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RESUMO

O isolamento social induz diversas alteracbes em humanos e em roedores. Neste
altimo, destacam-se alteragbes em comportamentos relacionados ao humor.
Desordens de humor, como depressdo, sdo acompanhadas por alteracées em
diversos parametros do ritmo circadiano. O nucleo supraquiasmatico do hipotalamo
(NSQ) direciona os ritmos circadianos, como o0s ritmos de atividade locomotora
espontanea (ALE) e temperatura corporal (Tinema), que por sua vez séo arrastados
pelos ciclos de luz e escuriddo, o que € critico para nosso reldgio biolégico se
antecipar a mudancas do ambiente externo e ajustar nosso comportamento e
metabolismo. Além da luz, estimulos ndo-féticos, tal como a interacdo social, parece
contribuir para a sincronizacao do relégio biolégico. Neste estudo, avaliamos o efeito
da perda da interacdo social sobre comportamentos relacionados ao humor; bem
como 0 seu impacto sobre os eventos de saida do relégio bioldgico, tais como os
ritmos circadianos de ALE e Tinema; além do seu efeito sobre a plasticidade do
sistema circadiano e atividade temporal dos neurbnios do NSQ. Camundongos
adultos machos C57BI/6J foram mantidos isolados ou agrupados por 4 semanas em
ciclo de luz e escuriddo padrdo de 12:12h. Um sensor de telemetria foi implantado
na cavidade intraperitoneal no 15° dia do protocolo para analisar 0s ritmos
circadianos de ALE e Tinema. A fim de avaliar se a plasticidade do sistema circadiano
€ afetada pelo isolamento social, os animais foram submetidos a um protocolo de Jet
lag, onde o ciclo de luz foi avancado por 6 horas a partir do 29° ao 35° dia (luzes
acesas as 11:00h e apagadas as 23:00h), e a partir do 36° dia ao 42°, o ciclo de luz
foi atrasado por 6 horas (luzes acesas as 5:00h a apagadas as 17:00h). Um grupo
de animais foi perfundido transcardialmente nos ZT2 e ZT14 do ciclo claro escuro
para analise do numero de neurdnios c-Fos+ no NSQ. Outro conjunto de animais
isolados e agrupados foram testados para o comportamento de desamparo, tipo
aneddnico e tipo ansioso através dos testes de nado for¢cado, preferéncia a
sacarose, e labirinto em cruz elevado, respectivamente. Os experimentos foram
aprovados pelo Comité de ética da UFMG (n° 12/2015). O protocolo de isolamento
social utilizado neste trabalho induziu o comportamento de desamparo,
comportamento heddnico de busca a sacarose, mas ndo comportamento tipo-
ansioso. Um prejuizo significante no ganho de peso ao longo do periodo de

isolamento também foi observado no grupo isolado. Além disso, o isolamento social



induziu uma diminuicdo da ALE total tanto na fase de luz quanto na fase de
escuriddo, bem como um aumento na amplitude do ritmo de Tinema. Apesar de néo
terem sido observadas alteragcdes no horario de inicio, pico e fim de ALE, o
isolamento social causou um avanco no horério de inicio, bem como um atraso no
fim do ritmo de Tiiema. EStes resultados sugerem que o isolamento social provoca
um desacoplamento dos ritmos de ALE e Tinema. Em acordo com esses resultados, a
atividade temporal dos neurbénios do reldgio central foi abolida pelo isolamento.
Ademais, o0 isolamento social parece prejudicar a resposta de foto-arrasatmento,
visto que os animais isolados apresentaram um arraste mais rapido do seu inicio de
ALE em relacdo aos animais agrupados. Estes resultados indicam que a perda da
interacdo social provoca perturbacdes no reldgio biolégico, afetando os ritmos
circadianos de ALE e Tinema € mecanismos de foto-arrastamento, possivelmente
através de perturbacdes na funcdo do ndcleo supraquiasmatico, podendo contribuir
para a causa de alteracdes relacionadas ao humor.

Palavras-chave: ritmo circadiano, interagcdo social, isolamento social, nucleo

supraquiasmaético



ABSTRACT

Social isolation induces several changes in humans and rodents. In the latter,
changes in mood-related behaviors are highlighted. Mood disorders, such as
depression, are accompanied by changes in various circadian rhythm parameters.
The suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus (SCN) directs the circadian
rhythms, such as the rhythms of spontaneous locomotor activity (SLA) and core body
temperature (Tcore), which in turn are entrained by cycles of light and darkness,
which is critical for our clock to anticipate, internally, the changes in the external
environment in order to adjust our behavior and metabolism. In addition to light, non-
photic stimuli, such as social interaction, seem to contribute to the synchronization of
the biological clock. In this study, we evaluated the impact of loss of social interaction
on mood-related behaviors; as well as on the circadian rhythms of SLA and Tcore,
plasticity of the circadian system, and neuronal activity of NSQ. Male C57BL / 6J
male mice were kept isolated or grouped for 4 weeks in light:dark cycles of 12:12 h.
A telemetry sensor was implanted in the intraperitoneal cavity on the 15th day of the
protocol to analyze the circadian rhythms of SLA and Tce. In order to evaluate
whether the photo-entrainment response is affected by isolation, the animals were
subjected to a jetlag protocol, where the light phase was advanced for 6 h from the
29" to the 35" day (lights on at 11:00 a.m. and lights off at 11:00 p.m.), and from the
36™ day to the 42" the light phase was delayed by 6 h (lights on at 5:00 a.m. and
lights off at 5:00 p.m.). One group of animals under light:dark cycles of 12:12 h was
transcardially perfused on ZT2 and ZT14 for analysis of c-Fos expression in the SCN.
Another set of isolated and grouped animals were tested for the behavioral despair,
anhedonic like behavior and anxious like behavior through forced swimming tests,
sucrose preference test, and elevated plus maze, respectively. The experiments
were approved by UFMG Ethics Committee (n° 12/2015). The social isolation
protocol used in this study induced behavioral despair and hedonic seeking behavior
to sucrose, but not anxiety-like behavior. A significant loss in body weight gain was
also observed in the isolated group along with social isolation period. In addition,
social isolation induced a decrease in total SLA both in the light and dark phase, as
well as an increase in the amplitude of the T rhythm. Although there were no
changes in the onset, offset and acrophase of SLA, social isolation caused an

advance in the T¢ye Onset, as well as a delay in the offset of the Tcoe rhythm. Thus,



social isolation causes an uncoupling of the SLA and T¢oe rhythms. In agreement
with these results, the temporal activity of SCN neurons was lost after isolation. In
addition, socials isolation seems to impair the photo-entrainment responses, since
the isolated animals showed a faster entrainment of their SLA onset compared to
grouped animals. These results indicate that loss of social interaction causes
disturbances in the SLA and Tcoe circadian rhyhtms and affects the photo-
entrainment mechanisms through disturbances in the central clock function, what

may cause mood-related changes.

Key words: circadian rhythm, social interaction, social isolation, suprachiasmatic
nucleus
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1. JUSTIFICATIVA

O protocolo de isolamento social é conhecido por induzir alteracdes
comportamentais relacionadas ao humor e alteracdes neuroquimicas em
roedores, semelhantes as observadas em individuos depressivos (ZALETEL;
FILIPOVI¢; PULKAL, 2017). Em humanos, o isolamento social esta associado a
maior probabilidade de desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(BARTH; SCHNEIDER; VON KANEL 2010) e infecciosas (COHEN et al., 1997),
problemas cognitivos (BASSUK.; GLASS; BERKMAN, 1999) depresséo
(MATTHEWS et al. 2016), além de estar associado com o0 aumento da
mortalidade em homens e mulheres acima de 52 anos (STEPTOE et al., 2013),
sendo comparada a outros fatores de risco bem conhecidos como tabagismo,
obesidade e sedentarismo (HOLT-LUNSTAD; SMITH; LAYTON, 2010).

Sabe-se que em desordens de humor como a depressdo, na qual o
isolamento social e o sentimento de soliddo estédo diretamente relacionados
(MATTHEWS et al. 2016), sado observadas alteracbes em diversos parametros
circadianos, como no ritmo de temperatura corporal, nas variagées diurnas de
humor, na secrecao ciclica de horménios e neurotransmissores, no padrdo do
ciclo sonolvigilia e diminuicdo na amplitude da expressao de genes do relégio
em varias regibes do cérebro (EDGAR; MCCLUNG, 2013; SCHNELL;
ALBRECHT; SANDRELLI, 2014).

Uma vez que evidéncias apontam para um papel da interagéo social sobre
a regulacédo do relégio bioldégico em diversas espécies, € possivel imaginar que
a privacdo do contato social através do isolamento social pode ser capaz de
provocar efeitos significativos sobre o ritmo circadiano. Deste modo, o presente
trabalho tem como finalidade investigar o impacto da perda da interacéo social,
atraves do protocolo de isolamento social, sobre o funcionamento do sistema

circadiano em camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. RITMO CIRCADIANO E RELOGIO BIOLOGICO

O movimento de rotagcéo da Terra em torno do seu proprio eixo permite a
geragdo dos dias e das noites, ou ciclo de luz e escuriddo, uma das
caracteristicas mais marcantes do nosso planeta (VITATERNA; TAKAHASHI;
TUREK, 2001). Este ciclo com duracdo de aproximadamente 24 horas, permitiu
a evolucao de um relégio circadiano (circa diem, cerca de um dia) autbnomo
em praticamente todas as formas de vida existentes, permitindo mudancas
fisiolégicas e comportamentais diarias (VITATERNA; TAKAHASHI; TUREK,
2001; KALSBEEK; FLIERS, 2013). Este reldgio, também chamado de reldgio
biolégico, tem como funcdo coordenar e antecipar nosso comportamento e
metabolismo de acordo com a periodicidade ambiental (ciclo de luz e
escuriddo), mudancas de temperatura, disponibilidade ou ndo de alimentos, e
interacdo social (KALSBEEK et al., 2012; KALSBEEK; FLIERS, 2013). Deste
modo, destaca-se a capacidade do relégio biolégico de antecipar-se as
mudancas do ambiente, permitindo que os individuos se preparem previamente
com uma resposta adequada (GOLOMBEK; ROSENSTEIN, 2010).

Apesar de o relégio bioldgico ser diariamente sincronizado com o ciclo
de luz e escuriddo, ele apresenta uma ritmicidade endégena marcante, que
estd presente mesmo na auséncia total de luz. Algumas das primeiras
observacfes de que seres vivos apresentavam mudancas ciclicas ao longo do
dia, foi realizada em meados de 1729, por Jean Jacques d'Ortous De Mairan.
Observando os movimentos periddicos de abrir e fechar da planta Mimosa
pudica, ele demonstrou que tal fenbmeno ocorria mesmo em condi¢cdoes de
escuriddo constante, concluindo assim que este movimento nao seria
controlado apenas por um ciclo de luz e escuriddo ambiental, mas sim por uma
periodicidade enddgena da planta. Décadas mais tarde, esta afirmacao foi
comprovada, e quase um século depois, mostrou-se em animais e humanos a
presenca desta natureza enddgena. O chamado periodo free-running, ou de

livre curso, caracteriza o periodo intrinseco do individuo na auséncia de pistas
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temporais, como a luz (ROENNEBERG; MERROW, 2005; LIMA E VARGAS,
2014).

As pistas ambientais que contribuem para a sincronizacdo do reldgio
biolégico com o meio externo sdo conhecidas como zeitgebers, ou “doadores
de tempo”, que atuam como agentes sincronizadores, sendo a luz considerada
a mais importante. Entretanto, existem pistas nao-féticas ambientais e
enddgenas que também contribuem para esta sincronizacdo. Dentre elas
estdo: a alimentacdo, temperatura, atividade fisica, interacdo social, e
horménios como glicocorticoides e melatonina (SCHNELL; ALBRECHT;
SANDRELLI, 2014; OSTER et al., 2017). O funcionamento do reldgio biolégico
como um todo depende da acdo renforcadora ou potencializadora destes
zeitgber para garantir a sincronia de fase entre os mditiplos relégios (WEST;
BECHTOLD, 2015)

Os zeitgebers possuem a capacidade de alterar ou ajustar parametros
importantes do reldgio bioldgico, o periodo (1); que caracteriza a duragdo de um
ciclo completo, e a fase do reldgio (¢); que caracteriza a posicao dentro do
ciclo, ou seja, a fase de Iluz (dia) ou a fase de escuriddo (noite)
(MISTLBERGER; ANTLE, 2011) (Figura 1). Portanto, a exposicdo a estes
zeitgebers ajustam o periodo e a fase do relégio biol6gico de acordo ciclo
ambiental (GOLOMBEK; ROSENSTEIN, 2010).

