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RESUMO 

 

Vasconcelos PENS. Suscetibilidade e resiliência aos efeitos da subjugação social 
prolongada em camundongos machos adolescentes: estudo da expressão cerebral do 
receptor serotoninérgico 5-HT6. [dissertação (Mestrado em Farmacologia)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017. 

 

O estresse é um importante fator desencadeador da depressão, em especial na 
adolescência, que é uma fase onde o cérebro ainda não alcançou seu pleno 
desenvolvimento. Nesta etapa da vida, estresses de caráter social, como o bullying, 
estão presentes na vida diária dos indivíduos, mas os motivos pelos quais apenas 
alguns desses indivíduos são acometidos pela depressão, ainda não são claros, e 
carecem de mais estudos. Sabe-se, que alterações na neurotransmissão 
serotoninérgica estão relacionadas a inúmeros distúrbios comportamentais e afetivos 
observados nos transtornos do humor. Estudos sugerem que alterações na expressão 
do receptor serotoninérgico 5-HT6 poderiam estar implicadas na cognição, memória e 
alterações do humor, porém o papel deste receptor na fisiopatologia da depressão 
permanece inconclusivo. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar a possível 
participação de alterações na expressão cerebral do receptor serotoninérgico 5-HT6, 
nos fenômenos de resiliência e suscetibilidade aos efeitos negativos do estresse 
psicossocial prolongado em camundongos machos adolescentes. Nossos dados 
comportamentais demonstraram a ocorrência de comportamentos anedônicos e de 
esquiva social em uma parcela dos animais subjugados socialmente (~50-60%), 
caracterizando o subgrupo dos suscetíveis, enquanto os demais formaram o subgrupo 
dos resilientes. A expressão gênica do receptor 5-HT6 estava reduzida no hipotálamo 
dos animais suscetíveis, mas não nos resilientes. Também ocorreu redução na 
quantidade de transcritos no estriado em ambos os grupos subjugados. Em relação à 
localização cerebral do receptor 5-HT6, neurônios imunorreativos foram observados no 
núcleo paraventricular do hipotálamo e no tubérculo olfatório, sendo a marcação nesta 
última região encontrada na cília neuronal. Em conclusão, nossos dados mostraram 
que o estresse psicossocial induziu comportamentos anedônicos e de esquiva social, 
em uma parcela dos camundongos machos adolescentes. As análises moleculares 
mostraram, no hipotálamo, uma possível relação entre a redução da expressão gênica 
do receptor 5-HT6 e a suscetibilidade ao estresse prolongado. O estresse psicossocial 
também reduziu a expressão gênica do receptor 5-HT6 no estriado, porém de forma 
independente da resiliência ou suscetibilidade aos seus efeitos anedônicos em 
camundongos adolescentes. Futuramente iremos investigar os mecanismos envolvidos 
nestas reduções dos transcritos do 5-HT6 área-específicos, bem como seu papel nas 
respostas ao estresse.  

Palavras-chaves: Estresse social. Resiliência. Receptor 5-HT6. Adolescência. 

Depressão. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Vasconcelos PENS. Susceptibility and resilience to the effects of prolonged social 
defeat in adolescent male mice: study of the brain expression of 5-HT6 serotoninergic 
receptor. [Masters thesis (Pharmacology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas. 
Universidade de São Paulo; 2017. 

 

Stress is an important trigger factor of depression especially on adolescence, a phase of 
life that the brain does not reach its thorough development. On this stage of life, social 
stresses, like bullying, are present on the individuals’ daily lives, but the reasons in 
which just a part of these individuals are affected by depression are unknown and need 
more studies. It is known that serotoninergic neurotransmission changes are related with 
several behavioral and affective disorders observed on mood disorders. Studies show 
that expression changes in the 5-HT6 serotoninergic receptor could be implicated on 
cognition, memory and mood disorders, but the role of this receptor in the depression 
physiopathology remains unknown. In this way, the aim of this work was verify the 
participation of brain expression changes of 5-HT6 serotoninergic receptor in the 
resilience and susceptibility phenomena under the negative effects of the chronic 
psychosocial stress in adolescent male mice. Our behavioral data showed the 
occurrence of anhedonic behaviors and social avoidance behaviors in one part of the 
subjugated animals (~50-60%), characterizing the susceptible subgroup, while the 
others formed the resilient subgroup. The gene expression of the 5-HT6 receptor was 
decreased in the hypothalamus of the susceptible animals, but not in the resilients. A 
decrease on the transcripts quantity was also observed in the striatum of both 
subjugated groups. Regarding the brain localization of 5-HT6 receptor, were observed 
immunorreactives neurons in the hypothalamus paraventricular nucleus and in the 
olfactory bulb, where the stains were found in the neuronal cilia. In conclusion, our data 
showed that the psychosocial stress induced anhedonic and social avoidance 
behaviors, in one part of the adolescent male mice. The molecular data showed, in the 
hypothalamus, a possible relation between the decrease of the gene expression of the 
5-HT6 receptor and the susceptibility to chronic stress. The psychosocial stress also 
reduced the gene expression of the 5-HT6 receptor in the striatum, but independent of 
the resilience or susceptibility to the anhedonic effects in adolescent mice. In the future, 
we are going to investigate the mechanisms involved in the 5-HT6 transcripts reductions, 
and your role in the strees response.        

 

Keywords: Social stress. Resilience. 5-HT6 receptor. Adolescence. Depression.   
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Depressão e o estresse 

 

O Transtorno Depressivo (TD), ou simplesmente depressão, é nos dias de hoje, a 

doença de maior prevalência entre os chamados transtornos psiquiátricos. Relatórios 

emitidos pela Organização Mundial de Saúde (OMS) destacam a depressão como a 

primeira maior causa de incapacidade e diminuição de anos de vida (Shali et al., 2016), 

sendo ainda mais relevante  ao se considerar apenas as pessoas entre 10 e 34 anos 

(Murray et al., 2012). O TD afeta aproximadamente 4,4% da população mundial, sendo 

que na população juvenil o número chega a 8% (Kapornai, Vetró, 2008), e apresenta 

um custo total para a população que ultrapassa 80 bilhões de dólares (Davidson, 2010; 

Chang et al., 2012).  

Pacientes deprimidos podem apresentar uma série de sintomas físicos, como 

distúrbios no apetite, distúrbios no sono, cansaço, bem como psicológicos, como ideias 

de suicídio, humor deprimido e anedonia, que é a falta de prazer em atividades 

consideradas prazerosas (Moreno et al., 2011). Além disso, apresentam maior 

vulnerabilidade para desenvolver outros tipos de doenças, como diabetes tipo 2 e 

doenças cardiovasculares, por exemplo (Knol, et al., 2006; Elderon, Whooley, 2013). 

 O diagnóstico do TD é completamente subjetivo, uma vez que depende de 

respostas dadas pelo próprio paciente, acerca dos sintomas apresentados, já que ainda 

não existem marcadores biológicos ou moleculares confiáveis (Krishnan, Nestler, 2008). 

O tratamento da depressão é de extrema importância e pode ser feito com 

diferentes classes de medicamentos, porém estes apresentam um grande número de 

efeitos colaterais que muitas vezes dificultam a adesão dos pacientes. Além da latência 

de aproximadamente três semanas para o início dos efeitos, apenas 60% dos pacientes 

respondem ao tratamento (Schosser, et al., 2012). 

Hoje o estresse é considerado um dos principais fatores desencadeantes da 

depressão. O acúmulo de eventos adversos durante a vida de um indivíduo, como o 

luto, o desemprego, a pobreza, problemas familiares e sociais se constitui um 

importante fator etiológico para a ocorrência da doença (Brown, Harris, 1978; McEwen, 

1998; Farmer, McGuffin, 2003; Willner et al., 2012). 
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Sabe-se que a resposta fisiológica mais importante do organismo frente a um 

agente estressor é a ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (eixo HPA) que 

resulta na liberação de glicocorticoides, cortisol para os humanos e corticosterona para 

os roedores (Munk et al., 1984). Além disso, os receptores dos glicocorticoides 

apresentam uma importante distribuição nas regiões límbicas do cérebro, como no 

hipocampo e no córtex pré-frontal, que apresentam grande relação com transtornos do 

humor como a depressão (Swaab et al., 2005).   

Porém, a maior parte dos estudos já realizados neste sentido utilizaram animais 

adultos, onde o SNC já se desenvolveu plenamente, sendo ainda necessários mais 

estudos em animais adolescentes onde o SNC ainda está em desenvolvimento.   

 

1.2 Estresse social na adolescência 

 

A adolescência é um período extremamente dinâmico e considerado como de alto 

grau de estresse na vida dos indivíduos. É um período de grandes mudanças de caráter 

biológico, como a maturação física e cerebral, bem como de caráter social e emocional, 

como o aumento das interações sociais (Spear, 2000). Experiências estressantes na 

adolescência podem levar à ocorrência de inúmeros transtornos comportamentais como 

ansiedade, depressão, abuso de drogas e hiperatividade (Kaltiala-Heino et al., 2000; 

Gladstone et al., 2006; Bibancos et al., 2007; Holmberg et al., 2008;   Paus et al., 2008; 

Tharp-Taylor et. al., 2009). Especificamente nesse período da vida, os fatores 

estressantes de ordem social estão muito presentes, sendo a subjugação, ou derrota 

social, decorrente do bullying um dos mais frequentes (Buwalda et al., 2010). 

O desenvolvimento cerebral na adolescência é constituído por uma variedade de 

mudanças neuroquímicas e estruturais em diferentes áreas do sistema límbico 

(Blakemore, 2008). Diferentes áreas do cérebro ainda estão em desenvolvimento 

durante a adolescência, porém o córtex pré-frontal tem se mostrado particularmente 

vulnerável a estímulos estressantes (Bibancos et al., 2007; Radley et al., 2008). 

Adolescentes que passaram por algum tipo de abuso emocional em suas vidas 

apresentam uma significativa diminuição na memória espacial de trabalho, 

demonstrando a influência dos estressores sociais sobre o desenvolvimento estrutural 
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do córtex pré-frontal levando a déficits cognitivos na vida adulta (Majer et al., 2010; 

Hanson et al., 2012). 

Neste sentido, trabalhos realizados com roedores também demonstraram que 

experiências de derrotas sociais crônicas podem induzir mudanças neurofisiológicas, 

endócrinas e comportamentais (Blanchard et al., 2001; Koolhaas et al., 2001; Buwalda 

et al., 2005; Alves-dos-Santos, 2014). De Lima e colaboradores, por exemplo, 

verificaram um aumento da atividade motora e uma redução da memória associados 

com uma redução dos níveis de serotonina no hipocampo, no hipotálamo e no córtex 

pré-frontal, em camundongos adolescentes submetidos a um protocolo de estresse 

crônico imprevisível.  

