2018; TAKÁCS et al., 2015)] que podem desempenhar 

um papel inibitório nos neurônios glutamatérgicos.  


O grupo de Gordon J. A. vem demonstrado nos últimos anos que a inibição 

da comunicação (via emprego da técnica de optogenética) do HPCv e do CPFm 

gera respostas do tipo ansiosas (ADHIKARI; TOPIWALA; GORDON, 2010, 2011; 

PADILLA-COREANO et al., 2016). Concomitantemente, outros tipos de inibição 

também foram capazes de levar a respostas do tipo ansiosa, como lesões 

citotóxicas e inativação farmacológica (BANNERMAN et al., 2003; KJELSTRUP et 

al., 2002). Em contrapartida, a ativação de projeções do HPCv para o CPFm, 

aumentou as respostas defensivas (PARFITT et al., 2017). Somado aos nossos 

resultados, o HPCv parece modular positivamente comportamentos defensivos 

quando estimulado, mas uma questão muito parecida com os resultados do HPCd 

permanece: o que teria ocasionado a maior ativação do HPCv? Como discutido 

aqui, projeções vindas e enviadas ao CPFm parecem ter papel central neste 

processo, que corroboram também nossos resultados com o emprego do BDA. 

Contudo, novos estudos são necessários para esclarecer este tema. 


Entretanto, diferente do que ocorre com o CPFm (COSTA et al., 2016; 

FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020; SANTOS-COSTA et al., 2021; 
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VICTORIANO et al., 2020), não encontramos nenhum efeito de lateralidade no 

HPC. Analisando a literatura, é possível identificar a lateralização funcional do 

HPC, mas com vasta quantidade de dados, apenas para humanos, onde o lado 

esquerdo é especializado para memória episódica, contextual e autobiográfica 

(MAGUIRE; FRITH, 2003; SPIERS et al., 2001) e o lado direito é especializado 

para navegação espacial (HOWARD et al., 2014; MAGUIRE et al., 1998; SPIERS 

et al., 2001). Contudo, os estudos envolvendo roedores, ainda não chegaram a 

resultados conclusivos, mas já existe uma série de achados indicando lateralidade 

para aquisição de memória espacial e a habilidade de criar rotas, no HPC de 

roedores (JORDAN, 2020; KLUR et al., 2009; SHINOHARA et al., 2012). Como no 

nosso estudo o teste de memória não envolveu localização espacial, 

possivelmente não conseguimos identificar a lateralização funcional demonstrada 

em outros estudos, uma vez que nossos resultados apontaram para aumento ou 

diminuição de ativação, os quais foram igualmente distribuídos nos hemisférios do 

HPC. Todavia, quando o tema é lateralidade do HPC na modulação de 

comportamentos defensivos, há escassez de trabalhos na área, deixando em 

aberto a lacuna para novas investigações.


Em resumo, nossos resultados sugerem que há comunicação direta do 

CPFm esquerdo e o HPC, tanto para sua porção ventral como para a dorsal, já 

que o BDA não é um marcador transináptico. Outro resultado encontrado neste 

estudo indicou que o estresse do EDS alterou a neurocomunicação do hipocampo, 

tendo consequências opostas em cada sub-região e demonstrando a atuação de 

outras neurotransmissões, além da glutamatérgica.


6 CONCLUSÃO


O presente estudo demonstra que (i) o EDS crônico pode induzir evitação 

social e (ii) comportamentos ansiogênicos e comprometimento da memória de 

curto prazo, e (iii) diferentes padrões de ativação neuronal no hipocampo dorsal e 

ventral de camundongos, (iv) não apenas os neurônios glutamatégicos foram 
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recrutados para desempenhar um papel na modulação desses comportamentos e 

ainda que (v) a sub-região do Pré Limbíco esquerdo do CPFm tem ligações 

bilaterais tanto para o hipocampo dorsal quanto para hipocampo ventral. 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