Além do periodo e da fase de um ciclo, outros parametros especificos
dos ritmos circadianos sdo normalmente analisados para avaliar o padrao da
ritmicidade de uma variavel. Dentre eles estdo: o horario dos valores maximos,
denominado acrofase; bem como o horéario de seus niveis minimos ou nadir,
denominado offset; o horario em que tal variavel ritmica inicia, denominado
onset; e por fim, a diferenca entre os valores na acrofase e no offset de uma
determinada variavel circadiana, conhecida como amplitude do ritmo. Tais
parametros podem ser alterados pelos zeitgebers, consequentemente,
afetando o periodo e a fase circadiana (MARQUES; GOLOMBEK; MORENO,
1999) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo de parametros analisados no estudo de uma
variavel ritmica. As barras brancas representam a fase de luz e as barras pretas
representam a fase de escuridao.

E importante termos em mente que os zeitgebers possuem a capacidade
de sincronizar e arrastar o reldégio biologico diante de sua exposi¢cdo. Por
exemplo, quando roedores noturnos s&o expostos a luz em um horario ndo
habitual, como no inicio da sua fase de alerta (fase de escuridao), isto acarreta
em um arraste do ritmo circadiano de atividade locomotora espontanea (ALE),
temperatura (Tinema), €XPressao génica, dentre outros parametros. Neste caso,
considera-se que o animal sofreu um atraso de fase, ou seja, ocorreu um
atraso no inicio da sua fase de atividade. O contrario ocorre quando estes
animais recebem um estimulo luminoso no final da fase de alerta, provocando
um avanco de fase, ou seja, um avanco do inicio da fase de repouso
(GOLOMBEK; ROSENSTEIN, 2010; MISTLBERGER; ANTLE, 2011; TAHARA;
AOYAMA; SHIBATA, 2017). Um exemplo pratico destes eventos em seres
humanos é observado em viagens transmeridionais. Individuos que viajam para
lugares com dois ou mais fusos horarios de diferenca apresentam sintomas de
Jet lag, que compreende um efeito do desalinhamento entre o relogio
circadiano interno com o ciclo de luz e de atividade ambiental, acarretando em
sintomas como prejuizo do sono e cognitivo, sonoléncia ou insbnia, dentre
outros desconfortos. Viagens para o leste causam um avanco de fase, e para o
oeste um atraso de fase dos ritmos circadianos. Isso acontece porque o relégio

biolégico ndo se adapta tdo rapidamente a estas mudancgas repentinas no ciclo
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de luz e escuriddo, demorando dias para o arrastamento completo em direcao
ao novo fuso horério (REID; ABBOTT, 2015).

No mundo moderno, a duragédo da exposicdo a estas pistas ambientais,
como por exemplo, a exposicdo a luz durante a noite, € significativamente
maior em relacdo aos nossos antepassados (RADETSKY et al.,, 2013). Por
exemplo, individuos que trabalham em turnos e que, conseguentemente,
alternam o seu ciclo de luz e escuriddao, apresentam um risco maior para
desenvolver transtornos de humor e metabdlicos (como obesidade e diabetes),
doencas cardiovasculares, além de um aumento no risco no desenvolvimento
de cancer de mama (ARENDT, 2010; KECKLUND; AXELSSON, 2016). Essa
dessincronizacao do reldgio biolégico interrompe o ciclo sono e vigilia levando
o individuo a apresentar alteracGes fisioldgicas e cognitivas, que podem
ocasionar em consequéncias graves, e até mesmo fatais devido ao
comprometimento do estado de alerta. De fato, diversas condi¢cdes
psiquiatricas, neurolégicas e neurodegenerativas sao caracterizadas pela
perturbacdo do sono (KYRIACOU; HASTINGS, 2010).

2.1.1. Marcapasso central: o nacleo supraquiasmatico

A informacéo sobre luminosidade do ambiente é transmitida e percebida
pelo marcapasso central do relégio biolégico, que em mamiferos esta
localizado no cérebro, mais precisamente no nucleo supraquiasmatico (NSQ).
Este nlcleo bilateral, localizado no hipotalamo anterior acima do quiasma
optico (go), apresenta aproximadamente 600 um de extensédo longitudinal (em
camundongos) e é composto por cerca de 20.000 neurbnios que oscilam de
maneira robusta conferindo a ele uma caracteristica de marcapasso, com a
funcdo de controlar ritmos diarios de diversas funcdes fisioldgicas, como o0 sono
e vigilia, alimentacdo, homeostase de glicose, metabolismo lipidico, Tintema,
ALE, producédo e secre¢do de hormoénios, divisdo celular e reparo do DNA.
Além disso, este nucleo tem a funcédo de sincronizar o relégio biolégico ao ciclo
de Iluz e escuriddo ambiental (ABRAHAMSON; MOORE, 2001;
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ROENNEBERG; MERROW, 2005; ALBRECHT, 2012; RADETSKY et al., 2013;
SCHNELL; ALBRECHT; SANDRELLI, 2014).

A descoberta da existéncia de um marcapasso central em mamiferos foi
iniciada no ano de 1972 com experimentos de lesdo no NSQ em ratos, 0s quais
apresentaram perda dos comportamentos noturnos de atividade locomotora e
ingestao hidrica, bem como perda na ritmicidade da secrecdo de corticosterona
(MOORE; EICHLER, 1972; STEPHAN; ZUCKER, 1972). Da mesma maneira,
experimentos de transplante do NSQ em animais lesionados restabeleciam o
ritmo circadiano destes animais, sendo que o gendtipo do periodo observado
no receptor era aquele correspondente ao do doador (RALPH et al., 1990;
ROENNEBERG; MERROW, 2005, SUJINO, 2003). Com base nesses e
diversos outros trabalhos realizados ndo apenas em mamiferos, foi
estabelecida a existéncia de um relégio central, que “orquestra” o

funcionamento do relégio bioldgico.

Sabe-se atualmente que a informacdo sobre a Iluminosidade do
ambiente é transmitida ao NSQ através do trato retino-hipotalamico (TRH)
(MOORE; LENN, 1972). Utilizando a técnica de autoradiografia com
aminoacidos marcados, Moore e Lenn (1972) observaram que as projecdes
que tinham origem na retina, terminavam no NSQ. Dentre as células que déo
origem aos axbnios que trafegam pelo TRH, estdo um conjunto de células
denominadas células ganglionares da retina intrinsecamente fotossensiveis
(ipPRGCs). Estas células possuem a func¢édo de fornecer sinais de luz ao NSQ
para a sincronizacao (ou arrastamento) do ritmo biol6gico através da luz, sem
participar da formacdo de imagem. Além do NSQ, as ipRGCs também se
projetam para outras regides cerebrais como o nucleo pretectal olivar, nucleo
geniculado lateral no tadlamo (areas relacionadas a respostas féticas néo
formadoras de imagem, como o reflexo pupilar, por exemplo), habenula lateral,
nacleo dorsal da rafe, hipotalamo lateral (area envolvida na homeostase
energética), zona subparaventricular e nacleo pré optico (areas envolvidas na
promocdo e regulacdo do sono) (PANDA et al., 2003; MARKWELL; FEIGL;
ZELE, 2010; ROECKLEIN et al., 2013; LI et al., 2015; SAKHI et al., 2016).
Estas células expressam um Unico pigmento, a melanopsina, uma proteina do

tipo opsina que compde o quinto fotopigmento da retina, sendo 0s outros
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quatro encontrados nos cones e bastonetes (HATTAR, 2002; PROVENCIO;
ROLLAG; BAKUN, 2002; MARKWELL; FEIGL; ZELE, 2010; LEGATES et al.,
2012).

Apenas uma pequena por¢cdo dos neurdonios do NSQ recebe a
informacéo fética que chega através do TRH, transmitindo tal informacéo para
as células vizinhas através de sinais neuroquimicos e juncbes comunicantes,
possibilitando manter a sincronizagdo entre estas células e produzindo assim
uma oscilacdo consistente dentro do nucleo (ALBRECHT, 2012; BOLLINGER,;
SCHIBLER, 2014). Cada neurbnio do marcapasso oscila de maneira
independente, sendo que cada célula autbnoma apresenta uma gama de
periodos circadianos que variam entre 22 e 30 horas. Esta propriedade é
extremamente importante para a funcdo do NSQ, pois confere a ele uma
plasticidade que é fundamental. De forma simplificada, isso significa que o
NSQ apresenta um mecanismo que facilite a sincronizacao do reldgio biolégico
diante de mudangas no ciclo de luz ambiental, como um encurtamento ou
aumento do fotoperiodo, troca do dia pela noite, ou um pulso de luz durante a
noite subjetiva (MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas, o NSQ em varias espécies
de mamiferos (incluindo roedores, humanos e macacos) € subdividido em
regido ventrolateral (VL) e dorsomedial (DM), que s&o distintas quanto a
distribuicdo de neuropeptideos e projecdes aferentes (Figura 2). A regido VL do
NSQ é rica em neurdnios que sintetizam polipeptidio vasoativo intestinal (VIP)
e recebe sinais visuais vindos de projecdes diretas do TRH, recebendo
informacBes sobre o ciclo de luz do ambiente; além de sinais visuais
secundarios vindos folheto intergeniculato do complexo geniculato lateral (IGL)
por meio do trato geniculohipotalamico (TGH). Além do VIP, os neurbnios desta
regido sintetizam acido gama-aminobutirico (GABA), calbidina (CALB),
calretinina (CALR), peptideo liberador de gastrina (GRP), e neurotensina (NT).
Ja a regido DM do hipotdlamo é rica principalmente em neurbnios que
sintetizam arginina-vasopressina (AVP), recebendo informacgdes vindas de
regides do sistema limbico, hipotalamo e nucleos do tronco encefalico. Por ndo
receber informacdes diretas da retina sobre o meio externo, a regiao DM

apresenta uma ritmicidade endogena, sendo considerada importante para a



18

geracado de ritmos de livre curso, e transmitindo informacdes de tempo para os
tecidos periféricos através de sinais autonémicos e/ou hormonais (Figura 2).
Dentre outros neuropeptideos sintetizados pela regido DM estdo GABA, CALB,
angiotensina Il (All) e met-encefalina (MENK) (ABRAHAMSON; MOORE, 2001;
MILLER; MCAULEY; PANG, 2005; TAPIA-OSORIO et al., 2013).

‘ﬁz"—) Retina

Figura 2: Representacdo esquematica das divisdes morfofuncionais do NSQ. A
imagem representa as delimitacdes das regibes VL e DM do NSQ, destacando os
principais neuropeptidios expressos pelos neurbénios das duas regides, AVP e VIP. A
regido VL recebe projecdes vindas da retina, e, deste modo recebe informacéo sobre a
fotoperiodicidade ambiental através do TRH, sendo glutamato (Glu) e o peptideo
hipofisario ativador de adenilato ciclase (PACAP) as moléculas envolvidas nessa
transmissdo. Os circulos na figura representam os neurbnios do NSQ, que sédo
sincronizados entre si através da transmissao VIPérgica, vasopressinérgica e
gabaérgica. QO: quiasma Optico; 3V: 3° ventriculo. (Adaptado de Hafner; Koeppl e
Gonze, 2012)

A atividade dos neurbnios do NSQ varia de maneira circadiana.
Trabalhos mostram que a expressao de c-Fos, um membro da familia de genes
de expressdo imediata amplamente utilizada como marcador de atividade
neuronial, compreende um importante marcador para avaliar a atividade
temporal do relogio central ou mesmo sua resposta frente a exposicéo a luz ou
a outra pista ambiental. Em condi¢des de escuridao constante, o NSQ de ratos
exibe um ritmo espontaneo de expressdo de c-Fos, apresentando uma
atividade maxima no inicio da manha e minima durante a noite subjetiva. Além

disso, nestas condicdes observa-se uma oscilagao circadiana de atividade de
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c-Fos na regidao DM, com niveis elevados no inicio do dia subjetivo; e, por outro
lado, o pico de expressao de c-Fos na regido VL é observado apos estimulagéo
fotica no meio da noite subjetiva (SUMOVA, 1998; SCHWARTZ et al., 2000;
MILLER; MCAULEY; PANG, 2005). Schwartz et al. (1994) mostram que sob
um ciclo de luz e escuriddo de 12:12 h, ratos apresentaram uma expressao de
c-Fos ritmica na regidao VL do NSQ, com pico no ZT (zeitgeber) 2 (duas horas
apos o inicio da fase de luz) e niveis minimos de expressdo de c-Fos)
aproximadamente no ZT 14 (duas horas ap0s o inicio da fase de escuridao).
Estes resultados vdo de acordo com o0 que se sabe sobre a recepcédo de
informacdo fética no NSQ. Entretanto, pouco se sabe a respeito de como
outras pistas do relégio biolégico podem sinalizar ou afetar a atividade do NSQ.