  

1.3 Modelos animais de depressão 

 

Um modelo animal é considerado adequado para a realização de experimentos 

quando apresenta etiologia, expressão fenotípica e resposta terapêutica semelhante ao 

que ocorre nos humanos (Chiavegatto, 2011). Produzir um modelo animal para um 

transtorno psiquiátrico é muito difícil, uma vez que sintomas como humor deprimido, 

culpa, entre outros, são impossíveis de serem observados em animais. Porém, alguns 

sintomas como a anedonia vêm sendo verificados em modelos animais de estresse 

crônico. 

Diversos modelos animais para a depressão vêm sendo utilizados ao longo dos 

anos como nado forçado, o estresse por restrição, o estresse crônico imprevisível, entre 

outros (Krishnan, Nestler, 2011; Darcet et al., 2016). Porém estes carecem de uma 

validade etiológica, uma vez que não simulam acontecimentos corriqueiros na vida de 

um humano. 

O modelo utilizado no presente trabalho foi o de subjugação social prolongada que 

vem sendo amplamente utilizado desde o início da década de 1990 (Kudryavtseva et 

al., 1991) até os dias de hoje (Hollis, Kabbaj, 2014; Isingrini 2016), em roedores adultos, 

com o objetivo de observar as respostas de cada indivíduo frente a um agente estressor 

psicossocial.  
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Também neste sentido, nosso laboratório vem realizando inúmeros trabalhos com 

este modelo, utilizando diferentes protocolos em camundongos adolescentes, com o 

objetivo de investigar diferentes vias moleculares (Pereira-Junior, 2008; Alves-dos-

Santos, 2014; Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 2017).  

Neste modelo, os camundongos machos adolescentes são colocados em contato 

com camundongos mais agressivos em caixas de pareamento, por um determinado 

período de tempo, com o objetivo de induzir uma submissão social devido às derrotas 

constantes. Esse modelo, diferentemente dos citados anteriormente, apresenta uma 

boa validade etiológica, uma vez que se assemelha a situações de bullying sofridas por 

humanos.  

Estudos com ênfase no sistema serotoninérgico, utilizando este modelo, vêm 

demonstrando resultados interessantes. Berton e colaboradores (1999), utilizando um 

episódio de subjugação social em ratos adultos, relataram a ocorrência de 

comportamento do tipo depressivo como uma imobilidade maior no teste de nado 

forçado, acompanhado de uma diminuição na densidade dos transportadores da 

serotonina (5-HTT) no hipocampo. Estes efeitos foram todos revertidos com o uso 

crônico de fluoxetina. 

Em 2010 Bartolomucci e colaboradores submeteram camundongos selvagens e 

heterozigotos para o gene do 5-HTT a um protocolo de subjugação social prolongada. 

Eles verificaram que os animais heterozigotos apresentam uma maior vulnerabilidade 

ao estresse com aumento da esquiva social devido à diminuição do turnover de 

serotonina (5-HT) no córtex pré-frontal. 

Um estudo de Iñiguez e colaboradores (2014), utilizando episódios repetidos de 

subjugação social em camundongos adolescentes, observou que os animais 

apresentaram uma redução na preferência por sacarose e um aumento no tempo de 

imobilidade no nado forçado, sendo a fluoxetina capaz de reverter estes quadros 

comportamentais do tipo depressivo. 
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1.4 Resiliência e suscetibilidade ao estresse 

 

As respostas dos indivíduos ao estresse são extremamente heterogêneas. Uma 

parcela da população é resistente ao estresse, indicando que, de forma isolada ele não 

representa uma causa para a ocorrência da doença, mas representa um fator de risco 

moderado ao desenvolvimento da depressão (Charney, 2004; Kendler et al., 1999).  

Sabe-se que a resiliência, diferente do pensamento comum, é um fenômeno ativo que 

depende de um conjunto de modificações moleculares, comportamentais, neurais entre 

outras para acontecer (Zannas et al., 2014). Indivíduos resilientes apresentam 

características como uma grande flexibilidade cognitiva (Yehuda et al., 2006). Contudo, 

estudos baseados nos substratos neurais e moleculares e sua relação com a 

suscetibilidade e resiliência ainda são insuficientes. 

Assim como os humanos, os animais também possuem alterações 

comportamentais variadas quando submetidos ao estresse crônico, representando uma 

importante ferramenta para estudar a resiliência e a suscetibilidade aos efeitos do 

estresse. Strekalova e colaboradores (2004)  utilizando camundongos C57BL/6 machos 

adultos, conseguiram identificar um subgrupo que não apresentou anedonia no teste de 

preferência por sacarose após ser submetido à um estresse crônico. Recentemente em 

nosso laboratório, utilizando camundongos machos adolescentes submetidos a um 

estresse psicosocial prolongado, também identificamos um subgrupo resiliente aos 

efeitos anedônicos no teste de preferência por sacarose (Alves-dos-Santos, 2014).  

Tendo em vista que a adolescência é um período crítico no desenvolvimento dos 

indivíduos, estudos sobre suas respostas ao estresse crônico, bem como sua resiliência ou 

suscetibilidade ao estresse são imprescindíveis. 

 

1.5 Comportamentos emocionais e o receptor 5-HT6 da serotonina 
  

A serotonina, um neurotransmissor muito abundante no SNC, é sintetizada em 

neurônios localizados nos núcleos da raphe e apresenta inúmeras projeções para 

outras regiões encefálicas. Dentre os importantes papéis da 5-HT no SNC, pode-se 

destacar seu envolvimento no processo de neurodesenvolvimento e plasticidade 
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sináptica nos próprios neurônios serotoninérgicos e na maturação de uma variedade de 

sistemas neuronais (Mazer et al., 1997; Whitaker-Azmitia et al., 2000).  

A neurotransmissão serotoninérgica modula a liberação de diversos 

neurotransmissores (Barnes, Sharp, 1999) e participa de inúmeras alterações 

comportamentais e afetivas observadas nos transtornos psiquiátricos do humor (Graeff 

et al., 1996). Dentre as alterações observadas, pode-se destacar aquelas no 

comportamento sexual (Gonzalez et al., 1994), na cognição (Murphy et al., 2002), na 

atividade motora (Geyer et al., 2001) e na agressividade e dominância (Nelson e 

Chiavegatto, 2001), que estão relacionadas com transtornos psiquiátricos como 

depressão, ansiedade, transtorno obsessivo-compulsivo, esquizofrenia, entre outros 

(Frazer, Hensler, 1994; Sanchez et al., 2010). 

Existem até o momento sete tipos de receptores de 5-HT (5-HT1 a 5-HT7) que são 

divididos em 15 diferentes subtipos (Hoyer, 2002). O alvo deste estudo foi o receptor 5-

HT6, pois um estudo prévio do nosso laboratório observou um aumento na expressão 

gênica deste receptor no hipocampo de animais submetidos a um protocolo de 

isolamento social. Os demais tipos de receptores serotoninérgicos, neste mesmo 

trabalho, apresentaram diminuição da expressão (Bibancos et al., 2007). 

O receptor 5-HT6, último receptor serotoninérgico descrito, foi clonado pela primeira 

vez em 1993 por 3 grupos diferentes (Monsma et al., 1993; Plassat et al.,1993; Ruat et 

al., 1993). Apresenta 7 domínios transmembrânicos que são ligados entre si por 3 alças 

internas e 3 alças externas sendo codificado pelo gene Htr6, homólogo entre humanos, 

camundongos e ratos (Karila et al., 2015). Este gene apresenta 2341 pares de bases 

em camundongos, 1925 em ratos e 1984 em humanos sendo 3 éxons separados por 2 

íntrons (Mitchell, Neumaier, 2005).  

A proteína HTR6 codificada apresenta 440 aminoácidos em humanos e 

camundongos e 438 em ratos tendo um peso molecular de aproximadamente 46,96 

kDa (Kohen et al., 1996) (Fig.1).  

Em contraste com a maioria dos outros receptores serotoninérgicos, que 

apresentam um alto número de isoformas geradas por splicing alternativo, o receptor 5-

HT6 não apresenta isoformas com função importante no organismo (Yun et al., 2011).   
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Figura 1 - Representação da proteína HTR6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína HTR6, formada por uma sequência de 440 aminoácidos. (Adaptado de Hirst et al., 

2003). 

 

Trata-se de um receptor de membrana acoplado à proteína Gs, que estimula a 

adenilil ciclase e leva ao aumento dos níveis de AMPc (Codony et al., 2010). Além 

desta via canônica, pode ter atuações em outras como a do mTOR que é importante 

para o neurodesenvolvimento e a neuroproteção e também as vias da FYN, CDK e 

ERK1/2 que têm participação na proliferação, sobrevivência e morte celular (Karila et 

al., 2015) (Fig.2). 
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Figura 2 - Principais vias de atuação do receptor 5-HT6. 

    

  

Representação esquemática das principais vias que o receptor 5-HT6 atua. a) Via AMPc, 
b) Via mTOR, c) vias ERK1/2, d) Via FYN-CDK5. (Adaptado de Karila et al., 2015). 
 
 

  Sua distribuição é abundante no SNC sendo que, em humanos, se dá 

principalmente no estriado, hipocampo e córtex pré-frontal (Marazziti et al., 2012), 

enquanto que em ratos está predominantemente presente no tubérculo olfatório, 

estriado, hipocampo e núcleo accumbens (Ward et al., 1995; Hirst et al., 2003). 

Camundongos, por sua vez, apresentam uma baixa expressão do receptor 5-HT6 nas 

diferentes áreas como o córtex pré-frontal, o hipocampo e o estriado (Hisrt et al., 2003). 

Diversos estudos vêm demonstrando um importante envolvimento do receptor 5-

HT6 com a cognição, memória e alterações do humor (Loiseau et al., 2008; 

Wesolowska, 2007). Isso se comprova com trabalhos que observaram que a 

administração periférica de antagonistas do receptor 5-HT6, em ratos, promove uma 

melhora significativa na memória e no aprendizado, observada no labirinto aquático de 

Morris e no teste de reconhecimento de objeto novo (Hirst et al., 2006; Woolley et al., 

2003). Contraditoriamente, outros trabalhos relataram atividades antidepressivas e 

ansiolíticas após a administração periférica de agonistas do receptor 5-HT6 em roedores 

no teste de suspensão pela cauda, nado forçado e preferência por sacarose 
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(Svenningsson et al., 2007; Cheng Liu et al., 2015). Esse antagonismo de ações ainda 

não está completamente elucidado, porém acredita-se que isso ocorra devido à 

interação do receptor 5-HT6 com diferentes vias de outros neurotransmissores como da 

acetilcolina (Woolley et al., 2003), da dopamina (Dawson, Li, 2003), do glutamato entre 

outras (Dawson et al., 2000). 

Contudo, apesar das evidências apresentadas nos tópicos acima demonstrarem 

uma relação entre o estresse social crônico, a neurotransmissão serotoninérgica e o 

desenvolvimento de diferentes transtornos psiquiátricos, estudos baseados no efeito 

direto da subjugação social sobre a expressão gênica e proteica do receptor 

serotoninérgico 5-HT6, tanto na vida adulta quanto na adolescência ainda não foram 

relatados. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Verificar a possível participação de alterações na expressão cerebral do receptor 

serotoninérgico 5-HT6 nos fenômenos de resiliência e suscetibilidade aos efeitos 

anedônicos da subjugação social prolongada em camundongos machos  adolescentes. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

1. Verificar os efeitos da subjugação social prolongada durante a adolescência 

sobre o ganho de peso corporal dos animais. 

2. Verificar a resiliência e a suscetibilidade aos efeitos da subjugação social 

prolongada através dos testes de preferência por sacarose e interação social. 

3. Quantificar os transcritos do receptor 5-HT6 no córtex pré-frontal, hipocampo, 

estriado e hipotálamo dos animais controle, suscetíveis e resilientes aos efeitos da 

subjugação social prolongada, através de qPCR. 

4. Quantificar e avaliar a expressão proteica do receptor 5-HT6 no córtex pré-frontal, 

hipocampo, estriado e hipotálamo dos animais controle, suscetíveis e resilientes, 

através de imunomarcação e de imunoistoquímica. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos e adolescentes 

provenientes do Biotério de Criação do Departamento de Farmacologia do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP) que foram mantidos em 

nosso Biotério de Experimentação Animal no Instituto de Medicina Tropical (IMT) 

localizado na Faculdade de Medicina da USP (FMUSP). Os animais foram 

desmamados 21 dias após o nascimento e ficaram agrupados em 3 ou 4 animais em 

gaiolas de polipropileno (28 x17 x12 cm) até completarem 26 dias de idade, quando 

foram isolados em gaiolas e distribuídos aleatoriamente em animais dos grupos controle 

e experimental, de forma que a média dos pesos nos dois grupos fosse equivalente. 

Camundongos CD1 machos e adultos (mais de 3 meses de idade), mantidos em 

nosso Biotério do IMT-FMUSP, foram utilizados como agressores. Estes permaneceram 

em casais, com fêmeas da mesma linhagem e estéreis (passaram pelo procedimento 

prévio de laqueadura) em gaiolas de polipropileno (28 x17 x12 cm). Durante os 

experimentos, os machos foram alocados individualmente em caixas de pareamento 

(especificamente confeccionadas para esta finalidade) de polipropileno (44 x34 x16 

cm), divididas ao meio por uma placa de acrílico perfurada. 

Todos os animais receberam água e comida ad libitum em um ciclo de claro/escuro 

de 12 horas, claro às 7:00 horas, e foram mantidos à temperatura ambiente de 22 Cº±2 

no interior de estantes ventiladas (Alesco). 

 Os procedimentos empregados no presente estudo foram aprovados pelas 

Comissões de Ética no Uso de Animais de laboratório (CEUAs) do ICB-USP (Protocolo 

n°41, fls. 31, livro 03) e do IMT-FMUSP (Protocolo n° 000310A). 
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3.2 Seleção dos camundongos agressores 

 

Para a realização dos testes de subjugação social, foi feita uma pré-seleção de 

camundongos CD1 agressivos. As fêmeas foram retiradas das gaiolas dos 

camundongos CD1 machos adultos dez dias antes do início dos experimentos e um 

camundongo macho C57BL/6 (não relacionado aos experimentos) foi introduzido para a 

observação da interação entre eles por 3,5 min. Os camundongos agressores 

receberam uma pontuação que variava entre -, +, ++ ou +++, de acordo com seu 

comportamento agressivo. Foram utilizados parâmetros descritos por Chiavegatto et al., 

2001, que compreendem: latência para a primeira mordida, número total de ataques 

com mordida, duração total dos episódios de ataques e interações agressivas. Esta 

seleção foi realizada por três dias consecutivos e os animais que se situaram entre ++ e 

+++, foram considerados bons agressores e utilizados nos experimentos de subjugação 

social. 

 

3.3 Subjugação social prolongada  

 

Os experimentos se iniciaram aos 30 dias de vida dos animais. Os adolescentes do 

grupo experimental foram introduzidos, cuidadosamente, na caixa de pareamento 

contendo um camundongo agressor. Após um período de 5 min de interação física, o 

animal teste foi retirado e recolocado no compartimento ao lado (na mesma caixa que 

se encontra dividida por uma placa de acrílico perfurada), onde permaneceu por 24 

horas (Fig.3). Neste período ocorreu somente contato olfatório, auditivo e visual entre 

eles, permanecendo livre acesso à ração e água. O experimento foi realizado por 10 

dias consecutivos, sempre no mesmo período do dia e com agressores diferentes. 

Os adolescentes do grupo controle foram colocados individualmente em caixas de 

pareamento similares às do grupo experimental, um em cada compartimento, sem 

qualquer interação física, também por 24 horas. Diariamente os animais foram 

pareados (compartimentos distintos) com controles diferentes pelo período de 10 dias. 

Foram excluídos do experimento os animais que porventura fossem feridos ou 

machucados durante os pareamentos. 
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Figura 3 - Subjugação social prolongada em caixas de pareamento 

  

 

                         

a) Camundongo C57BL/6 é subjugado pelo camundongo CD-1 residente por 5 min. b) Em 

seguida, o camundongo experimental é removido e colocado no compartimento adjacente, que 

é separado do agressor por uma divisória de acrílico, durante 24 h. 

 

3.4 Delineamento experimental 

 

O procedimento de subjugação social e os testes comportamentais foram 

realizados três vezes de maneira independente: série A, série B e série C. 

 Série A: 26 camundongos C57BL/6 (10 controles e 16 experimentais). Os 

tecidos cerebrais coletados foram utilizados para a análise de expressão gênica por 

qPCR.  

 Série B: 24 camundongos C57BL/6 (7 controles e 16 experimentais). Os tecidos 

cerebrais coletados foram utilizados para a análise de expressão proteica por 

imunomarcação.  

 Série C: 21 camundongos C57BL/6 (7 controles e 14 experimentais). Os tecidos 

cerebrais coletados foram utilizados para a análise de expressão proteica por 

imunoistoquímica.  

A subjugação social e os testes comportamentais de cada série seguiram a ordem 

cronológica detalhada na figura 4. 

 

a) Interação física 
5 min 

b) Interação visual, auditiva e 

olfatória 24 hrs 
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Figura 4 - Protocolo experimental (em dias) 

 

A figura 2 mostra a ordem cronológica do experimento de subjugação social e dos testes 
comportamentais. Os testes descritos acima da linha horizontal foram realizados entre 9:00 
e 12:00 h, enquanto os procedimentos descritos abaixo, foram realizados entre 14:00 e 
17:00 h. Sac 1% = solução de sacarose a 1%; PPS = preferência pela solução de sacarose 
a 1%; e IS = interação social. 

 

3.5 Testes comportamentais  

 

Foram realizados os seguintes testes: 

 Interação Social (IS): dia 15 (~16 h após a finalização do último pareamento com 

o agressor). 

 Preferência por Sacarose (PPS): dias 3 e 4 (basal) e 11, 12, 13 e 14 (final). 

 

3.5.1 Preferência por sacarose 

 

Primeiramente foi necessária a habituação dos animais, que foram isolados em 

suas gaiolas moradia, onde dois bebedouros (tubos Falcon com tampas de borracha e 

bicos de metal) foram fornecidos nos dias 1 e 2 para evitar o efeito da neofobia. Um 

tubo continha 40 mL de água e o outro 40 mL de uma solução de sacarose a 1% e as 

soluções e posições dos tubos na gaiola foram trocadas diariamente. Este teste foi 

padronizado anteriormente em nosso laboratório (Alves-dos-Santos, 2014). 

Após esta fase de adaptação, os animais foram transferidos para as caixas de 

pareamento. O consumo basal (em gramas) de água e solução de sacarose a 1% foi 

medido por um período de 14 horas (nos dias 3 e 4, obtendo-se um valor médio), bem 

como o consumo final, correspondente à media de consumo nos dias 11, 12, 13 e 14.  
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A PPS foi calculada em valores percentuais, pela razão entre o consumo de 

sacarose 1% e o consumo total de líquidos (consumo de sacarose + consumo de água) 

multiplicando-se por 100 (Fórmula 1). 

 

Fórmula 1: Cálculo da PPS. 

 

 

 

 

3.5.2 Interação social 

 

Foi utilizada uma caixa retangular de interação social (40,5 x60 x22 cm) com 

paredes de acrílico transparentes e fundo branco (Noldus, Leesburg, VA - EUA).  A 

caixa é dividida em três câmaras de mesmo tamanho interligadas por pequenas portas, 

porém para o experimento apenas duas câmaras contíguas foram utilizadas (Fig.3). 

Primeiramente o camundongo teste foi colocado cuidadosamente na câmara da 

esquerda (previamente limpa e seca), permanecendo por 3 min para a exploração do 

local, sendo em seguida retirado e recolocado em sua gaiola moradia. Um camundongo 

macho, da mesma idade e linhagem (não relacionado ao experimento), foi 

imediatamente introduzido na câmara da direita (dentro de um cilindro vazado de barras 

de acrílico). O camundongo teste foi recolocado na caixa (câmara da esquerda), 

novamente por um período de 3 min. Foram registrados o tempo em que o animal teste 

permaneceu na área de interação (região delimitada próxima ao cilindro), bem como a 

latência para a ocorrência da primeira interação física com o cilindro (Fig. 3). O teste foi 

filmado por uma câmera (Bosh, São Paulo) e as análises foram feitas usando o 

software ViewPoint® (Videotrack 3.0.; View Point, Lyon, France). 

 

 

 

 

 

PPS =                   Consumo de sacarose (g)                         X 100                                   

          Consumo de sacarose (g) + consumo de água (g) 
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Figura 5 - Teste de interação social 

 

 

 
 

a) Camundongo C57BL/6 é colocado no aparato vazio para a ambientação por 3 minutos. b) 

Em seguida, o camundongo experimental é removido, um camundongo “isca” é adicionado ao 

aparato dentro de um cilindro, e o camundongo experimental é recolocado no aparato por 3 

minutos. 