Embora esteja claro que o NSQ consiste no relégio central que controla os
ritmos circadianos, certas proteinas, denominadas proteinas do reldgio, ja
foram identificadas em varios tecidos, como em outras areas cerebrais e
tecidos periféricos como figado, pulméao, rins e musculo esquelético, in vitro e in
vivo (BALSALOBRE; DAMIOLA; SCHIBLER, 1998; YAMAZAKI, 2000).
Portanto, cada célula do organismo apresenta osciladores circadianos
periféricos, que sdo sincronizados com o relégio central por meio de sinais
autonémicos e humorais (glicocorticéides, por exemplo), bem como pela
temperatura corporal e alimentacdo (MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012).
Deste modo, os relégios periféricos sdo sincronizados pelo reldgio central, e na
auséncia do NSQ, estas células apenas conseguem sustentar uma oscilacédo
circadiana por alguns dias in vivo (REPPERT; WEAVER, 2002).

Portanto, de forma resumida e simplificada, o funcionamento do reldgio
biologico em mamiferos pode ser explicado da seguinte maneira: pistas
ambientais fornecem informacdo sobre o tempo (sinais de entrada ou
zeitgebers de primeira ordem) para 0 marcapasso central. Este, por sua vez,
gera respostas ritmicas (sinais de saida) e fornece informacdes sobre o tempo
para os reldgios periféricos (ROENNEBERG; MERROW, 2005). Como resposta
ao arraste do relégio bioldgico de acordo com o ciclo de luz e escuridédo
ambiental, individuos expressam seus sinais de saida de acordo com seus
cronotipos, diurno (p. ex. humanos) ou noturno (p. ex. roedores), como

aumento da ALE, Tinema, € alimentacdo na sua fase de alerta, e atenuacéo
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destes parametros na fase de repouso, estes ritmos, por sua vez, podem
funcionar como zeitgebers internos ou de segunda ordem, o0s quais
potencializam a sincronia da fase circadiana (MISTLBERGER; ANTLE, 2011)
(Figura 3).

_E\A/

= Zeijtgeberde 19 ordem (Externo)

TN

|

Reldgio central (NSQ)

|

Ritmo de atividade e repouso

ALE ou
Ingestao de

Exercicio <> alimentos <> Temperatura corporal <» Interagdo social

Zeitgeberde 22 ordem (Interno)

Sincronizagao da fase circadiana

Figura 3: Esquema representativo que resume o funcionamento do reldgio bioldgico.
O sistema circadiano é sincronizado com o meio externo através de agentes de
sincronizacao (zeitgebers), sendo a luz considerada o principal zeitgeber (ou zeitgeber
de 12 ordem). A informagdo sobre a fotoperiodicidade ambiental é transmitida ao
reldgio central (NSQ) pelo TRH, ditando, dessa forma os ritmos circadianos, sendo o
ritmo de atividade e repouso 0 mais proeminente. A partir do ritmo de atividade e
repouso sao desencadeados o0s ritmos de ALE, Tiima iNgestdo de alimentos e
interagdo social, sendo estes considerados zeitgebers ndo-féticos (ou zeitgebers de 22
ordem) que participam da sincronizagdo da fase circadiana do reldgio biol6gico em

mamiferos. (Adaptado de Husse; Eichele e Oster, 2015)
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2.1.2. Maquinaria molecular do relégio biologico

A nivel celular, o funcionamento do reldgio bioldgico depende da expressao
de determinadas proteinas, chamadas de proteinas do relogio (EDGAR;
MCCLUNG, 2013). Essas proteinas sdo auto-reguladas por meio de alcas de
retroalimentacdo positiva e negativa que ocorrem em aproximadamente 24
horas, envolvendo principalmente os genes Clock (Circadian Locomotor Output
Cycles Kaput), Bmall (Brain and muscle Arnt-like protein 1), Perl, Per2
(Period), Cryl e Cry2 (Cryptochrome) (GOLOMBEK; ROSENSTEIN, 2010). A
alca positiva consiste no heterodimero formado pelas proteinas CLOCK (e seu
pardlogo NPAS2) e BMALL, dois ativadores transcricionais que se ligam a
regido E-box, localizada na regido regulatéria dos genes Perl e Per2 e Cryl e
Cry2. As consequentes proteinas CRY e PER, séo transportadas do citoplasma
para o nucleo, onde reprimem a sua prépria transcricdo pela inibicdo de
CLOCK/BMAL1, formando a algca negativa (REPPERT; WEAVER, 2002;
ALBRECHT; EICHELE, 2003; MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012). Outra
alca de retroalimentacéo interligada as alcas principais, envolve a expressao do
receptor 6rfao nuclear Rev-erba, o qual tem sua expresséo ativada pela ligacédo
de CLOCK/BMALL1 na sua regido E-box. Este receptor, por sua vez, ird suprimir
a transcricdo de Bmall, por meio da sua ligagdo no elemento de reposta no
promotor de Bmall (ALBRECHT; EICHELE, 2003; MOHAWK; GREEN;
TAKAHASHI, 2012; GOLOMBEK; ROSENSTEIN, 2010).

CLOCK, BMAL1, PER1, PER2, CRY1 E CR2 sao fosforiladas
temporalmente in vivo, sendo a fosforilacdo maxima correlacionada ao tempo
de retroalimentacdo negativa sobre a transcricdo de Per e Cry. Envolvidas
nesse processo estdo as caseina quinase € (CKe) e caseina quinase 0 (CK9d),
sendo estas altamente homologas (REPPERT; WEAVER, 2002). A CKe
fosforila PER1 e PER2, permitindo a rapida degradacédo dessas proteinas por
proteossomas, evitando sua acumulacdo (OKAMURA; YAMAGUCHI; YAGITA,
2002; ALBRECHT; EICHELE, 2003). No nucleo celular, a proteina CRY se liga
a PER impedindo a sua saida. Quando a concentracdo de PER se torna muito
baixa devido a degradacéao, a retroalimentacédo negativa ndo € mais mantida e

um novo ciclo se inicia. Dessa forma, a periodicidade de 24 horas do reldgio
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biolégico resulta de uma combinacdo de retroalimentacdo transcricional
positiva e negativa, de transporte citoplasma-nucleo; fosforilacdo e degradacéo
de PER (ALBRECHT; EICHELE, 2003).

2.1.3. Zeitgebers nao-féticos

A alimentacdo e a temperatura corporal sdo variaveis ritmicas
controladas pelo relégio central, entretanto, essas variaveis também possuem
um papel na sincronizacdo do relégio bioldgico, sendo consideradas zeitgebers
néo-féticos (GOLOMBEK; ROSENSTEIN, 2010).

A alimentacdo possui um papel importante na sincronizacdo dos relogios
periféricos. Orgdos periféricos envolvidos no metabolismo energético, como
figado e pancreas, por exemplo, apresentam variacdes ritmicas na liberacéo
hormonal e/ou expressdo de genes envolvidos no metabolismo e genes do
relégio, que por sua vez sdo sincronizadas ao ritmo de alimentacao/jejum.
Portanto, a alimentacédo restrita a fase de repouso, induz arraste de fase dos
genes do relégio em o6rgao periféricos, sincronizando-os ao horario em que a
alimentacdo € disponibilizada (MORAN-RAMOS et al.,, 2016). Além disso,
esses animais também apresentam alterages no ciclo sonol/vigilia, na variacdo
circadiana de horménios e de temperatura, além de alteracbes metabdlicas
(MORAN-RAMOS et al., 2016; TAHARA; AOYAMA; SHIBATA, 2016). Desta
forma, a alimentacdo possui o papel de sincronizar os reldgios periféricos,
tendo pouco ou nenhum efeito sobre o relégio central (MISTLBERGER,;
ANTLE, 2011; MORAN-RAMOS et al., 2016). Prova disso, a alimentacao
restrita a fase de repouso causa arraste na expressdo dos genes de reldgio no
figado, sem afetar o NSQ, gerando um desacoplamento entre os relogios
periféricos e o relégio central (DAMIOLA et al., 2000).

Do mesmo modo, a temperatura corporal € considerada um zeitgeber para
os relégios periféricos de animais homeotérmicos e pecilotérmicos (neste
altimo caso, a temperatura ambiental). Em mamiferos, tanto a variacdo

circadiana de temperatura corporal quanto do ambiente participam da
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sincronizacao dos reldgios periféricos, e da mesma maneira que a alimentacao
parece ndo afetar relégio central (BROWN et al., 2002; BUHR; YOO;
TAKAHASHI, 2010).

Algumas das primeiras evidéncias de que a luz ndo era a Unica pista que
contribui para o ajuste do reldgio biolégico, veio a partir de experimentos
utilizando o benzodiazepinico triazolam. Foi observado um arraste de fase na
ALE de hamsters apds a administracao desse ansiolitico, devido a um aumento
na ALE, ao invés de sedacgdo. Ao imobilizar os animais impedindo o uso da
roda de atividade apoOs a injecdo da droga, este arraste de fase ndo foi
observado, sugerindo que o aumento da ALE provocada pelo triazolam era a
causa deste fenomeno (VAN REETH; TUREK, 1989). Portanto, a inducao do
estado de alerta durante a fase de repouso seria a causa da mudanca na fase
circadiana observada. Diversos tipos de estimulos podem provocar o estado de
alerta em roedores, como uma novidade na gaiola, interacdo social com
coespecificos do sexo oposto ou do mesmo sexo, roda de atividade na caixa, e
até mesmo a troca de gaiola do animal (MROSOVSKY, 1996; GOLOMBEK;
ROSENSTEIN, 2010; MISTLBERGER; ANTLE, 2011).

O estimulo social em determinados horarios do dia tem a capacidade de
avancar ou atrasar o ritmo de ALE de hamsters (MROSOVSKY, 1988), embora
nao tenha sido observado o mesmo em ratos submetidos a interacdo social
com machos dominante e fémea no periodo de estro (MEERLO; DAAN, 1988).
Espécies socidveis (como morcegos, camundongos, e passaros) utilizam a
interacdo social com individuos coespecificos ou de outras espécies para obter
informacdes sobre o tempo quando submetidos a escuriddo constante (LONE;
SADANANDAPPA; SHARMA, 2011). Desta forma, a fisiologia e o
comportamento de um individuo podem ser sincronizados aos ritmos de
atividade de outros animais, sejam eles da mesma espécie ou nao
(MISTLBERGER; ANTLE, 2011).
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2.2. INTERACAO SOCIAL COMO PISTA DO RELOGIO BIOLOGICO

Na natureza, individuos precisam se adaptar aos ritmos de atividade de
seus parceiros sexuais, familiares, presas e predadores com o objetivo de
formar grupos, obterem sucesso reprodutivo e na procura de alimentos, e,
consequentemente, para garantir sua sobrevivéncia (REGAL; CONNOLLY,
1980; MISTLBERGER; SKENE, 2004; FAVREAU et al., 2009; BLOCH et al.,
2013). Deste modo, € possivel imaginar que a interacdo social diaria
represente uma pista temporal do ambiente que contribui para a sincronizacao

do reldgio biolégico.

O trabalho realizado por Mrosovsky (1987) se encontra entre 0s pioneiros a
esse respeito, onde foi investigado o efeito da interacdo social como zeitgeber
em determinados horarios do dia. Hamsters isolados foram expostos a um
coespecifico por 30 minutos na metade do dia e ao final da noite subjetiva e,
como resposta, alguns animais apresentaram avanco e atraso de fase de ALE,
respectivamente. Todavia, 0 autor sugere que este efeito possa ter ocorrido
devido a estimulacdo do estado de alerta provocado pela interagdo social,
semelhante ao que ocorre quando o animal € exposto a roda de atividade
nestes mesmos horéarios, indicando que 0S mecanismos heurais
desencadeados pela interacdo social ou pela roda de atividade sejam comuns
e incluem o aumento do estado de alerta (REEBS; MROSOVSKY, 1989).

Desse modo, uma das maneiras de entendermos a pista social diaria é
como resultante do periodo de atividade do animal, sendo este por sua vez,
determinado pelos ciclos de luz e escuriddo. Esta seria uma forma de
interpretar a interacdo social como um segundo zeitgeber, ou um sincronizador
endogeno (HUSSE et al., 2015).