 

3.6 Determinação de ganho de massa corporal 

 

Os animais foram pesados de forma individual nos dias 5 e 14 em uma balança 

semianalítica e o ganho de peso foi calculado pela diferença de peso entre os valores 

achados nesses dias. 

 

3.7 Eutanásia dos animais 

 

Ocorreram todas no 16º dia do protocolo experimental (~48 h após a finalização 

do último pareamento), no período da tarde (14:30 - 17:30 h). 

Série A: Foram rapidamente decapitados. As estruturas encefálicas (córtex pré-

frontal, hipocampo, estriado e hipotálamo) foram dissecadas por uma pesquisadora 

experiente, rapidamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas à -70 °C 

(material futuramente utilizado para o isolamento de ácidos nucleicos). 

Série B: Foram rapidamente decapitados, e as estruturas encefálicas (córtex pré-

frontal, hipocampo, estriado e hipotálamo) foram dissecadas por uma pesquisadora 

Cilindro de 

Acrílico 

a) Ambientação – 3 min b) Teste – 3 min 

Câmara esquerda Câmara esquerda Câmara direita Câmara direita 

Porta aberta 

Área de interação 
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experiente, rapidamente congeladas em gelo seco e armazenadas à -70 °C (material 

futuramente utilizado para a separação de proteínas).  

Série C: Foram anestesiados profundamente (via ip) com cloridrato de cetamina 

(5 mg/100 g, Dopalen® - Vetbrands) e cloridrato de xilazina (1 mg/100 g, Anasedan® - 

Vetbrands), e perfundidos por via transcardíaca com solução salina tamponada e 

paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 0,1 M (PB; pH 7,4). Os encéfalos foram 

extraídos e mantidos em uma solução de sacarose a 30% durante a noite. A seguir, os 

encéfalos foram retirados desta solução e armazenados à -70 °C. 

 

3.8 Quantificação da expressão gênica por qPCR 

 

3.8.1 Extração de RNA total 

 

O RNA total foi extraído com o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de 

acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Em seguida, foram analisadas a 

concentração e a pureza das amostras em espectrofotômetro (NanoDrop, Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) bem como a integridade em gel de agarose 

1%. As amostras foram tratadas com DNase I (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) 

com o intuito de evitar possíveis contaminações com DNA genômico. Em uma reação 

com volume final de 50 μL, 10 μg de RNA foram incubados com 1 μL de DNAase I e 

DNAase Buffer 1 X (100 mM, Tris pH 7,5, 25 mM MgCl2, 5 mM CaCl2). As amostras 

foram incubadas a 37 °C por 30 min e, a seguir, purificadas com o Kit RNeasy 

(Quiagen, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. A 

concentração e a pureza das amostras foram verificadas novamente por 

espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific Inc.).  As soluções de RNA 

foram armazenadas em freezer a -70 ºC até o uso. 

 

3.8.2 Síntese do DNA complementar (DNAc) 

 

A síntese do DNAc foi feita utilizando-se 2 μg do RNA total, 4 μL de tampão 5 X 

(250 mM Tris-HCl pH 8,3; 375 mM KCl, 15 mM de MgCl2), 1 μL de DTT 100 mM, 25 
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mM de iniciadores oligo(dT), 0,5 mM de cada dNTP, 40 U da enzima Rnase OUT e 200 

U da enzima Super Script III Reverse Transcriptase (Life Technologies), em um volume 

total de 20 μL de água isenta de RNAses e DNAses. Inicialmente, o RNA foi aquecido a 

65 ºC, por 5 min, e colocado no gelo até adição dos demais componentes. A reação foi 

incubada a 50 ºC por 1 h e interrompida pelo aquecimento a 85 ºC, por 5 min. Depois, 

foi realizado um tratamento com RNAase H para eliminação das moléculas de RNA por 

20 min a 37 °C. As soluções de DNAc (volume final 20 μL) foram armazenadas em 

freezer a -20 ºC até o uso.  

 

3.8.3 Seleção de oligonucleotídeos iniciadores (primers)  

 

Foram utilizados os nucleotídeos iniciadores específicos para o gene Htr6 de 

camundongo (Mus musculus) desenhados e previamente utilizados em nosso 

laboratório por Bibancos e colaboradores (2007). A especificidade foi verificada pela 

ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). O tamanho esperado do produto e 

a especificidade foi verificada em gel agarose 1% (Invitrogen). Como gene controle 

interno biológico foi utilizado a ciclofilina A (Ppia). Este gene apresentou expressão 

similar nas áreas cerebrais estudadas entre os animais dos diferentes grupos (controle, 

experimental). 

Os oligonucleotídeos iniciadores para o receptor serotoninérgico 5-HT6 (Htr6) e 

ciclofilina A (Ppia) utilizados no protocolo de qPCR se encontram descritos na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Sequência de pares de iniciadores utilizados para qPCR 

Genes Sequência (5’ – 3’) 
Localização 

(pb) 
Éxon Fita 

Tamanho do 
produto (pb) 

Htr6 
CATAGCTCAGGCCGTATGTG 
CGCATGAAGAGGGGATAGA 

870–889 
980-962 

2 
3 

senso 
antisenso 

111 

Ppia 
AATGCTGGACCAAACACAAAA 
CCTTCTTTCACCTTCCCAAA 

345-364 
445-426 

5 
5 

senso 
antisenso 

101 

Legenda: pb: pares de bases dos nucleotídeos   

http://www.ncbi.nih.gov/BLAST
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3.8.4 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

As reações de qPCR foram realizadas no equipamento Rotor Gene 3000 (Corbett 

Research, Concord, Australia). A quantificação relativa dos transcritos para cada 

amostra foi feita de acordo com (Vandesompele et al., 2002) por qPCR através do Cq 

(ciclo de quantificação), que é o número de ciclos necessários para que a fluorescência 

emitida pela amostra alcance uma linha de detecção arbitrária (threshold). Esses Cqs 

foram coletados durante a fase exponencial de amplificação, que acontece quando a 

emissão de fluorescência é proporcional ao número inicial de cópias do produto 

amplificado de cada amostra. As reações continham 1 μL de amostra (DNAc), os 

iniciadores para o gene Htr6 ou para o gene Ppia, sais, deoxinucleotidos, enzima 

Amplitaq Gold DNA polimerase (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA), e o 

composto fluorescente Sybr Green I para um volume final de 20 μL. Para a escolha da 

concentração ideal de DNAc a ser amplificado, confeccionou-se uma curva padrão de 

amplificação, contendo 5 pontos de uma diluição seriada (100 ng/μL, 50 ng/μL, 25 

ng/μL, 12,5 ng/μL, 6,25 ng/μL), para cada par de iniciadores e em cada região cerebral. 

Após a análise desta curva, o intervalo de diluição que apresentou eficiência entre 90% 

e 100%, e acompanhada de um coeficiente de correlação superior a 0,98, foi escolhido 

para a concentração de trabalho. As reações foram incubadas inicialmente a 95 °C, por 

10 min, para a ativação da enzima DNA polimerase, seguidas por 40 ciclos de 

desnaturação a 94 °C por 45 s, anelamento e extensão e coleta do sinal de 

fluorescência a 55 °C por 45 s. As amostras foram feitas em triplicata. Para cada corrida 

foram feitos os controles negativos: NTC (ausência de DNAc) e uma amostra de RNA 

total (controle negativo para verificar possível presença de DNA genômico). Após o 

término de cada corrida, a especificidade do produto de PCR formado foi determinada 

através de uma corrida de dissociação (95 ºC por 15 s, estabilização a 60 °C, seguida 

de um aumento gradual de temperatura de 0,5 °C por min). O software RG-6000 

(Corbett Research) foi usado para gerar a curva padrão de cada produto de 

amplificação, as curvas de dissociação e as planilhas contendo os dados brutos de 

fluorescência, e assim, poder calcular os valores de Cq para cada amostra.  Para cada 

área cerebral, a quantidade de transcrito (referente ao RNAm) foi determinada a partir 
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do Cq da amostra, levando em consideração sua eficiência de amplificação. Os 

resultados brutos foram normalizados pela expressão do gene da ciclofilina. Todas as 

análises foram feitas através de planilhas de acordo com Vandesompele et al., 2002, já 

validadas e amplamente utilizadas em nosso laboratório (Chiavegatto et al., 2009, 

2012).  

 

3.9 Quantificação proteica do receptor 5-HT6 por imunomarcação 

 

Os tecidos armazenados foram mantidos em gelo e homogeneizados em tampão 

de lise (tampão RIPA: 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton, 1% deoxicolato de sódio, 

0,1% SDS, 1 M Tris-HCl pH=7,6, dH2O para 100 mL) contendo coquetel de inibidores 

de proteases e fosfatases (1:1.000, Sigma). Após a homogeneização, as amostras 

foram centrifugadas a 13.000 xg por 15 min a 4 oC, e os sobrenadantes retirados e 

armazenados a 20oC até a utilização. As concentrações de proteína foram 

determinadas através de um método colorimétrico baseado na reação entre o ácido 

bicinconínico com o cátion cuproso (Cu+) (kit Pierce BCA Protein Assay; Thermo 

Scientific, IL, USA). 

Amostras de 60 µg de proteína foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS a 

10%. Após eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de PVDF 

através do sistema Trans-Blot Turbo (Bio-Rad), na qual o soro policlonal de coelho anti-

5-HT6 desenvolvido contra 5-HT6 recombinante de camundongos (ab103016, Abcam, 

Cambridge, MA, EUA) foi adicionado em concentração de 1:1.000, e mantido em leve 

agitação à 4 ºC, por 18 h. A seguir, adicionou-se o anticorpo secundário conjugado com 

HRP anti-coelho (sc2004, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), 1:4.000, 

mantendo-o também à 4 ºC por 105 min. A visualização das bandas foi realizada com o 

sistema de quimioluminescência (ECL, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA). 

Posteriormente, as mesmas membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo 

monoclonal primário anti-β-Actina de camundongo (sc47778, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX, EUA), 1:1.000 por 18 h e a seguir com o anticorpo secundário conjugado 

com HRP anti-mouse (sc2005, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), 1:4.000, 

por 105 min para o controle das quantidades das amostras. Para o GAPDH o 
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procedimento foi exatamente o mesmo da β-Actina, porém utilizando o anticorpo 

monoclonal anti-GAPDH de coelho (sc32233, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, 

EUA). A quantificação da densidade óptica (DO) das bandas foi realizada através do 

equipamento e software ImageQuant (GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA), 

normalizando-se os valores de DO das proteínas de interesse pelos valores de DO da 

β-Actina ou do GAPDH.  