E possivel observar exemplos claros da importancia da interagcio social
sobre o relégio biologico em mamiferos altriciais, nos quais a interagdo entre
mae e filhote é essencial para a manutengdo da sincronizagdo da cria com o
ambiente. Ja foi demonstrado em diferentes espécies de roedores que o ciclo
de presenca e auséncia da mae é essencial para sincronizar o ciclo sono e

vigilia dos filhotes durante os primeiros dias de vida, uma vez que eles ainda
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nao possuem a capacidade de perceber a presenca de luz do ambiente
(VISWANATHAN; CHANDRASHEKARAN, 1985; DAVIS; GORSKI, 1985;
VISWANATHAN, 1999). Prova disso, quando ratas prenhas foram submetidas
a lesdo no NSQ foi observada uma perturbacdo do ritmo de utilizacdo de
glicose pelo NSQ dos fetos, bem como no ritmo de atividade da enzima N-
acetiltransferase na glandula pineal de filhotes, enfatizando a importancia da
mae para a sincronizagcdo e desenvolvimento do sistema circadiano dos
filhotes, tanto pré e pos-natal (REPPERT; SCHWARTZ, 1986). Em humanos
recém nascidos, durante as primeiras semanas de vida, o ritmo de atividade
materno também parece ser importante para moldar e/ou aprimorar o ciclo
sono e vigilia dos infantes (TSAI et al.,, 2011; THOMAS; BURR; SPIEKER,
2016).

Além do contato materno, existem evidéncias de que a pista social pode ser
importante, e, até mesmo essencial, para sincronizar grupos de animais que
nao possuem referéncias luminosas do ambiente externo. Marimuthu, Rajan, e
Chandrashekaran (1981) mostraram que morcegos da espécie Hipposideros
speoris mantidos com seus coespecificos em cavernas completamente
escuras, exibiram um ritmo de atividade e repouso marcante com um periodo
préximo de 24 horas, mesmo quando mantidos em gaiolas proximas a caverna
habitada. Entretanto, quando um morcego foi mantido isolado em outra
caverna, observaram-se ritmos de livre curso de véo do animal com um periodo
<24 horas, sugerindo assim que a pista social para estes animais contribui de
maneira importante para o ritmo de atividade e repouso (FAVREAU et al.,
2009; MARIMUTHU; RAJAN; CHANDRASHEKARAN, 1981).

Outro exemplo de uma possivel sincronizacdo grupal foi observado em
castores da espécie Castor canadensis. Durante os meses de inverno quando
esses animais se alojam em suas tocas cobertas pela neve, um ritmo de
atividade de livre curso do grupo foi observado, sugerindo um acoplamento
entre os ritmos enddgenos de cada individuo, causando um arraste grupal
(BOVET; OERTLI, 1974; MISTLBERGER; SKENE, 2004; FAVREAU et al.,
2009). Além disso, em condi¢cdes experimentais de laboratorio sob ciclos de
iluminacdo ou escuriddo constante, foi observado que peixes da espécie

Fundulus heteroclitus apresentaram uma sincronizacdo mutua do ritmo de
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atividade e no comprimento do periodo quando o cardume foi composto por
vinte e cinco peixes, 0 que nao foi observado em grupos de cinco animais
(FAVREAU et al., 2009; KAVALIERS, 1980). Deste modo, € possivel que a
formacdo de grupos de coespecificos facilite, ou até mesmo seja um fator
fundamental para a sincronizacdo entre os individuos em diferentes espécies,

contribuindo para a sobrevivéncia e sucesso evolutivo.

Especificamente em roedores, o efeito da pista social sobre o ritmo
circadiano j& foi analisado, e as respostas observadas variaram entre espécies
(rato, camundongos, hamsters, etc), linhagens, hierarquia dentro do grupo,
dentre outros fatores (MISTLBERGER E SKENE, 2004). Por exemplo,
camundongos dominantes e subordinados da espécie Peromyscus maniculatu
mantidos em isolamento apresentaram um ritmo circadiano de atividade, mas
guando colocados em contato entre si, foi observada uma sincroniza¢cdo mutua
no ritmo de atividade desses animais, sugerindo que, possivelmente, o animal
dominante influenciou no ritmo de atividade do subordinado (CROWLEY et al.,
1980). Por outro lado, hamsters da espécie Mesocricetus auratus ndo sofrem
qualquer alteracdo no ritmo de atividade e repouso quando expostos a um
coespecifico do sexo oposto (DAVIS; STICE; MENAKER, 1987), resultado
semelhante ao observado em ratos expostos a interacdo social com uma
fémea e um macho dominante durante a metade do dia subjetivo, onde nao foi
observada mudanca de fase de temperatura e no periodo em condicbes de
escuridao constante (MEERLO; DAAN, 1998).

Existem fortes evidéncias de que ndo apenas o contato social influencie na
sincronizacdo do relégio em roedores, mas o estimulo olfatério também foi
explorado nesse sentido. No roedor diurno Octodon degus, o estimulo olfatério
a partir de coespecificos acelera o arraste do ritmo de atividade apds avanco e
atraso de fase no ciclo de luz e escuriddo (JECHURA; STIMPSON; LEE, 2006;
GOVERNALE; LEE, 2001), prova disso, esse efeito é perdido nesses animais
quando o bulbo olfatorio é cirurgicamente removido (GOEL; LEE, 1997).

Em seres humanos a importancia da interacdo social como pista do relégio
biologico também foi avaliada e, por um tempo, acreditava-se que ela

compreendia o principal estimulo ambiental para a sincronizacdo dos ritmos
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biologicos (ASCHOFF et al., 1971; MISTLBERGER; SKENE, 2004).
Posteriormente, surgiram evidéncias de que o relégio biologico de seres
humanos também € sensivel a estimulos luminosos, destacando a luz como
principal zeitgeber, e colocando a pista social na posicdo de um zeitgeber
secundario (SACK et al.,, 1992; DUFFY; KRONAUER; CZEISLER, 1996;
MISTLBERGER; SKENE, 2004; LIEVERSE et al., 2013). Entretanto, em
desordens psicolégicas como depressao e transtorno bipolar, em que se
observam alteracdes psicossociais, bem como nos ritmos bioldgicos, a
manutencdo de uma rotina social diaria (como refei¢cdes, encontros pessoais,
exercicios, trabalho, escola, dentre outros; considerados zeitgebers sociais)
parece ser de grande importadncia para diminuir a ocorréncia de episodios
maniacos e sintomas depressivos, bem como para regular os ritmos biolégicos
muitas vezes afetados em tais desordens, como por exemplo, o ritmo de sono
e vigilia (EHLERS; FRANK; KUPFER, 1988; FRANK; SWARTZ; KUPFER,
2000; GRANDIN; ALLOY; ABRAMSON, 2006; SHEN et al. 2008; SYLVIA et al.
2009; LEVENSON et al., 2015). Por outro lado, Stetler, Dickerson e Miller
(2004) observaram em seu estudo que pacientes depressivos, embora
tivessem apresentado rotinas diarias regulares (ou seja, manutencdo da
exposicao aos zeitgebers sociais), apresentaram um desacoplamento entre
essas atividades e a variacdo nos niveis de cortisol salivar, indicando que,
possivelmente, o zeitgeber social em pacientes depressivos seja menos efetivo
em sincronizar o0s ritmos biolégicos, aqui representados pelo cortisol.
Entretanto, 0 mais curioso neste estudo € que no grupo composto por
individuos saudaveis houve uma relacéo entre as atividades diarias regulares e
o declinio esperado dos niveis de cortisol ao longo do dia, contudo, esse efeito
foi significativamente maior quando as atividades regulares foram realizadas
juntamente com outras pessoas (STETLER; DICKERSON; MILLER, 2004;
GRANDIN; ALLOY; ABRAMSON, 2006), destacando, desse modo, a
importancia do contato social sobre os ritmos biol6gicos de pessoas saudaveis.
Tais evidéncias apontam que as pistas sociais influenciam o relégio biolégico
em humanos, compreendendo um fator importante ndo sO0 para a saude
mental, mas também para parametros fisiolégicos e comportamentais

relacionados ao reldgio.
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Portanto, devido a complexidade das respostas observadas nos diferentes
tipos de interagBes sociais ja investigadas, ainda ndo esta estabelecido quais
mecanismos estariam envolvidos na influéncia da pista social sobre o relogio
biologico (MISTLBERGER; SKENE, 2004; FAVREAU et al., 2009). No entanto,
o modelo heuristico proposto por Mistlberger e Skene (2004) a respeito de
como pistas ambientais (sendo a luz a dominante) podem influenciar no
comportamento temporal de mamiferos, traz a luz possiveis mecanismos pelo
qual o estimulo social pode operar sobre o relogio (Figura 4). Segundo este
modelo, o estimulo social poderia influenciar na programacdo comportamental
circadiana de trés maneiras: 1) de forma indireta, determinando o estado
comportamental do individuo, e, consequentemente, controlando sua
exposicao a luz ambiente e possivelmente modulando sinais foticos a retina e
NSQ; 2) se comunicando diretamente ao NSQ ou regides cerebrais
subjacentes envolvidas na estimulacéo néo fotica (por ex. rafe mediana e IGL)
ou por meio de vias sensoriais ou vias envolvidas no estado comportamental
(alerta, locomocdo, estresse, etc.); e 3) através de processos de aprendizagem
e memoria, utilizando o tempo circadiano como um estimulo discriminatério ou

condicionado.

Social stimuli | » Memory
sight, sound, smell, ‘

contact, etc.
Behavioural
state

Figura 4: Modelo heuristico proposto por Mistlberger e Skene (2004) sobre possiveis
mecanismos pelas quais a pista social pode participar da sincronizacdo do relégio
biol6gico. (Adaptado de Mistlberger e Sakene (2014).



29

Diante do exposto, embora a capacidade de zeitgber ndo foticos tais
como o horério da alimentacdo e hormdnios esteja mais esbalecido na
literatura, ndo estd claro se o estimulo social é um fator importante que
potencializa o efeito da luz sobre o arraste do reldgio biolégico ou se ele pode

atuar de maneira independente.

2.2.1. Isolamento social e ritmo circadiano

Um modo de avaliar a importancia da interacdo social sobre a sincronizacéo
do reldgio biolégico seria através da privacdo do contato social, ou isolamento
social. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos do isolamento sobre o ritmo
circadiano de roedores. Existem evidéncias na literatura de que o isolamento
social em roedores e primatas seja capaz de induzir alteracbes no ritmo
circadiano a nivel neuroquimico e hormonal (GRECO et al., 1989, 1990, 1992;
LEVINE, 1995; SAYEGH et al., 1990; PERRELO et al., 2006; LYONS; HA).

Por outro lado, o impacto do isolamento social em roedores acerca de
parametros comportamentais € amplamente descrito na literatura. Dentre as
alteracbes comportamentais observadas esta o fenétipo tipo depressivo e
ansioso (GRIPPO et al., 2007; ZHANG et al., 2012; IERACI; MALLEI; POPOLI,
2016), aumento na agressividade (GRECO et al., 1989; MA et al., 2011) bem
como prejuizos na memaria de reconhecimento social (SHAHAR-GOLD; GUR;
WAGNER, 2013; LESER; WAGNER, 2015) e na neurogénese no hipocampo,
bulbo olfatério e regides limbicas (LIEBERWIRTH et al., 2012; MONTEIRO;
MOREIRA; MASSENSINI, 2014; CHAN et al., 2017). Além disso, assim como
outros protocolos que induzem estresse e, consequentemente, alteracdes dos
comportamentos relacionados ao humor (RYGULAA et al., 2005), o isolamento
social pode levar a uma diminuicdo no ganho de peso, além de alteracfes na
variacdo circadiana de horménios envolvidos no metabolismo energético e
saciedade (VOIKAR et al., 2005; PERELLO et al., 2006).