 

3.10 Quantificação proteica do receptor 5-HT6 por imunoistoquímica 

 

Os encéfalos armazenados foram fatiados em micrótomo Zeiss Hyrax S30 (Zeiss, 

Muenchen, Germany) em secções coronais de 30 μm. Os cortes foram pré-incubados 

com 5% de soro normal de burro (Biotin-SP-conjugated) (AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 

IgG, Jackson  Immuno Research, West Grove, PA, EUA) e 0,4% de Triton X-100 por 1 h 

à temperatura ambiente, depois foram tratados com o mesmo anticorpo anti-5-HT6 

utilizado no item anterior, em uma diluição de 1:1.000 em tampão fosfato salino (PBS) 

com 1% de soro normal de burro e 0,3% de Triton X-100 durante 48 h. Posteriormente 

os cortes foram incubados por 2 h com um complexo avidina-biotina (Vectastain, Elite 

ABC kit, Vector), 1:200, e lavados em tampão fosfato (PB). O produto da reação da 

peroxidase foi visualizado usando o método da glucose oxidase e 3,3´-

diaminobenzidina (DAB) como cromógeno. Por fim, os cortes foram lavados novamente 

em PB e montados em lâminas gelatinizadas. As lâminas foram examinadas através de 

um microscópio Zeiss Axioimager A1 (Zeiss) equipado com uma câmera digital do tipo 

Zeiss AxioCam HRc (Zeiss).  As quantificações foram realizadas através do software 

Axiovision (Zeiss). Esta metodologia foi conduzida no laboratório do professor Martin A 

Metzger do Departamento de Fisiologia e Biofísica deste Instituto. 
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3.11 Análise Estatística  

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando-se o programa estatístico Statistica 

(versão 7.0, Statsoft.Inc, Tulsa, OK, EUA). 

 Foram utilizados os testes t de Student (análises dos grupos controle e 

experimental) e GLzM seguido pelo teste de Tukey (análises dos grupos controle, 

suscetível e resiliente). O GLzM foi utilizado uma vez que é um teste mais abrangente 

que agrupa uma série de técnicas com diferentes distribuições como regressão linear, 

regressão logística, regressão Poisson, entre outras. 

 O teste de Pearson foi usado para as análises de correlação linear entre os dados 

dos animais dos diferentes grupos.  

Para a avaliação dos parâmetros (latência e tempo de interação) no teste de 

interação social utilizou-se a associação de ambos pelo método do z-escore para obter 

um escore geral representativo. As diferenças foram consideradas significantes quando 

p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Ganho de peso dos animais após exposição ao estresse por subjugação 
social 

 

Os animais foram pesados nos dias 5 (antes do início dos pareamentos) e 14 (24h 

após último pareamento). O ganho de peso não foi diferente entre os animais do grupo 

experimental e os animais do grupo controle em nenhuma série experimental (teste t, 

p>0,05) (Fig. 6a, 6b e 6c).  

 As médias do peso dos animais controle, no dia 5, nas séries 1, 2 e 3 foram: 

13,61g ± 1,4; 13,78g ± 0,75; 12,86g ± 0,69, enquanto no dia 14 foram 19,08g ± 1,12; 

19,18g ± 0,5; 18,37g ± 0,58, respectivamente. As médias do peso dos animais 

experimentais, no dia 5, nas séries 1, 2 e 3 foram: 14,42g ± 0,78; 13,86g ± 0,4; 12,89g ± 

0,47, enquanto no dia 14 foram 18,89g ± 0,39; 18,34g ± 0,29; 18,49g ± 0,4, 

respectivamente. 

 

Figura 6 – Efeitos do estresse por subjugação social durante 10 dias em 

camundongos machos adolescentes sobre o ganho de peso corporal nas 3 séries 

independentes. 

 

a) Série A 
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b) Série B 

 

c) Série C 

 

 

                                                                         

Ganho de peso (g) dos camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social 
em 3 séries independentes. Dados representam a média ± EPM. Teste t, p>0,05. 
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4.2 Comportamento anedônico no teste de PPS 1%  
 

A preferência basal pela solução de sacarose a 1% (média do consumo de 

sacarose e água entre os dias 3 e 4) não diferiu entre os animais controles e 

experimentais em nenhuma das séries. (teste t, p>0,05) (Fig. 7a, 7b e 7c). 

 

Figura 7- Preferência pela solução de sacarose a 1% em camundongos machos 

com 30 dias de vida (valor basal).  

 

a) Série A 
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b) Série B 

 

 

c) Série C 

 

Dados representam a média da PPS basal ± EPM. Teste t, p>0,05. 
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Foi utilizada a média dos valores de preferência por sacarose nos dias 11, 12, 13, 

14 para calcular os efeitos da subjugação social sobre o consumo total de fluidos e a 

preferência por sacarose em cada série experimental.  

O consumo total de fluidos não apresentou diferença significante entre os grupos 

controle e experimental em nenhuma das séries. (teste t, p>0,05) (Fig.8a, 8b e 8c).  

 

Figura 8- Consumo total de fluídos de camundongos machos adolescentes 

expostos ao estresse social por 10 dias.  

 

a) Série A 
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b) Série B 

 

c) Série C 

 

Consumo de líquidos entre os dias 11-14. Dados representam a média ± EPM. Teste t, 

p>0,05. 
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A preferência pela solução de sacarose 1% foi diferente no grupo experimental 

comparado com o grupo controle na série A (teste t, p<0,01) (Fig. 9a), na série B (teste 

t, p<0,01) (Fig. 9b) e série C (teste t, p<0,05) (Fig. 9c). 

 

Figura 9- Preferência pela solução de sacarose 1% de camundongos machos 

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias.  

 

a) Série A 
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b) Série B 
 

 

c) Série C 

 

Dados representam a média ± EPM. Teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01. 
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A preferência por sacarose foi analisada separadamente nas três séries 

experimentais (série A, série B e série C) utilizando como parâmetro para divisão dos 

animais experimentais em suscetíveis e resilientes o critério de média – 2DP do grupo 

controle, obtendo-se assim a faixa de corte para cada série. Os animais que obtiveram 

valores de preferência por sacarose final menores que a faixa de corte foram 

considerados suscetíveis enquanto os animais que obtiveram valores de preferência 

por sacarose final maiores que a faixa de corte foram considerados resilientes.  

 

Série A: 6 animais resilientes (37,5%) e 10 animais suscetíveis (62,5%); 

Série B: 9 animais resilientes (56,25%) e 7 animais suscetíveis (43,75%); 

Série C: 7 animais resilientes (50%) e 7 animais suscetíveis (50%). 

 

Nas três séries encontrou-se diferença significante entre os grupos controle, 

suscetível e resiliente (GLzM, F(2,20) =37,8, p<0,001; F(2,18) =20,2, p<0,001 e F(2,23) =24,5, 

p<0,001, respectivamente). A preferência por sacarose 1% dos animais do subgrupo 

suscetível foi menor quando comparado com os animais dos grupos controle e resiliente 

(série A, série B e série C: Tukey post hoc: p<0,001), enquanto entre os animais dos 

grupos controle e resiliente não foram observadas diferenças (série A, série B e série C: 

Tukey post hoc: p>0,05) (Fig.10a, 10b e 10c). 
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Fig. 10 – Preferência pela solução de sacarose 1% de camundongos machos 

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias.  

 

a) Série A 

                         

b) Série B 
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         c) Série C 

 

                                

Dados representam a média ± EPM da preferência pela solução de sacarose 1% entre os 

dias 11-14. A Linha tracejada representa a faixa de corte (valor da média-2DP) do grupo 

controle e separa o grupo experimental nos subgrupos resiliente e suscetível. GLzM, *** 

p<0,001. 

 

4.3  Comportamento de esquiva social no teste de interação social  

 

O teste de interação social foi feito no dia 15 do protocolo e foram avaliados os 

comportamentos relacionados à esquiva social. Os parâmetros analisados foram: a 

latência para a primeira interação e o tempo total de interação. Este teste foi realizado 

nas três séries, porém devido a problemas técnicos (erros de procedimento) apenas 

parte dos animais da série A (4 controles e 7 experimentais) e os animais da série B  

foram considerados. A latência para a interação (Fig.11a e 11b) e o tempo total de 

interação (Fig.12a e 12b) não diferiram entre os grupos controle e experimental na série 

A (teste t, p>0,05) e na série B (teste t, p>0,05). 
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Figura 11- Latência para interação no teste de IS de camundongos machos 

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias da série A e da série B.  

 

a) Série A 

 

 

b) Série B 

 

 

Latência para a primeira interação. Dados representam a média ± EPM. Teste t, p>0,05. 
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Figura 12- Tempo total de interação no teste de IS de camundongos machos 

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias da série A e da série B.  

 

a) Série A 

 

 

b) Série B 

 
 
 

Tempo total de interação dos camundongos machos adolescentes expostos ao estresse 
social. Dados representam a média ± EPM. Teste t, p>0,05. 
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Os parâmetros de interação social observados (latência e tempo total de interação) 

foram agrupados e então convertidos através do método z-escore para obter uma 

pontuação final para cada animal. 

A pontuação final não foi diferente entre os grupos controle e experimental 

considerando as séries A e B em conjunto (Fig.13) (teste t, p>0,05).  

 

Figura 13- Pontuação final no teste de IS (latência + tempo total de interação) 

obtido pelo método de z-escore de camundongos machos adolescentes expostos ao 

estresse social por 10 dias da série A e B.  

  

Pontuação final para IS social combinando a latência e o tempo de interação (z-escore) 
dos animais das séries A e B. Dados representam a média ± EPM. Teste t, p>0,05. 
 

O sinal da pontuação final do z-escore para cada animal dos subgrupos resilientes 

e suscetíveis foi utilizado como critério de divisão. Os animais que obtiveram pontuação 

final positiva foram considerados resilientes enquanto aqueles que obtiveram pontuação 

final negativa, suscetíveis. 10 animais foram considerados resilientes (43,5%) enquanto 

13 animais foram considerados suscetíveis (56,5%) para o comportamento de esquiva 

social no teste de IS. 
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Os subgrupos controle, suscetível e resiliente apresentaram diferença significante 

(F(2,31) =29,6, p<0,0001). Os animais do subgrupo suscetível apresentaram uma redução 

significante na pontuação final obtido pelo método z-score comparado com os animais 

do grupo controle e resiliente (teste Tukey post-hoc: p<0,001) (Fig. 14). 

 

Figura 14- Pontuação final no teste de IS obtido pelo método de z-escore de 

camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias das séries 

A e B.  