Outros tipos de estresses psicossociais, como o protocolo de derrota social

ou teste residente-intruso, o qual consiste em conflitos sociais entre membros
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da mesma espécie (HOLLIS; KABBAJ, 2014), provocam além de mudancas
comportamentais relacionadas ao humor, alteragbes em parametros
importantes do ritmo circadiano em roedores, tais como a ALE e a Tiyema
(MEERLO et al., 1996, 1997; MEERLO; SGOIFO; TUREK, 2002) No entanto,
até o momento, ndo foram investigados os efeitos do isolamento social sobre

esses parametros marcantes controlados pelo relégio central.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o impacto da perda da interacdo social, através do protocolo de
isolamento social, sobre o funcionamento do relogio biolégico de camundongos
C57Bl/6J.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do isolamento social sobre o comportamento tipo-depressivo e

tipo-ansioso;
- Avaliar o efeito do isolamento social sobre o ganho de peso;

- Avaliar o efeito do isolamento social sobre a variacao circadiana de ALE e

Tinterna;

- Avaliar o efeito do isolamento social sobre a atividade temporal dos neurénios
NSQ;

- Avaliar o efeito do isolamento social sobre o mecanismo de arraste dos ritmos

de ALE e Tinerna ap0s 0 protocolo de Jet lag.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6J, com aproximadamente
7-8 semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais foram mantidos em ambientes aclimatados, com ciclo de
luz e escuriddo de 12:12 horas e temperatura ambiente de aproximadamente
25°C, com racdo e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais
realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEUA/UFMG), protocolo de numero 12/2015. Ao final de cada delineamento
experimental, os animais foram sacrificados por decapitacdo, com excecdo do
delineamento onde os animais foram perfundidos transcardialmente, quando a
eutanasia ocorreu por meio de sobredosagem de anestésicos. Os
procedimentos realizados durante a fase de escuriddo foram realizados sob luz

vermelha (intensidade <1 lux).

Apds uma semana de habituacdo ao local de experimentacdo, os animais
foram aleatoriamente divididos em dois grupos: 1) Agrupado ou grupo controle,
0S quais permaneceram ao longo de todo protocolo acondicionados em grupos
de 3 a 4 animais/caixa; e 2) Isolado, os quais foram alojados individualmente
ao longo do protocolo, privados de contato tatil com coespecificos, mas com
experiéncias olfatdrias; visuais e auditivas normais. Os animais de ambos os
grupos foram acomodados em caixas padrdo de polipropileno com 41x34x16
cm?® de dimens&o. Foi utilizado um protocolo de 4 semanas de isolamento e/ou

agrupamento social, segundo descrito por leraci, Mallei e Popoli, 2016.

4.2. Delineamento experimental

4.2.1. Experimento 1: Efeito do isolamento social sobre os
comportamentos tipo depressivo e ansioso e sobre o ganho de

peso
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O objetivo deste experimento foi avaliar se o isolamento social foi
eficiente em induzir alteragdes comportamentais relacionadas ao humor, bem
como mudancas no ganho de peso. Para tal, os animais foram submetidos ao
teste de preferéncia a sacarose (TPS), labirinto em cruz elevado (LCE) e teste
do nado forcado (TNF). Para avaliacdo do ganho de peso, os animais foram

pesados duas vezes por semana em horarios aleatoérios.

A habituagdo as garrafinhas do TPS foi realizada 24 horas antes do
inicio do teste, no 28° dia de isolamento ou agrupamento. Durante o teste, 0s
animais do grupo controle permaneceram trés dias isolados para possibilitar a
medida do consumo de sacarose, e apos o teste eles foram reagrupados em
suas respectivas caixas. Apés um dia, os animais foram submetidos ao teste
do LCE (Figura 5). Outro grupo experimental foi submetido ao TNF ao final do
protocolo (29° dia) (Figura 6). Nao foram utilizados os mesmos animais para
todos os testes comportamentais para evitar um efeito do estresse da
manipulacdo e do LCE sobre o TNF, que por si s6 é considerado um teste

comportamental estressante para o animal.
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Figura 5: Representacado esquematica do protocolo de avaliagdo dos comportamentos
tipo aneddnico e ansioso, através do TPS e LCE, respectivamente. Os animais deste
grupo foram mantidos em ciclo invertido e pesados 2 vezes por semana ao longo do
protocolo. O TPS foi realizado durante a fase de escuriddo e o LCE durante o inicio da
fase de luz.
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Figura 6: Representacdo esquemética do protocolo de avaliacdo do comportamento
de desamparo aprendido, através do TNF. O experimento foi realizado no inicio da
fase de luz.

4.2.2. Experimento 2: Efeito do isolamento social sobre a variagdo
circadiana de ALE e Tinterna

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da perda da interacéo
social sobre a variacdo circadiana e sobre os parametros de onset, offset,
acrofase, e amplitude de ALE e Tinema- OS animais foram acondicionados
em uma sala com ciclo de luz invertido (12:12 horas), onde a luz foi
ascendida as 17:00 horas e apagada as 5:00 horas. Isso foi feito com o
objetivo da fase de repouso destes animais ocorrer durante um horario em
que ndo houvesse movimentacdo no laboratério. Ap6s uma semana de
adaptacao ao ciclo invertido, os animais foram aleatoriamente divididos em
grupo Agrupado ou lIsolado (n = 5-6). No 15° dia de isolamento ou
agrupamento, os animais foram submetidos a cirurgia de implantacdo do
sensor de telemetria. No grupo controle, um animal por caixa foi escolhido
para receber o implante e permaneceram isolados por 2 dias para melhor
recuperacdo pos operatoria, apos este periodo os animais retornaram para
suas respectivas caixas, e 0s registros de ALE € Tinemna foram iniciados
(Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquematica do protocolo de registro de ALE € Tiyema de
camundongos mantidos agrupados e isolados. As barras acima representam as fases
do ciclo de luz e escuriddo. Os circulos vermelhos representam os animais de cada
grupo que foram implantados com o sensor para registros de telemetria.

4.2.3. Experimento 3: Efeito do isolamento social sobre a atividade

temporal neuronial do NSQ.

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da perda da interacéo
social sobre as mudancas temporais de atividade dos neurénios do NSQ. Para
isso, os animais foram perfundidos transcardialmente no 28° e 29° dias de
isolamento ou agrupamento (n = 10), as 9:00 horas (ZT2) e 21:00 horas
(ZT14), para posterior analise imunohistoquimica da expressédo da proteina c-
Fos no NSQ (Figura 8).
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Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo de isolamento social seguido de
perfusdo transcardiaca, para avaliacdo da atividade temporal do NSQ.
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4.2.4. Experimento 4: Efeito do Isolamento social sobre a resposta de

foto-arrastamento induzido por protocolo de Jet lag

O objetivo deste experimento foi avaliar se a perda da interacdo social afeta
a resposta de foto-arrastamento ap0s uma alteracdo no ciclo de luz. Os
animais submetidos ao experimento descrito no item 4.2.2 foram utilizados
neste experimento. Deste modo, no 29° dia de isolamento ou agrupamento os
animais foram submetidos a um avanco de fase de 6 horas no ciclo de luz
durante sete dias, no qual as luzes passaram a ascender as 11:00 horas e
apagar as 23:00 horas. No 36° dia, os animais foram submetidos a um atraso
de fase durante sete dias, no qual as luzes voltaram a ascender as 17:00 horas
e apagar as 5:00 horas. No 43° dia, os registros foram interrompidos e colhidos
para posterior analise dos parametros do ritmo circadiano.
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Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo de Jet lag para avaliagdo da
resposta de foto-arrastamento de animais Agrupados e Isolados. As barras acima
representam os novos horarios de inicio da fase de luz e da fase de escuriddo durante
os periodos de avanco e atraso de fase, os quais perduraram por 7 dias cada.

4.3. Implantacao do sensor de telemetria e registro da Tinterna € ALE

No 15° dia do protocolo de isolamento ou agrupamento, 0S animais
foram implantados com o sensor de telemetria para registro da variacao

circadiana de temperatura interna (Tinema) € @ atividade locomotora (ALE),
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utilizando o programa de processamento e armazenamento de dados, Vital
View Software (VitalView ® Data Acquisition System, Software version 4.0). Os
animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina (cloridrato de
Cetamina, Cetamin 80 mg/Kg, i.p.) e xilazina (cloridrato de xilazina, Anasedan
16 mg/Kg i.p.) e cada animal recebeu um sensor de telemetria (modelo G2 E-
Mitter, Mini-MitterCompany, Sun River, OR, USA) na cavidade peritoneal. Foi
realizada uma incisdo na regidao ventral de aproximadamente 1 cm, e
posteriormente foi feita uma incisdo na linha Alba do musculo reto abdominal,
onde o sensor foi introduzido e fixado junto a parede interna do musculo. Os
animais foram administrados com o antibiotico cefalexina (34 mg/kg, via oral),
12 horas antes da cirurgia, imediatamente apdés e 12 horas apds o
procedimento. Ao término da cirurgia, também foi administrada uma injecéo s.c.
do analgésico antiinflamatério (Banamine ®, 50 mg/ml, Schering-Plough) na

dose de 1 mg/kg de peso corporal.

Cada caixa contendo o animal implantado com o sensor foi posicionada
sobre uma placa receptora (ER-4000 Energizer/Receiver, Mini-Mitter Company,
Sun River, OR, USA) conectada em série a um computador pessoal contendo o
software de aquisicdo de dados. Apenas um animal de cada caixa
correspondente ao grupo controle foi implantado com o sensor de telemetria.
Entretanto, apés a cirurgia estes animais foram mantidos sozinhos em caixas
individuais para uma melhor recuperacdo poés-cirirgica. Apdés dois dias de
recuperacdo, o0s animais foram acondicionados novamente em suas
respectivas caixas juntamente com seus coespecificos, permanecendo assim
até o fim do experimento. Os registros da Tinema € da ALE foram iniciados
assim que os animais foram colocados sobre os receptores. O movimento total
do animal é registrado a cada segundo gerando um valor de unidade arbitraria
que representa a ALE. A Tiwemna € registrada a partir de um termistor, cuja
freqiiéncia esta calibrada para detectar variacdes de temperatura da ordem de
0,1° C, sendo que aproximadamente 800 Hz indicam 37° C. Da mesma
maneira, estas frequéncias sao registradas a cada segundo gerando um valor

de frequéncia que é convertido em temperatura pela formula: In(F)= + aT.
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4.4. Testes comportamentais

4.4.1. Teste de preferéncia a sacarose

O TPS foi conduzido conforme descrito por LeGates (2012). O teste tem
cOmo premissa gque um menor consumo de sacarose € indicativo de
comportamento tipo anedobnico, ou seja, de uma perda e/ou atenuacdo da

sensibilidade a recompensa (PAPPET et al, 1991).

Um dia antes do teste os animais foram habituados a duas garrafinhas
contendo apenas agua, e nos proximos dois dias, a preferéncia a sacarose foi
avaliada. No inicio da fase de escuriddo, os animais foram expostos a uma
garrafa contendo uma solucéo de 1% de sacarose e outra contendo agua. Seis
horas apos o inicio do teste, as garrafas foram alternadas. Ao final da fase de
escuriddo, as garrafas foram retiradas, e no dia seguinte 0 mesmo protocolo
descrito anteriormente foi repetido. As garrafas foram pesadas no inicio e no
fim da fase de escuriddo a cada dia. Ao longo do teste os animais tiveram livre
acesso a racao. A preferéncia a sacarose sobre a agua, ou seja, 0 consumo de
sacarose dividido pela soma do total de agua acrescido pelo consumo de
sacarose [sacarose/(sacarose+agua)], foi utilizado como medida para a
sensibilidade a recompensa.

4.4.2. Teste do nado forcado

O TNF foi conduzido conforme descrito por LeGates (2012), com
algumas modificagdes. Os animais foram individualmente colocados em um
cilindro de vidro (17 cm de diametro x 27 cm de altura) contendo agua a
aproximadamente 25° C, durante 6 minutos, no inicio da fase de luz. O teste foi
registrado com uma camera de video para posterior analise da laténcia e

tempo de imobilidade de cada animal.

A premissa desse teste € de que o comportamento tipo depressivo é

mensurado pelo tempo de imobilidade e pela laténcia para o primeiro episédio
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de imobilidade ao longo do teste. Deste modo, um maior tempo de imobilidade
e uma menor laténcia, sdo indicativos de comportamento tipo depressivo
(PORSOLT et al, 1990).

4.4.3. Labirinto em cruz elevado

O LCE foi conduzido conforme descrito por Lister (1987). O teste tem
como premissa que o animal tende a explorar menos os bracos abertos quando
apresentam um comportamento tipo ansioso (LISTER, 1987; PELLOW et al.,
1985).

O aparato consiste em dois bracos abertos e dois bracos fechados opostos,
elevados a 45 cm do nivel do chdo. Os bracos abertos apresentam uma barra
lateral de 0,25 cm como protecao, evitando a queda dos animais. Os animais
foram colocados individualmente no centro do labirinto com a cabeca voltada
para um dos bragos abertos e seu comportamento avaliado durante 5 minutos,
no inicio da fase de luz. O teste foi registrado com uma camera de video
posicionada acima do labirinto para posterior analise do tempo de permanéncia
no braco fechado e no braco aberto. Foi considerado que o animal estava em
determinado braco quando as 4 patas se encontravam no braco

correspondente.

4.5. Perfusdo transcardiaca e preparacdo dos cérebros para

imunohistoquimica

Apdés 4 semanas de agrupamento e isolamento, os animais foram
anestesiados i.p. com uma sobredosagem de solucdo anestésica (ketamina (80
mg/kg) e xilasina (16 mg/kg), e perfundidos com 20 ml de tampé&o fosfato salina
(PBS) 0,01M, e em seguida, com 20 ml de paraformaldeido (PFA) 4% através
de um sistema de perfusdo. O procedimento ocorreu as 9:00 (ZT2) ou 21:00

(ZT14), horarios em que ocorrem 0 pico e o nadir de atividade dos neurdnios



40

do NSQ (MILLER; MCAULEY; PANG, 2005; SCHWARTZ et al., 1994). Apés a
perfusdo, os cérebros foram removidos e imediatamente pos-fixados em PFA
4% por aproximadamente 4 horas a 4°C. Em seguida, foram armazenados em
solucéo de sacarose 30% até a saturacdo, 0 que ocorre em aproximadamente
48 horas. ApOs a saturacdo, os cérebros foram congelados, mantidos por 1
minuto a -45°C em isopentano 99%, e imediatamente armazenados a -80°C até
serem fatiados.

Os cérebros foram fatiados em trés séries de secc¢des coronais de 40 pum
com um criostato mantido a -20°C. Foram adquiridas 3 séries da extenséo
rostrocaudal do NSQ de acordo com o Atlas de Paxinos e Franklin (1997). As
fatias foram mantidas em solugdo crioprotetora (PBS, sacarose 30%,
etilenoglicol 30%, PVP 1%) até serem utilizadas para imunohistoquimica.

4.6. Imunohistoquimica para c-Fos

Para a técnica de marcagdo do c-Fos foi utilizado o método free-floating.
Entre todas as etapas, as fatias foram lavadas em PBS 0,01M. Para remocéao
da solucao crioprotetora, as fatias foram inicialmente lavadas 10 vezes por 6
minutos. As fatias foram lavadas com glicina 0,1M com a finalidade de expor os
sitios antigénicos que podem ser mascarados pela fixacdo com PFA 4%, e, em
seguida, incubadas em Triton X-100 (TX-100) 0,4% para permeabilizacdo da
membrana celular facilitando a posterior difusdo dos anticorpos. A fim de
bloguear peroxidases enddgenas do tecido, as fatias foram incubadas em H,0,
1%, e posteriormente incubadas com albumina bovina (BSA 3%) para reduzir
ligacbes inespecificas dos anticorpos primario e secundario. As etapas
descritas até 0 momento foram realizadas a temperatura ambiente. Finalmente,
as fatias foram incubadas com o anticorpo anti-cFos (1:3000, Santa Cruz
Biotechnology, sc-253 anticorpo policlonal produzido em coelho) por
aproximadamente 48 horas a 4°C, e apés a lavagem com PBS, incubadas com
anticorpo secundéario (1:2000, biotinilado anti-coelho, anti-lgG, Vector
Laboratories) por 2 horas em temperatura ambiente. Os anticorpos foram
diluidos em solucéo contendo TX-100 0,3% e BSA1%.



41

ApOs a incubacdo com os anticorpos, as fatias foram lavadas e
posteriormente incubadas em avidina-biotina peroxidase (1:500 em PBS,
Vector Laboratories) durante 1 hora em temperatura ambiente. A marcacéo das
fatias foi revelada com solucdo contendo 3’diaminobenzidina-HCI (DAB, 0,2
mg/mL; Sigma-Aldrich), sulfato de niquel (Ni, 25 mg/mL) e H202 0,083 uL/mL
de solucdo de H202 30%) em Tris-HCL 0,05 M (pH 7,6), deixadas em imerséo
por aproximadamente 10 minutos. ApOGs a revelacdo, as fatias foram
posicionadas em laminas gelatinizadas, permitidas secarem ao ar ambiente,
desidratados em alcool e xilol, e em seguida cobertas com laminulas e fixadas

com entellan (Merck).

4.7. Obtencdo das imagens e contagem de células

Para quantificar o niamero de neurbnios imunorreativos para c-Fos,
foram utilizadas aproximadamente 5 seccdes coronais por animal referente as
porcdes anterior, medial e posterior do NSQ, correspondente a distancia de -
0,22 a -0,82 do bregma (PAXINOS; FRANKLIN, 1997). Foi utilizada a objetiva
de 10x e 20x para obtencdo das fotomicrografias bilaterais do NSQ no
microscopio Optico. Os neurbnios imunorreativos para c-Fos foram contados
manualmente com o uso do software ImageJ, sem conhecimento prévio do
grupo experimental analisado. Foram consideradas células imunorreativas
aquelas apresentando o nucleo corado em preto. O numero de células

positivas para c-Fos foi normalizado pelo numero de seccdes por animal.

4.8. Analise estatistica

Para confeccdo dos graficos e andlises estatisticas, foi utilizado o
programa GraphPrism 6 (San Diego, CA, EUA). Para a confeccdo dos graficos
polares, foi utilizado o programa Sigma Plot versdo 11.0 (San Jose, CA, EUA).

O intervalo de confianca foi de 0,05.
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Para analisar o efeito do isolamento social sobre os comportamentos
tipo depressivo e tipo ansioso, sobre o onset, offset, acrofase e amplitude de
ALE e Tinerna, SObre ganho de peso total, sobre a média total de ALE e Tinterna
na fase de luz e de escuriddo, bem como sobre o mapa de fase de ALE e
Tinterna, fOi utilizado o teste t-Student ndo pareado. A andlise de variancia de
duas vias seguido do teste de Bonferroni foi utilizada para a analise da
expressdo de c-fos no NSQ, delta do ganho de peso, variagao circadiana de
ALE e Tiema, bem como para analisar o tempo de arraste entre grupo
agrupado e isolado. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da
média (EPM). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
guando p<0,05. A analise da distribuicdo do onset, offset, e acrofase foram
realizadas pelo teste z de Rayleigh, o qual avalia o grau de dispersdo da

amostra.

Os actogramas e valores de onset, offset, acrofase e amplitude foram
adquiridas a partir do software ClockLab (Actimetrics, IL, USA), utilizando um
arquivo derivado dos registros de telemetria de ALE e Tinema de cada animal do
programa de processamentos e armazenamento de dados Vital View (item
4.3). Os registros foram agrupados em blocos de 2, plotados numa resolucéo
de 30 pontos por hora. Os actogramas foram construidos com a finalidade de
analisar os padrbes ritmicos de ALE e Tiwma. O programa utiliza o teste
estatistico Periodograma Qui-quadrado descrito por Sokolove e Bushell (1978)
para calcular o periodo do ritmo. Os valores de amplitude de ALE € Tinema
foram calculados como a diferenca entre os valores maximos (acrofase) e
minimos (nadir) encontrados no periodograma. A partir do programa Vital View
também foram extraidas planilhas contendo os valores de ALE € Tinterna
registradas a cada segundo para confecgdo dos graficos de variagéo circadiana
de ALE e Tinema € média total de ALE e Tiwerna Na fase de luz a fase de

escuridao.

Para calcular os horarios de onset e offset, o programa combina o padréo
de atividade a um modelo de 6 horas de inatividade seguido de 6 horas de alta
atividade (para onset, e o contrario para offset). Em outras palavras, é
determinado o limiar de registro considerado atividade ou repouso, sendo este

limiar tracado de acordo com o nivel de registro do percentil 20 (registros que
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excederam exatamente em 20% do total). Este registro de limiar de atividade é
entdo comparado ao modelo padrao de 6h/6h. Os dados obtidos em formato de
horas foram convertidos em minutos, e em seguida em angulo e média angular
através de um script desenvolvido para o programa MATLAB (MathWorks,
Natick, MA, USA) para a confeccdo dos graficos polares e gréficos de onset,
offset, e acrofase. Para a confeccéo dos graficos polares foi utilizada a média

angular do onset, offset e acrofase de cada dia de registro.


https://www.google.com.br/search?client=opera&hs=Tbv&q=Natick+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCq0LEtS4gAxS-JNC7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCKklRYQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiI9Ybs9_3VAhXB1CYKHdi2DWYQmxMIigEoATAQ
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do isolamento social sobre comportamentos relacionados

ao humor e sobre o ganho de peso

A permanéncia de roedores isolados de seus coespecificos pode levar a
comportamentos relacionados ao humor (KWAK; LEE; KAANG, 2009;
TAKATSU-COLEMAN et al., 2013; IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016). Dessa
forma, a primeira etapa do estudo consistiu em validar um protocolo de
isolamento social que induzisse alteracdes comportamentais. O isolamento
social de camundongos por 4 semanas aumentou a preferéncia a sacarose
(Figura 10 A), e néo interferiu com o tempo de permanéncia em cada um dos
bracos do LCE, nem tdo pouco com o numero de entradas no braco aberto
(Figura 10 B e C). No entanto, o isolamento social levou a um aumento no
tempo de imobilidade e uma menor laténcia para o primeiro episodio de
imobilidade no TNF (Figura 10 C). Em conjunto, estes resultados indicam que o
protocolo utilizado neste estudo induziu comportamento hedbnico e
comportamento de desamparo aprendido, mas nao comportamento tipo
ansioso. Além disso, este protocolo levou a uma reducdo acentuada do ganho
de peso corporal avaliado ao longo das 4 semanas (Figura 11B). O ganho de
peso nos animais isolados foi menor em compara¢do aos animais agrupados a

partir do final da segunda semana (Figura 11 A).
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Figura 11: Efeito do isolamento social sobre o ganho de peso corporal ao longo de 4
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5.2. Efeito do isolamento social sobre o ritmo circadiano de ALE e

Tinterna

Analisando a média de ALE e Tinema €M cada ZT ao longo de 8 dias de
registro, observamos que o isolamento social ndo alterou o perfil do ritmo
circadiano de ALE (Figura 12 A). Entretanto, observamos que 0s animais
isolados apresentaram uma diminuicdo da ALE total tanto na fase de luz
(Figura 12 B) quanto na de escuridao (Figura 12 C), sem alteragdo na
amplitude do ritmo de ALE (Figura 12 D).
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Figura 12: Efeito do isolamento social sobre a variagéo do ritmo de ALE na fase de luz
e escuriddo, e sobre a amplitude do ritmo de ALE. Média total de ALE por ZT
correspondente a 8 dias de registro de telemetria (A); média total de ALE durante a
fase de luz/repouso (B), e durante a fase de escuriddo/atividade (C). Amplitude do
ritmo circadiano de ALE (D). Dados sdo mostrados como média + EPM. **p<0,01
versus agrupado pelo teste t-student.
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Apesar da Tinerna CONtinuar apresentando variagdes ritmicas (Figura 13 A)
apés o isolamento social, observamos um aumento na amplitude destas
variacdes (Figura 13 D), sem alteragcbes na meédia de Tinerna €M ambas as
fases (Figura 13 B e C).

38.54
<
2'38.0*
w
@
o 375
(0]
=
2
£ 37.04
=
(]
o
@
E 36.54
= -®- Agrupado (n=5)
- Isolado (n=6)
0" TTTTT—T—T—T—T—T—T
ZTO0 ZT2 ZT4 ZT6 ZT8 ZT10 ZT12 ZT14 ZT16 ZT18 ZT20 ZT22
Zeitgeiber (h)
0 11 12 23
. z 2 1007 -
< 575 z <
=] : 2 3804 >
= f = S 8.0x10°-
£ 3701 3 37.57 =
© ] & ko
T 365 3 0] =
= . <]
= 5 3657 9
5] l 5 ()
£ ] £ 36.01 S
Y 355 5 =
@ 27 © i =
- j (n=6) o 0 (n=6) g (n=6)
g 35.0- . 3 350 . < ;
= Agrupado  Isolado = Agrupado  Isolado Agrupado Isolado

Figura 13: Efeitos do isolamento social sobre a variagdo do ritmo de Tinema Na fase de
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fase de luz/repouso (B), e durante a fase de escuriddo/atividade (C). Amplitude do
ritmo circadiano de Tiyema (D). Dados sdo mostrados como média + EPM. **p<0,01
versus agrupado pelo teste t-student.
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A avaliacdo de parametros do ritmo circadiano nos permite identificar o
horério de inicio (onset), de pico (acrofase) e do final (offset) em que uma
variavel ritmica aumenta a partir de seus valores basais. Esta analise € crucial
para entendermos a sincronia de fase de variaveis multiplas de um sistema
circadiano. Neste trabalho, utilizamos o célculo da dispersdo de cada um dos
parametros descritos por meio do teste z de Rayleigh. A direcdo das setas nos
graficos polares das figuras 14 e 15 indicam a média angular de cada
parametro e o tamanho indica o grau de dispersdo da amostra, quanto maior a
seta, menor a dispersdo da amostra; amostras com tamanho de seta menor
que o circulo representado no centro do grafico polar sdo consideradas
dispersas (PEZUK et al., 2012; MURPHY et al., 2013; PEZUK et al., 2014).
Nossos resultados mostram que o0 onset, acrofase e o offset da ALE concentra-

se num mesmo horario em ambos 0s grupos.