 

 

Pontuação final para IS combinando a latência e o tempo de interação (z-escore) dos 
animais das séries A e B. Dados representam a média ± EPM. GLzM, ****p<0,0001. 
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Análises de correlação linear entre os valores de preferência pela solução de 

sacarose 1% e a pontuação social obtida no teste de IS foram realizadas. Para esta 

análise, os animais experimentais foram separados em suscetíveis e resilientes de 

acordo com o teste de PPS. Não existe correlação entre nenhum dos diferentes 

subgrupos (Pearson, r= 0,019, p= 0,95) para o subgrupo controle (Fig. 15a), (Pearson, 

r= -0,12 p= 0,73) para o subgrupo resiliente (Fig. 15b) e (Pearson, r= -0,09, p= 076) 

para o subgrupo suscetível (Fig. 15c). 

 

Figura 15 – Análises de correlação entre os valores de preferência pela solução de 

sacarose 1% (%) e o pontuação social de camundongos machos adolescentes 

expostos ao estresse social por 10 dias.  

 

a) 

 

 

 

      

r= 0,021, p= 0,95 
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b)     

 

                              

     c) 

 

A linha representa a regressão dos dados apresentados. Pearson. 

r= -0,12, p= 0,73 

r= -0,09, p= 0,76 
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A relação entre os resultados obtidos no teste de PPS e no teste de IS, ou seja, se 

os animais de um determinado subgrupo (resiliente ou suscetível) em um teste eram os 

mesmos no outro teste também foi verificada. Os animais suscetíveis aos dois testes 

(n=7) representam 37% dos animais suscetíveis à anedonia (n=19) e 35% dos animais 

suscetíveis à esquiva social (n=20) (Fig. 16). Já os animais que eram resilientes aos 

dois testes (n=5) representavam 31% dos animais resilientes à anedonia (n=16) e 33% 

dos animais suscetíveis à esquiva social (n=15) (Fig. 16). 

 

Figura 16- Análise dos animais resilientes e suscetíveis classificados para os 
testes de PPS e de IS. 

a) Suscetíveis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Resilientes 

 

     

 

 

 

 

Diagrama de Venn-Euler mostrando os animais (a) suscetíveis e (b) resilientes 
identificados em ambos os testes (PPS, IS). 

 

PPS 

 

IS 

 

PPS 

 

IS 

12 7 13 

11 5 10 

19 20 

16 15 
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4.4 Análises de quantificação gênica do receptor serotoninérgico 5-HT6 por PCR 
em tempo real 

 

As análises de expressão gênica foram realizadas no córtex pré-frontal, hipocampo, 

estriado dorsal e hipotálamo dos animais da série A. Levamos em consideração o 

comportamento do tipo anedônico dos animais (teste de PPS) para a divisão entre os 

subgrupos “resiliente” e “suscetível” uma vez que a anedonia é um sintoma bem 

característico da depressão.  

A expressão do ciclofilina A (Ppia) não apresentou diferença significante entre os 

subgrupos em nenhuma das áreas analisadas (GLzM, p>0,05) (Tabela 2), logo este foi 

considerado um bom gene normalizador para nosso estudo. 

 

Tabela 2 – Quantidade de transcritos do gene da ciclofilina A (Ppia)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados foram normalizados em relação ao grupo controle e representam a média ± 

EPM. GLzM, p>0,05. 

 

Área Grupo 
Gene 

Ppia 

Córtex pré-frontal 

Controle 

Resiliente 

Suscetível 

1,00 ± 0,07 

1,16 ± 0,05 

1,09 ± 0,06 

Hipocampo 

Controle 

Resiliente 

Suscetível 

1,00 ± 0,07 

1,12 ± 0,05 

1,10 ± 0,06 

Estriado dorsal  

Controle 

Resiliente 

Suscetível 

1,00 ± 0,06 

1,01 ± 0,09 

0,90 ± 0,10 

Hipotálamo 

Controle 

Resiliente 

Suscetível 

1,00 ± 0,30 

0,76 ± 0,15 

0,82 ± 0,15 
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A expressão gênica do receptor 5-HT6 não diferiu nos subgrupos controle, resiliente 

e suscetível (GLzM, p>0,05) no córtex pré-frontal e no hipocampo. No estriado dorsal 

(GLzM, F(2,23) =6,75, p<0,01) ocorreu uma redução na expressão gênica nos subgrupos 

resiliente e suscetível (Tukey post hoc: p<0,05 e p<0,01, respectivamente) e no 

hipotálamo (GLzM, F(2,23) =5,1, p<0,05) a expressão gênica também reduziu, porém 

apenas no subgrupo suscetível (Tukey post hoc: p<0,01) (Fig. 17).  

 

Figura 17- Efeito do estresse por derrota social durante 10 dias em camundongos 

machos adolescentes sobre a expressão gênica do receptor serotoninérgico 5-HT6 no 

córtex pré-frontal, no hipocampo, no estriado dorsal e no hipotálamo por qPCR.  

 

                  

Dados representam a média ± EPM. GLzM, *p<0,05 e **p<0,01. 
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Análises de correlação linear entre os valores de preferência por sacarose 1% e a 

expressão relativa do transcrito do receptor 5-HT6 foram realizadas. A preferência por 

sacarose dos animais suscetíveis se correlaciona com a expressão relativa do transcrito 

do receptor 5-HT6 no estriado dorsal (Pearson, r= 0,68, p= 0,02). No hipotálamo não 

existe correlação em nenhum dos subgrupos (Pearson, p>0,05).  

 

Figura 18 - Análises de correlação entre os valores de preferência pela solução de 

sacarose 1% (%) e a expressão gênica relativa do transcrito do receptor 5-HT6 no 

estriado dorsal de camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social por 

10 dias. 

 

a) 

                                 

 

b) 

                                 

r= -0,09, p= 0,8 

r= -0,46, p= 0,35 
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c) 

                                 

A linha representa a regressão dos dados apresentados. Pearson. 
 
 

Figura 19 - Análises de correlação entre os valores de preferência pela solução de 

sacarose 1% (%) e a expressão gênica relativa do transcrito do receptor 5-HT6 no 

hipotálamo de camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social por 10 

dias. 

 

 

a)  

                            

 

 

 

 

r= 0,68, p= 0,02 

r= 0,049, p= 0,89 
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b) 

                                     

 

c)       

                             

 

A linha representa a regressão dos dados apresentados. Pearson. 

 

4.5 Análise de quantificação proteica do receptor serotoninérgico 5-HT6 por 
ensaio de Imunomarcação 

 

As análises da expressão proteica do receptor 5-HT6 foram realizadas no córtex 

pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal dos animais da série B. Levamos em 

consideração o comportamento do tipo anedônico dos animais (teste de PPS) para a 

divisão entre os subgrupos “resiliente” e “suscetível”. 

r= 0,14, p= 0,78 

r= -0,42, p= 0,21 
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Para cada área foram realizados dois géis contendo 3 animais de cada um dos 

subgrupos (controle, resiliente e suscetível) totalizando assim 6 animais de cada 

subgrupo por área. 

A β-actina e o GAPDH não apresentaram expressões diferentes entre os subgrupos 

em nenhuma das áreas analisadas, sendo assim bons normalizadores. 

A expressão proteica do receptor 5-HT6 não foi diferente entre os grupos controle, 

suscetível e resiliente em nenhuma das áreas analisadas (GLzM, p>0,05) (Fig. 20a, 20b 

e 20c).  

 

Figura 20- Efeito do estresse por derrota social durante 10 dias em camundongos 

machos adolescentes sobre a expressão proteica do receptor serotoninérgico 5-HT6 no 

córtex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal por imunomarcação. Géis 

representativos.  

                                                                                                                                            

a) Córtex pré-frontal 
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b) Hipocampo 
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c) Estriado dorsal 
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d) Hipotálamo 

 

Dados representam a média ± EPM. (a), (b) e (c): GLzM, p>0,05. 

 

                  

                              

C: animal controle, R: animal resiliente, S: animal suscetível. Os números representam 
os animais de onde as amostras são provenientes. 
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4.6 Análises da expressão proteica do receptor serotoninérgico 5-HT6 por 
imunoistoquímica 

 

As análises de expressão proteica foram realizadas no córtex pré-frontal, estriado 

dorsal, hipocampo, tubérculo olfatório e núcleo paraventricular do hipotálamo dos 

animais da série C. Levamos em consideração o comportamento do tipo anedônico dos 

animais (teste de PPS) para a divisão entre os subgrupos “resiliente” e “suscetível”. 

Para cada área analisada foram observados 6 lâminas de cada subgrupo (controle, 

resiliente e suscetível) sempre nas secções do mesmo nível. 

No córtex pré-frontal, estriado dorsal e hipocampo não foram encontrados 

neurônios imunorreativos (Fig. 21a). O tubérculo olfatório apresentou marcação na cília 

neuronal (processos axonais), porém esta não foi quantificável pois os cílios são muito 

pequenos e apresentavam uma ligeira alteração no número dependendo do foco 

utilizado (Fig. 21b). Já o núcleo paraventricular do hipotálamo apresentou marcação 

nuclear, porém não diferiu entre os subgrupos (GLzM, p>0,05) (Fig. 21c e 21d). 

 

Figura 21- Efeito do estresse por derrota social durante 10 dias em camundongos 

machos adolescentes sobre a expressão proteica do receptor serotoninérgico 5-HT6 no 

(a) córtex pré-frontal, estriado dorsal e hipocampo, (b) tubérculo olfatório e (c) núcleo 

paraventricular do hipotálamo por imunoistoquímica. 
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a) Córtex pré-frontal, estriado dorsal e hipocampo               

 

Cg2: córtex cingulado, CPu: caudado putâmen, Hip: hipocampo.  

b) Tubérculo Olfatório

Tu: tubérculo olfatório.  

Córtex pré-frontal 

Estriado Dorsal 

dorsal 

Hipocampo 

Tubérculo olfatório 

25µm 

25µm 
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c) Núcleo paraventricular do hipotálamo

PaV: núcleo paraventricular, 3V: terceiro ventrículo.  

 

d) Quantificação dos neurônios marcados no núcleo paraventricular do 

hipotálamo 

 

Dados representam a média ± EPM. GLzM, p>0,05. 

 

 

 

Núcleo 

paraventricular

(Hipotálamo) 25µm 
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5 DISCUSSÃO 

 

Sabe-se que o objetivo de um modelo animal é representar, da maneira mais 

completa possível, os aspectos de uma determinada doença de forma semelhante ao 

que ocorre nos humanos. Para isso os modelos devem apresentar três importantes 

características: primeiramente os sinais apresentados pelos animais devem ser os 

mesmos que os observados nos humanos, em segundo lugar a etiolologia da doença 

deve ser a mesma e finalmente o mesmo tratamento deve responder em ambos 

(Chiavegatto, 2011).  