O ZTO corresponde ao horario em que as luzes ascendem, e ZT 12
corresponde ao horario em que as luzes apagam em ciclo de luz e escuriddo
padrdo de 12:12 h. O onset de ALE de ambos o0s grupos aconteceu por volta
do ZT12 (equivalente as 5:00 h, horario em que as luzes se apagaram, Figura
14 A e D), com acrofase entre os ZTs 18 e 19 (equivalente as 11:00 h e 12:00
h, Figura 14 B e E) e offset por volta do ZT1 (equivalente as 18:00 h, Figura 14
C e F). A andlise desses mesmos parametros para o ritmo de Tinerna, NO
entanto, mostrou que, embora ainda concentrados num horario especifico do
dia (Figura 15 A, B e C), o isolamento social levou a um avango no onset
(Figura 15 A e D), néo alterou a acrofase (Figura 15 B e E) e atrasou o offset
do ritmo de Tinema (Figura 15 C e F).
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Figura 14: Andlise de distribuicdo do onset (A), acrofase (B) e offset (C) de ALE
correspondentes a 8 dias de registro de telemetria de animais agrupados e isolados. A
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média = EPM.
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Figura 15: Andlise de distribuicdo de onset (A), acrofase (B) e offset de Tinema (C)
correspondentes de a 8 dias de registro de telemetria de animais agrupados e
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tamanho representa o valor de z calculado (teste z de Rayleigh). O circulo localizado
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como média + EPM. **p<0,01, ***p<0,0001 versus animais agrupados pelo teste t-

student.
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Por meio da analise do mapa de fase, podemos observar que o horario do
onset e offset do ritmo de ALE e Tinema NA0 se diferem nos animais agrupados
(Figura 16 A e C), enquanto que, sdo estatisticamente diferentes nos animais
isolados (Figura 16 B e D). Estes resultados indicam que o isolamento social
causa um desacoplamento entre o inicio (onset) e o fim (offset) de ALE e

Tinterna, OU S€ja, estes ritmos n&o estdo em sincronia de fase no grupo isolado.

A Agrupado B Isolado
Onset
ETT XS
Tinterna- ] Tinterna- HeH
ZT10 ZT11 ZT12 PARE ZT10 ZT11 ZT12 ZT13
Zeitgeiber (h) Zeitgeiber (h)
C D
Offset
ALEA - ALE-] —a—
*kk
Tinterna- —e— Tinterna- el
Z122 Z'II' 0 Z+2 Z'II' 4 ZT22 ZT0 ZT12 ZT4
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Figura 16: Efeito do isolamento social sobre o acoplamento do onset e offset de ALE e
Tintema €M animais agrupados e isolados. Painéis A e C mostram um mapa de fase de
animais agrupados, comparando o horario (representado em ZT) do onset e offset de
Tinema € ALE, respectivamente; e C e D mostram mapas de fase do grupo isolado.
Dados sdo mostrados como média + EPM. ***p<0,001, ****p<0,0001 versus animais
agrupados pelo teste t-student.
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5.3. Efeito do Isolamento social sobre o nimero de neurénios c-Fos+
no NSQ

A figura 17 mostra 4 fotomicrografias de secc¢bes coronais, na regido onde
se encontra 0 NSQ, imunomarcadas para a proteina c-Fos. Esta marcagéo esta
indicada por pontos pretos concentrados na regido nuclear dos neurdnios.
Claramente, ha uma maior expressao de c-Fos no ZT2 e menor no ZT14 no
NSQ dos animais agrupados. A contagem do namero de neurdnios marcados
em cada ZT e em cada grupo estudado revelou que, de fato, h4 uma variacéo
temporal na atividade neuronial da regido do NSQ (Figura 17 E) dos animais
agrupados. Esta variacdo é abolida pelo isolamento social; os animais isolados
mostraram uma reducdo no niumero de neurdnios c-Fos positivos por secao no
ZT2 (Figura 17 E).
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200~
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T
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Figura 17: Efeito do isolamento social sobre o numero de neurdnios c-Fos+ no NSQ
no ZT2 e ZT14 em animais isolados e agrupados. Fotomicrografias de seccdes
coronais marcadas pelo c-Fos com ampliagdo de 20x, de animais agrupados e
isolados no ZT2 (A e B, respectivamente) e no ZT14 (C e D, respectivamente).
Localizagdo da regido onde se localiza 0 NSQ na sua por¢do medial (bregma -0,46) de
acordo com Paxinos e Franklin (2001). Namero total de células no NSQ imunorreativas
para c-Fos (cFos+) (E). Dados sdo mostrados como média + EPM. **p<0,05, versus
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agrupado no ZT2, #p<0,01, versus agrupado ZT2 pelo ANOVA de duas vias seguido
pelo teste Bonferroni.

A figura 18 A mostra um esquema ilustrativo do corte coronal onde se
localiza 0 NSQ de acordo com o atlas de Paxinos e Franklin (2001), esta regido
foi mostrada de forma ampliada na figura 18 B para ilustrarmos a divisdo
morfofuncional do nucleo: regido DM e VL. A figura 18 C e D mostra uma
fotomicrografia de uma secéo coronal da regido onde se localiza o0 NSQ que
esta aproximadamente na porcdo antero-posterior indicada no esquema. A
contagem do numero de neurbnios das regides DM e VL apontaram que o
padrdao de expressdo de c-Fos foi o0 mesmo, ou seja, ambas as regifes
mostram um aumento da atividade neuronial no ZT2 gquando comparada ao
ZT14 nos animais agrupados (Figura 18 E e F). Este padrdo temporal foi
abolido pelo isolamento social (Figura 18 E e F). Assim, o efeito do isolamento
social sobre a atividade neuronial da regido que compreende o NSQ € o

mesmo nas diferentes divisdes morfofuncionais do NSQ.
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Figura 18: Efeito do isolamento social sobre o nimero de neurfnios c-Fos+ das
regibes DM e VL do NSQ no ZT2 e ZT14. Localizagdo da regido onde se localiza o
NSQ na sua por¢cdo medial (bregma -0,46) de acordo com Paxinos e Franklin (2001)
(A) e ampliacéo desta regiao (B). Fotomicrografias de secc¢des coronais marcadas pelo
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c-Fos, ampliacdo 10x (C) e 20x (D). Seccao coronal da regido onde se localiza 0 NSQ
€ mostrada com delimitacdes para as por¢cdes DM e VL de acordo com Abrahamson e
Moore (2001) (D). Numero total de células na por¢cao DM cFos+ (E) e VL (F) no ZT2 e
ZT14. Dados sdo mostrados como média + EPM. *p<0,05, versus agrupado no ZT2,
"p<0,05 agrupado ZT2 pelo teste de ANOVA de duas vias seguido pelo teste
Bonferroni.

5.4. Efeito do Isolamento social sobre a resposta de foto-
arrastamento

O efeito do isolamento sobre a plasticidade do sistema circadiano foi
avaliada pela andlise da resposta de foto-arrastamento. A figura 19 mostra
actogramas representativos de ALE e Tiiema de um animal agrupado e um
isolado em ciclos de 12 h de luz e 12 h de escuridao correspondentes a 26 dias
de registro. A partir do 29° dia do experimento (agrupamento ou isolamento) as
luzes foram acessas as 11:00 h e apagadas as 23:00 h por 7 dias (periodo de
avanco de fase). Claramente observamos um arraste de fase no ritmo de ALE
e de Tinerna (Figura 19 A, B, C e D).

AGRUPADO ISOLADO
A Onset de ALE C Onset de ALE

Ciclo regular

Avango de fase

Atraso de fase

B

D
Onset de Temperatura interna Onset de Temperatura interna

i
!

Ciclo regular

f

HiliL

Avango de fase

Atraso de fase e —— ——

Figura 19: Actogramas representativos do ritmo circadiano de ALE e Tiema de um
animal do grupo agrupado (A e B) e um animal do grupo isolado (C e D) antes e
durante o protocolo de Jet lag. Os pontos vermelhos representam o horario de onset
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de ambos os ritmos analisados. As barras brancas representam a fase de luz, e as
barras pretas representam a fase de escuriddo. Os numeros abaixo das barras
representam as horas do dia. As linhas horizontais representam os dias.

A analise do tempo de arrastamento mostra que os animais isolados
ajustam o inicio da ALE mais rapidamente do que o0s animais agrupados
(Figura 20 E). Nao houve diferenca para este parametro para o ritmo de Tinema
entre 0s animais agrupados e isolados (Figura 20 F).
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Figura 20: Efeito do isolamento social sobre a resposta de foto-arrastamento em
animais agrupados e isolados. Analise do tempo de arrastamento do ritmo circadiano
de ALE (A) e Tinema (B) ap0s protocolo de avanco de fase. Dados sdo mostrados como
média + EPM. **p<0,01, versus agrupados pelo teste ANOVA de duas vias seguido
pelo teste Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

O sistema circadiano de mamiferos tem a luz ambiental como seu
principal agente sincronizador. No entanto, sabemos que agentes nao-foticos,
tais como a interagdo social, desempenham papel importante para a
manutencdo da sincronia de fase dos multiplos ritmos circadianos do
organismo (GOLOMBECK; ROSENSTEIN, 2010; OSTER et al.,, 2017). O
presente trabalho utilizou do isolamento social como uma estratégia para
estudar a importancia da interacdo social sobre o sistema circadiano em
camundongos. O alojamento individual de roedores representa um estimulo
estressor que leva a alteracbes comportamentais, enddcrinas e imunes
(GAVRILOVIC; SPASOJEVIC; DRONJAK, 2010; GRECO et al., 1992). Dentre
as alteracbes comportamentais destacamos as relacionadas ao humor tais
como comportamento tipo depressivo, ansioso, e 0 aumento da agressividade
(GRECO et al., 1989; GRIPPO et al., 2014; IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016).
Frente a esse conhecimento, na primeira etapa do estudo, avaliamos o efeito

do protocolo de isolamento sobre comportamentos relacionados ao humor.

O isolamento social pode levar a um aumento no tempo de imobilidade
no TNF, comportamento que reflete uma falha na persisténcia da tentativa de
fuga diante de uma situacdo inescapavel, conhecido como comportamento de
desamparo aprendido (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002). Demonstramos que
a permanéncia de camundongos por 4 semanas isolados de seus
coespecificos aumentou o tempo de imobilidade no TNF, bem como diminuiu a
laténcia para o primeiro episédio de imobilidade. Corroborando com estes
resultados, Berry et al. (2012) demonstram que 3 semanas de isolamento
social ja é o suficiente para induzir aumento na imobilidade de camundongos
C57BI/6J adultos no TNF. Do mesmo modo, leraci, Mallei e Popoli (2016)
mostraram que camundongos desta mesma linhagem e submetidos ao mesmo
periodo de isolamento do nosso estudo, apresentam um maior tempo de
imobilidade no teste de suspensdo de cauda quando comparado aos animais
mantidos agrupados. Ambos os testes (nado forcado e suspenséao de cauda)
avaliam o comportamento de desamparo aprendido, o qual € inferido a partir do
tempo de imobilidade do animal durante o periodo de teste (POLLAK; REY;

MONJE, 2010). Deste modo, tais resultados corroboram com os achados do
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presente trabalho de que a perda da interacao social em camundongos adultos
leva a alteracdes comportamentais que podem ser explicadas por possiveis
alteracdes neuroquimicas, uma vez que ja foi descrito que o isolamento social
leva a uma diminui¢cdo nos niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro, ou
BDNF, em éareas limbicas como cortex pré-frontal, hipocampo, hipotalamo e
mesencéfalo (BERRY et al., 2012; IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016).

A anedonia compreende a perda ou diminuicdo do interesse por
atividades prazerosas, sendo um dos principais sintomas observados em
individuos depressivos. Desta maneira, perturbacdes no sistema de
recompensa do cérebro estdo relacionadas a este comportamento (POLLAK;
REY; MONJE, 2010; MINAMI et al., 2017). Sabe-se que 0 estresse social pode
provocar insensibilidade a recompensa em roedores, ou comportamento tipo-
anedonico, aspecto que pode ser demonstrado pela perda do comportamento
antecipatério para a recompensa a sacarose, revertido pelo tratamento com

antidepressivos ou pelo enriquecimento do ambiente (KAMAL et al., 2009).