Existem hoje vários modelos animais para depressão, como o nado forçado, o 

estresse por restrição, o estresse crônico imprevisível, entre outros (Vitale et al. 2009; 

Krishnan, Nestler, 2011; Darcet et al., 2016). Porém, estes apresentam deficiências 

principalmente no que diz respeito à etiologia, uma vez que não simulam as causas da 

depressão nos humanos, bem como não são situações rotineiras para os roedores. 

O modelo de subjugação social (utilizado em nosso estudo), devido ao citado 

acima, representa de forma mais adequada a etiologia da depressão, principalmente ao 

se estudar o período da adolescência. Neste modelo, o animal de estudo é colocado no 

mesmo ambiente que um animal maior e mais agressivo, e então passa, em dias 

sucessivos, por situações de submissão. Essa situação de dominância/submissão 

modela de maneira eficiente o bullying que ocorre nos humanos (principalmente na 

infância e na adolescência), o que é de grande valia levando em conta que estresses 

de cunho social, onde o bullying se enquadra, são uma das maiores causas de 

transtornos psiquiátricos como a depressão (Buwalda et al., 2010). 

Em nosso trabalho, o modelo de subjugação social foi capaz de induzir alterações 

comportamentais do tipo depressivo (teste de preferência por sacarose) e de esquiva 

social (teste de interação social). Isto apresenta concordância com a literatura tanto em 

camundongos adultos (Strekalova et al., 2004; Krishnan et al., 2007; Golden et al., 

2011), quanto em camundongos adolescentes (Alves-dos-Santos, 2014; Iñiguez et al., 

2014; Resende et al., 2016). Esses resultados apresentam grande relevância uma vez 

que os testes utilizados, preferência por sacarose e interação social, avaliam a 

anedonia (falta de motivação pela busca do prazer) e a fobia social, respectivamente, e 
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já é bem descrito que estes sintomas (em especial a anedonia) apresentam relação 

com a depressão. 

Sabe-se que as respostas de diferentes organismos ao estresse pode ser distinta. 

Nesse sentido, alguns trabalhos (Strekalova  et al., 2004; Krishnan et al., 2007) 

evidenciaram a existência de dois subgrupos, os resilientes e os suscetíveis ao 

estresse. Resultados semelhantes a estes foram observados nos estudos conduzidos 

em nosso laboratório (Alves-dos-Santos, 2014; Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 

2017). Todos observaram que aproximadamente 60% dos animais respondiam 

negativamente ao estresse, enquanto que os demais não apresentavam alterações no 

comportamento, se comportando da mesma forma que os animais não subjugados. 

Vale a pena ressaltar, que essa separação em diferentes subgrupos ocorre tanto em 

relação à anedonia, quanto à esquiva social. 

No teste de PPS observou-se que aproximadamente 52% dos animais foram 

suscetíveis à subjugação prolongada enquanto que os demais foram considerados 

resilientes, resultados estes que corroboram os dados já demonstrados, tanto para 

camundongos adultos (Strekalova  et al., 2004), quanto para camundongos 

adolescentes (Alves-dos-Santos, 2014; Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 2017). 

No teste de IS verificou-se que aproximadamente 57% dos animais foram 

suscetíveis à subjugação prolongada, e da mesma forma que para o teste de PPS, os 

resultados obtidos vão de encontro à literatura (Krishnan et al., 2007). Aqui vale a 

ressalva de que o trabalho de Krishnan e colaboradores utilizou camundongos CD-1 

como “isca” (animais que ficam dentro do cilindro na área de interação), o que pode 

acarretar um viés, uma vez que esta é a linhagem dos animais utilizados como 

agressores. Nosso trabalho utilizou como isca animais da mesma linhagem e idade que 

os animais experimentais, o que, teoricamente, permite que os comportamentos 

exibidos estejam relacionados à esquiva a uma interação social de forma generalizada, 

e não pela associação mais direta com o agressor. Ao usar um CD-1 como “isca”, os 

animais poderiam não estar interagindo, pois possuem a lembrança dos episódios de 

subjugação, o que não ocorre ao usar animais com as mesmas características dos 

experimentais.  
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Interessantemente, não existe uma correlação entre os dois tipos de 

comportamento (anedonia e esquiva social), ou seja, os animais subjugados de um 

determinado subgrupo no teste de PPS, não necessariamente pertencem ao mesmo 

subgrupo no teste de IS. Observou-se que os animais que eram suscetíveis aos dois 

testes (totalmente suscetíveis) representavam 37% dos animais suscetíveis à anedonia 

e 35% dos animais suscetíveis à esquiva social. Os animais que eram resilientes aos 

dois testes (totalmente resilientes) representavam 31% dos animais resilientes à 

anedonia e 33% dos animais suscetíveis à esquiva social. Isso demonstra que os 

comportamentos de anedonia e de esquiva social podem estar dissociados. O primeiro 

estaria mais relacionado à depressão, por se tratar de um sintoma mais característico 

deste transtorno (Strekalova  et al., 2004; Alves-dos-Santos, 2014; Heshmati, Russo, 

2015), enquanto o segundo, apesar de poder fazer parte da sintomatologia da 

depressão, estaria mais relacionado à transtornos de ansiedade (Toth  e Neumann, 

2013; Whitaker et al., 2015). 

Os animais experimentais e os controles não diferiram em relação ao ganho de 

peso neste protocolo de 10 dias de estresse, o que se assemelha à literatura existente 

(Krishnan et al., 2007), e também aos resultados já encontrados em nosso laboratório 

(Alves-dos-Santos, 2014; Salvador-Carrillo, 2017). Porém, alguns trabalhos utilizando 

animais adultos demonstraram uma redução no ganho de peso após outros protocolos 

de subjugação social (Razzoli et al., 2011; Yu et al., 2011). 

Nosso grupo de pesquisa vem estudando o modelo de subjugação prolongada em 

adolescentes há mais de 8 anos (Pereira-Junior, 2008; Alves-dos-Santos, 2014; 

Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 2017), mas existem outros grupos também 

interessados nessa mesma abordagem utilizando diferentes protocolos. Huang e 

colaboradores (2013) realizaram a separação dos subgrupos “resilientes” e 

“suscetíveis” baseados no teste de IS, que foi conduzido 10 dias após o término do 

protocolo de subjugação social prolongada. Além desta diferença, a fase de 

pareamento físico foi de 10 minutos, o que poderia explicar a taxa de 21,3% de morte 

dos animais. Iñiguez e colaboradores (2014) realizaram um protocolo semelhante ao do 

nosso trabalho, porém sem a separação dos subgrupos, e observaram comportamentos 

do tipo depressivo nos testes de nado forçado e PPS, além de uma redução na IS. 
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Recentemente, nosso próprio grupo de pesquisa publicou um estudo utilizando um 

protocolo de 21 dias de subjugação social prolongada (Resende et al., 2016). Neste 

protocolo, os animais apresentaram comportamentos do tipo depressivo (PPS), mas 

não comportamentos ansiosos (labirinto em cruz elevada). Acredita-se que a ausência 

de ansiedade generalizada se deva ao suporte social, uma vez que os animais 

voltavam para a gaiola moradia após cada episódio de subjugação, durante todo o 

protocolo.  

Assim, podemos destacar os principais pontos da abordagem comportamental 

desse trabalho:  

  O modelo de subjugação social utilizado é uma ferramenta adequada, uma vez 

que, modela de maneira mais fidedigna o estresse social sofrido pelos adolescentes, ou 

seja, apresenta uma boa validade etiológica; 

   A separação nos subgrupos “resilientes” e “suscetíveis” à subjugação social foi 

feita através do teste de PPS, uma vez que a anedonia é um dos principais sintomas da 

depressão; 

  A anedonia desenvolvida em camundongos adolescentes expostos ao estresse 

social prolongado não apresenta, necessariamente, uma associação com o 

comportamento de esquiva social. 

A segunda abordagem nesse trabalho foi verificar as alterações na expressão 

gênica e proteica do receptor serotoninérgico 5-HT6 no córtex pré-frontal, no 

hipocampo, no estriado dorsal e no hipotálamo dos animais adolescentes que 

passaram pelo protocolo de subjugação social prolongada de 10 dias. 

Diversos trabalhos reportaram uma redução nos níveis de 5-HT, em diferentes 

áreas cerebrais, em animais que passaram por algum modelo animal de depressão, 

como o estresse crônico imprevisível e a separação materna (Wong et al., 2015; Sun et 

al., 2016; de Lima et al., 2017). Estes resultados vão de encontro com a principal teoria 

para a neurobiologia da depressão, a teoria monoaminérgica, que postula que a 

depressão é causada por uma redução nos níveis de monoaminas, em especial 5-HT e 

noradrenalina, nas sinapses monoaminérgicas. Esta teoria é bastante antiga, foi 

formulada inicialmente por Schildkraut em 1965 e por Persson e Ross em 1967, e 

apresenta uma visão extremamente simplista para a neurobiologia da depressão, 
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porém até os dias de hoje os inibidores seletivos da recaptura da serotonina (ISRS), 

tratamento cujo mecanismo de ação se baseia na teoria monoaminérgica, são os 

fármacos mais utilizados para o tratamento da depressão (Poluzzi et al., 2013). 

Diferentes laboratórios vêm explorando o sistema serotoninérgico ao estudar a 

depressão. As principais abordagens são em relação aos receptores 5-HT1A e 5-HT1B 

(Bibancos et al., 2007; Kieran et al., 2010; Furay et al., 2011). Kieran e colaboradores 

(2010) verificaram uma redução na expressão do receptor 5-HT1A no córtex pré-frontal 

de ratos adultos subjugados cronicamente. O grupo de pesquisa de Furay, em 2011, 

demonstrou que ratos adultos que passaram por um protocolo crônico de subjugação 

social tiveram um aumento da expressão do receptor 5-HT1B no núcleo acumbens. Em 

nosso laboratório, Bibancos e colaboradores verificaram que camundongos isolados 

socialmente, logo após o desmame, apresentaram uma redução da expressão gênica 

do receptor 5-HT1A no córtex pré-frontal, bem como uma redução da expressão gênica 

do receptor 5-HT1B no córtex pré-frontal e no hipotálamo.  

Além disso, estudos envolvendo o transportador 5-HTT também vêm sendo 

realizados. Bartolomucci e colaboradores (2010) observaram que camundongos 

heterozigotos para o gene do 5-HTT apresentavam uma maior vulnerabilidade ao 

estresse quando subjugados cronicamente, em relação aos camundongos selvagens 

submetidos a este mesmo protocolo. Este resultado sugere um papel protetor para o 

transportador 5-HTT nos efeitos do estresse. 

 Em relação ao receptor serotoninérgico 5-HT6, nossos dados de expressão gênica 

via qPCR, realizados para a primeira série experimental, demonstraram reduções 

significantes no estriado (em ambos os subgrupos) e no hipotálamo (apenas nos 

suscetíveis) dos animais subjugados socialmente. No córtex pré-frontal destes mesmos 

animais, verificamos uma tendência de redução no subgrupo dos resilientes. 

O córtex pré-frontal é uma área cerebral de extrema importância para o estudo da 

depressão por desempenhar um papel de destaque na resposta frente ao estresse 

(Price e Drevets, 2009). Tendo isto em vista, nosso resultado é discordante aos dados 

prévios do nosso laboratório obtidos por Bibancos e colaboradores em outro modelo de 

estresse social. Neste estudo, camundongos foram privados de contato físico social 

logo após o desmame. Após um período de 6 semanas de isolamento social, foram 
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observados comportamentos do tipo depressivo associados a uma redução da 

expressão gênica do receptor 5-HT6 no córtex pré-frontal. Aparentemente, esses dados 

mostram que diferentes tipos de estresse social (subjugação social prolongada e 

isolamento social) podem modular a expressão gênica do receptor 5-HT6 de maneira 

distinta. 

O estriado dorsal é uma área primariamente conhecida por sua participação na 

aquisição e no aprendizado de movimentos (Baik, 2013; Beeler et al., 2014), enquanto 

que o estriado ventral tem sua importância em comportamentos compulsivos e também 

de recompensa e motivação (Yin, Knowlton, 2006). Inicialmente usamos o estriado 

dorsal como uma área cerebral que representasse um controle negativo em nosso 

estudo, devido a sua participação majoritária no controle motor do organismo. Porém, 

observamos reduções da expressão do receptor 5-HT6 em ambos os subgrupos 

estudados (resilientes e suscetíveis), demonstrando que esta área também foi sensível 

aos efeitos do estresse. Isto vem se repetindo em nosso laboratório, onde estudos 

anteriores também verificaram diversas alterações moleculares no estriado dorsal de 

camundongos adolescentes submetidos ao protocolo de subjugação social prolongada 

(Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 2017), o que reforça uma possível relação 

desta área com o estresse psicossocial. Em complemento, estudos em humanos 

deprimidos (adolescentes e adultos) vêm demonstrando alterações na conectividade do 

estriado dorsal (Gabbay et al., 2013; Kerestes et al., 2014). Apesar da participação do 

estriado dorsal na depressão ainda ser pouco estudada, nossos resultados parecem ser 

promissores, indicando uma possível relação entre esta área cerebral e os efeitos do 

estresse. 

 Em relação ao hipotálamo, que é uma região com uma importante participação no 

controle do balanço energético do organismo (Morrison, Nakamura, 2011; Cornejo et 

al., 2016; López et al., 2016), nossos resultados são interessantes. Já é bem descrito 

na literatura que a redução da expressão, ou até mesmo o bloqueio do receptor 5-HT6, 

seja este farmacológico ou genético, leva à perda de peso, hipofagia, saciedade entre 

outros comportamentos alimentares (Garfield et al., 2014; Dudek et al., 2015; Higgs et 

al., 2015). Apesar de nossos resultados para o ganho de peso não apresentarem 

diferença significante (apenas uma tendência de redução), já foram relatados estudos 
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encontrando uma redução do peso (Razzoli et al., 2011; Yu et al., 2011). Isto poderia 

ser explicado por diferenças no protocolo de subjugação social, principalmente com 

relação à duração do mesmo. Nesse sentido, Kudryavtseva e colaboradores (1991) 

observaram que camundongos adultos C57BL/6 apresentaram diminuição do peso 

corporal somente com um protocolo de 20 dias subjugação social. Desta forma, 

possivelmente o período mais curto de 10 dias na adolescência não foi suficiente para 

revelar uma redução de peso estatisticamente significante, porém foi suficiente para 

refletir a alteração na expressão dos transcritos do receptor 5-HT6. O mecanismo 

proposto para este processo sugere que o bloqueio do receptor 5-HT6 provoque uma 

redução da sinalização gabaérgica seguida da liberação aumentada do hormônio 

liberador de alfa-melanócitos (α-MSH), que tem uma importante função de suprimir o 

apetite (Wooley et al., 2004; Holenz et al., 2006). Neste sentido, seria interessante 

também quantificar o α-MSH em nossos animais. 

De forma intrigante, nossos dados da quantificação de proteínas por immunoblot, 

referentes à segunda série experimental, não demonstraram nenhuma diferença 

significante na expressão do receptor serotoninérgico 5-HT6 no córtex pré-frontal, no 

hipocampo, no estriado e no hipotálamo. Esses resultados apontam na mesma direção 

que os nossos dados para a imunoistoquímica. A distribuição de neurônios 

imunorreativos para o receptor 5-HT6 (referentes à terceira série experimental), pode 

ser visualizada no núcleo paraventricular do hipotálamo e no tubérculo olfatório, porém 

não foram identificadas no córtex pré-frontal, no hipocampo e no estriado. Esses 

resultados reforçam a diferença já descrita na literatura acerca da quantidade desta 

proteína no camundongo, em comparação a ratos e humanos. Hirst e colaboradores 

(2003), através de estudos comparando a ligação de compostos (binding) ao receptor 

5-HT6, em diferentes áreas cerebrais, entre estas 3 espécies animais, e verificaram que 

eram bem menores em camundongos. De fato, a maioria dos trabalhos com o objetivo 

de determinar a localização/quantificação proteica do receptor 5-HT6, são baseados em 

ensaios não imunorreativos, tais como hibridização in situ (Yoshioka et al., 1998) e 

autorradiografia (Roberts et al., 2002). Isto, provavelmente, reflete a indisponibilidade 

de anticorpos para o receptor 5-HT6 bem estabelecidos. Em nossos experimentos, 

utilizamos 2 anticorpos policlonais, de fabricantes diferentes (Abcam e Santa Cruz). 
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Apesar de ambos apresentaram resultados semelhantes para a imunomarcação (blot), 

apenas aquele da Abcam se mostrou mais seletivo na imunoistoquímica, enquanto o 

outro gerou muitas marcações inespecíficas. Desta forma, a baixa expressão da 

proteína HTR6 em camundongos, associada à dificuldade de obtenção de anticorpos 

mais sensíveis, seriam fatores que poderiam explicar os resultados não concordantes 

entre expressão gênica e proteica. Neste caso, seria interessante usarmos ensaios não 

dependentes de anticorpos para a quantificação proteica. 

Por outro lado, a imunomarcação, no tubérculo olfatório, foi encontrada nas cílias 

neuronais. Estas são organelas microtubulares que se estendem do corpo celular para 

o espaço extra sináptico e participam no controle das sinalizações provenientes do 

meio extracelular (Arellano et al., 2012). Brodsky e colaboradores em 2017, também 

verificaram uma imunomarcação no interior das cílias neuronais, porém isto foi descrito 

no estriado, área de interesse neste estudo. Além disso, observaram que o receptor 5-

HT6 é capaz de modular as propriedades morfológicas da cília neuronal, o que poderia 

explicar a participação deste receptor na sinalização de outros neurotransmissores. 

Em resumo, os principais pontos da abordagem molecular desse trabalho são:   

  A expressão gênica do receptor serotoninérgico 5-HT6 no hipotálamo parece 

estar relacionada com os fenômenos de resiliência e suscetibilidade aos efeitos 

negativos do estresse psicossocial prolongado em adolescentesuma vez que sua 

redução somente foi observada na suscetibilidade; 

  A redução da expressão gênica do receptor 5-HT6 no estriado dorsal frente ao 

estresse psicossocial ocorre independentemente da resiliência ou suscetibilidade aos 

seus efeitos deletérios; 

  A localização imunoistoquímica do receptor serotoninérgico 5-HT6 ocorreu 

somente no núcleo paraventricular do hipotálamo e no tubérculo olfatório, sendo que 

neste último a marcação se encontra na cília neuronal;  

  A expressão proteica do receptor serotoninérgico 5-HT6, com os imunoensaios 

utilizados, não apresenta diferença em nenhuma das áreas cerebrais analisadas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que o modelo de subjugação social em 

camundongos machos adolescentes foi capaz de induzir alterações comportamentais 

do tipo depressivo, e de esquiva social, em uma população de animais suscetíveis. 

Interessantemente, demonstramos que não existe uma relação entre a anedonia e a 

esquiva social, ou seja, possivelmente as vias neurais que têm participação na 

anedonia são diferentes das relacionadas à esquiva social. 

Através das análises moleculares, observamos uma possível relação entre a 

expressão gênica do receptor serotoninérgico 5-HT6 no hipotálamo e a suscetibilidade 

ao estresse psicossocial em camundongos adolescentes, uma vez que sua expressão 

estava reduzida somente no subgrupo dos suscetíveis. Estes resultados sugerem que a 

redução do efeito da serotonina, via receptores 5-HT6 no hipotálamo, poderia participar 

dos efeitos do estresse mediados por esta área cerebral. A hipótese de uma relação 

causal deverá ser investigada. 

A redução da expressão gênica do receptor 5-HT6 no estirado dorsal, em ambos os 

subgrupos, indica uma vulnerabilidade desta área frente ao estresse psicossocial, 

porém, de forma independente à resiliência e suscetibilidade aos seus efeitos 

anedônicos.  

Além disso, mostramos que apesar de camundongos apresentarem uma baixa 

expressão proteica do receptor 5-HT6 no SNC, quando comparada aos humanos e 

ratos, o núcleo paraventricular do hipotálamo e o tubérculo olfatório são áreas onde 

este receptor se expressa em quantidades significativas nesta espécie durante a 

adolescência. 

Estes resultados representam uma importante contribuição acerca do receptor 5-

HT6. De forma inédita, demonstramos uma relação entre sua expressão gênica 

hipotalâmica, e as respostas anedônicas frente ao estresse psicossocial em animais 

adolescentes. Adicionalmente, reportamos sua localização proteica em áreas cerebrais 

de camundongos, até então não relatadas. 
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Futuramente, será necessário um estudo detalhado dos mecanismos moleculares 

envolvidos nessas alterações cerebrais pontuais da expressão gênica do receptor 5-

HT6, bem como o entendimento do papel que estas alterações possuem frente ao 

estresse psicossocial e aos efeitos anedônicos.  
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