Frente a esses conhecimentos, testamos o efeito do protocolo utilizado
de isolamento social sobre o comportamento tipo aneddnico, avaliado pelo
TPS. Contrario ao descrito pela literatura utilizando outras espécies de
roedores bem como diferentes periodos de isolamento (WALLACE et al., 2009;
TAKATSU-COLEMAN et al., 2013; SARGIN; OLIVER; LAMBE, 2016), nossos
resultados mostraram que o protocolo utilizado ndo induziu comportamento
tipo-aneddnico, ao contrario, os animais isolados apresentaram uma maior
preferéncia a sacarose em relacdo aos animais agrupados. Este resultado vai
de acordo com outros trabalhos nos quais foram utilizados camundongos
adultos de diferentes linhagens e com diferentes periodos de isolamento (3 e 4
semanas), onde 0s animais isolados apresentaram um maior consumo de
sacarose em relacao aos agrupados (COUDEREAU et al., 1999; BERRY et al.,
2012). Do mesmo modo, roedores isolados na adolescéncia apresentam um
consumo maior de sacarose quando testados neste periodo ou na fase adulta
(BRENES; FORNAGUERA, 2008; HONG et al., 2012), além de aumento no
consumo de alcool (LOPEZ, DOREMUS-FITZWATER; BECKER, 2011;
LOPEZ; LABER, 2015). Estes resultados sugerem que a perda da interacao
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social possivelmente altere vias neurais envolvidas no sistema de recompensa

em camundongos adultos, aumentando a escolha por experiéncias prazerosas.

Além disso, para que o consumo de 4gua e sacarose de cada animal
fosse mensurado, foi necessario alojar os animais do grupo controle (agrupado)
individualmente por 3 dias. Deste modo, possivelmente, o isolamento agudo
destes animais pode explicar o menor consumo de sacarose neste grupo, visto
que o isolamento por 12 horas ja foi mostrado suficiente em diminuir a
preferéncia a sacarose (TAKATSU-COLEMAN et al., 2013).

Diante desses resultados encontrados na literatura somados aos
apresentados aqui, sugere-se que perda do contato social pode aumentar a
busca a recompensa, como forma de compensar a falta de fontes prazerosas
como a propria interacdo social. Segundo Karkhanis et al. (2015), a ativacao da
comunicagdo glutamatérgica entre a amigdala basolateral e o nucleo
accumbens potencializa o comportamento de busca a recompensa, € 0
isolamento social parece potencializar essa sinalizacdo. Além disso, a
diminuicdo nos niveis de serotonina e aumento do seu turnover no cortex pré-
frontal e hipocampo provocado pelo isolamento social, tem sido associado com
aumento da procura por estimulos recompensantes como sacarose e etanol,
sugerindo que estas alteracbes estejam envolvidas no comportamento
hedbdnico causado pelo isolamento social (BRENES; FORNAGUERA, 2009).

Em roedores ainda, o0 isolamento social pode resultar em
comportamento tipo ansioso (KWAK; LEE; KAANG, 2009; TAKATSU-
COLEMAN et al., 2013; IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016). Assim, avaliamos
este comportamento pelo teste do labirinto de cruz elevado. O protocolo de
isolamento social utilizado em nosso estudo ndo acarretou em comportamento
tipo ansioso, uma vez que o tempo despendido nos bracos abertos e fechados,
bem como o numero de entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz nao
foi diferente entre os grupos de animais estudados. Diferente destes
resultados, 3 e 4 semanas de isolamento social induz comportamento tipo-
ansioso, analisado pelos testes do LCE e campo aberto (BERRY et al., 2012;
IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016; LANDER; LINDER-SHACHAM; GAISLER-
SALOMON, 2017). No entanto, no presente trabalho ndo foram analisados
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outros parametros durante o teste utilizado, como 0s comportamentos
encaixados na categoria de “Avaliagao de risco” como, por exemplo, mergulho
da cabeca abaixo do nivel do labirinto, postura alongada, exploragdo do final do
braco aberto, e exploracdo com a cabeca e ombros do braco aberto ou centro
(SAITO; BRANDAO, 2015). A andlise destes parametros pode revelar uma
diferente conclusdo sobre o efeito do protocolo utilizado sobre o

comportamento tipo-ansioso ou corroborar com os resultados ja obtidos.

Sabe-se que os efeitos neuroquimicos e comportamentais do isolamento
social sdo determinados por alguns fatores importantes, tais como a fase de
desenvolvimento do animal, género, tempo de isolamento, espécie e linhagem
(HALL, 1998; SCHILLER et al., 2003; SILVA et al., 2011; HONG et al., 2012). A
idade do animal parece ser um fator determinante sobre o efeito do isolamento
social, visto que eventos estressantes no inicio da vida de roedores
sabidamente induz alteracbes comportamentais (HALL, 1998), sendo que em
roedores adultos o efeito do isolamento social tem sido menos investigado.
Levando em consideracao estas informacdes e que cada teste comportamental
avalia um aspecto das alteragcdes comportamentais relacionados ao humor,
concluimos que nosso protocolo € capaz de induzir comportamento tipo-

depressivo e hedbdnico, mas nao tipo ansioso.

No presente trabalho, apds 4 semanas de isolamento social, os animais
isolados reduziram drasticamente o ganho de peso corporal, provavelmente,
como resultado de alteracdes fisioldégicas induzidas pelo isolamento,
relacionadas as respostas ao estresse. Dados conflitantes na literatura
mostram que o isolamento social em roedores pode induzir alteracdes no eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (eixo HHA), podendo provocar aumento (GRECO
et al., 1992; PERELLO et al., 2006), diminuicio (MIACHON et al., 1993;
IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016) ou nenhuma alteracdo nos niveis de
corticosterona (STRANAHAN, KHALIL; GOULD, 2006; LOPEZ; LABER, 2015).
Sabe-se que niveis elevados deste horménio provocam diminuicdo no ganho
peso (JOHNSON; FOURNIER; KALYNCHUK, 2006; CHAN et al., 2017) e que
comportamentos de busca por recompensa ou de hedonia estao relacionados

com alteragcdes nos niveis plasmaticos de corticosterona em situacbes de
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estresse (DEROCHE et al., 1992), assim sugerimos que o protocolo utilizado
neste trabalho possa ter induzido aumento nos niveis deste hormdnio nos
animais socialmente isolados, que podem explicar a diminuicdo no ganho de

peso corporal, assim como o aumento da preferéncia a sacarose.

Por outro lado, o isolamento social induz aumento nos niveis de leptina
em humanos (HAFNER et al., 2011) e roedores, além de um avango no horario
de pico deste hormonio (PERELLO et al., 2006). Sabe-se que a leptina € um
hormonio produzido e liberado pelos adipdcitos, tendo como uma das suas
principais funcdes o controle da homeostase energética e da ingestdo de
alimentos. Portanto, niveis elevados de leptina induzem saciedade, diminuicédo
da ingesta e, consequentemente, do ganho de peso (KALSBEEK; FLIERS,
2013). Adicionalmente, a leptina leva a um aumento do gasto energético e a
uma diminuicdo do ganho peso de maneira independente da ingestdo de
alimentos, via ativacdo de neurbnios no hipotdlamo dorsomedial, que por sua
vez, aumentam a ativacdo simpatica no tecido adiposo marrom aumentando a
termogénese (REZAI-ZADEH et al., 2014; TIMPER; BRU, 2017). Portanto, o
isolamento social possivelmente desencadeia um aumento nos niveis de
leptina, o que explicaria a diminuicdo do ganho de peso no grupo isolado, via
aumento na termogénese e no gasto energético. Portanto, a perda da pista
social pode ter ocasionado alteracbes em hormonios relacionados com o gasto
energético, saciedade e ganho de peso, influenciando na busca por alimento

ou no metabolismo basal. Estas variaveis necessitam de futuras investigacoes.

Os ritmos circadianos de ALE e de Tinema interna sdo mantidos gracas a
atividade dos neurbnios do NSQ (STEPHAN; ZUCKER, 1972; FRIEDRICH,
1977), sendo considerados, portanto, eventos de saida do relégio central.
Como esperado, no presente estudo mostramos que 0s animais estudados
apresentaram ritmicidade nos parametros de ALE e Tinema, UMma vez que eles
foram mantidos em ciclo de luz e escuridédo padréao (12:12h). Entretanto, apés o
isolamento social, foi observada uma diminuicdo na ALE total, tanto na fase de

luz quanto na de escuriddo, sem interferéncia na amplitude do ritmo de ALE.

O ritmo de ALE deve-se as ac¢Oes da prokinectina 2 (PK2) em regular as
variacOes circadianas de atividade neuronial do NSQ (CHENG et al., 2002;
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ZHOU; CHENG, 2005; LI et al., 2006; REN et al., 2011). Os niveis de RNAm de
PK2 oscilam de maneira circadiana no NSQ de roedores em ciclo de luz e
escuriddo ou em escuriddo constante, sendo seus niveis elevados durante o
dia e menores durante a noite em roedores noturnos (CHENG et al., 2002). A
administracao intracerebroventricular de PK2 durante a noite subjetiva em ratos
suprime a ALE nesses animais na roda de atividade, além de aumentar a ALE
durante a fase de luz no dia subsequente (CHENG et al., 2002). Li et al. (2006)
demonstraram que camundongos nocautes para PK2 apresentam diminuicéo
na ALE na roda de atividade, bem como no ciclo sono e vigilia, temperatura
corporal, niveis de glicose e glicocorticoides e na expressdo de genes de
relégio no figado. Além disso, alteragbes em neurbnios contendo AVP,
localizados especialmente na regido DM do NSQ, provocam diminuicdo na
expressdo do RNAmM de PK2, bem como alteracdes no ritmo circadiano de ALE
e no ciclo sono e vigilia (LI et al., 2009; MIEDA et al., 2015), sugerindo uma
participacdo da AVP e PK2 sobre os ritmos circadianos de ALE.

Frente a essas informacdes, é possivel que a diminuicdo na ALE total
observado em camundongos socialmente isolados no presente trabalho, tenha
sido ocasionada devido a uma alteracdo nos neurdnios expressando AVP e
PK2 (em nivel de proteina, RNAmM ou receptores correspondentes)
especialmente na regido DM do NSQ, uma vez que também observamos uma
diminuicdo na alteracdo na atividade neuronial nesta regido no grupo isolado.
Adicionalmente, a habenula lateral (LHb), regido cerebral que recebe projecdes
das ipRGCs (HATTAR et al., 2006), e possivelmente do NSQ, expressa
receptores de PK2 (SAKHI et al., 2016) e parece estar envolvida na regulacéo
da ALE circadiana, uma vez que a atividade na roda durante a fase de luz
aumenta a expresséo de c-Fos nesta regido, e que a transeccao da principal
via eferente da LHb leva a diminuicdo na atividade na roda e aumento na
atividade locomotora geral em hamsters (PAUL; INDIC; SCHWARTZ, 2011).
Deste modo, outra possivel causa dos resultados observados na ALE total
neste trabalho pode ter sido ocasionada por alteragcdes de vias que se projetam

para a LHb, possivelmente através da PK2.

O isolamento social desencadeou um aumento na amplitude do ritmo de

Tinterna, S€M interferir na média de Tinerna Na fase de luz e de escuridao. Outro
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protocolo de estresse social (o protocolo de derrota social), amplamente
utilizado para investigar mecanismos envolvidos em transtornos de humor,
provoca reducdo da ALE e, ao contrario do que foi observado no presente
estudo, uma reducdo na amplitude do ritmo de Tiema (MEERLO et al., 1996,
1997), resultado semelhante ja foi observado em humanos depressivos
(SOUETRE et al.,, 1988). Portanto, o estresse social parece desencadear
perturbacdes nos parametros do ritmo circadiano de Tinema-

A analise dos parametros do ritmo circadiano de onset, offset e acrofase
de ambas variaveis (ALE e Tinema), Mostraram que o isolamento social foi
capaz de avancar o inicio (onset) e de atrasar o final (offset) do ritmo de Tinterna,
sem alteracdes destes parametros no ritmo de ALE. Uma vez que tais
parametros refletem o padréo de ritmicidade da oscilacao circadiana de ALE e
Tinterna, € Qque estas variaveis sao controladas pelo NSQ, € esperado que eles
ocorram em sincronia, visto que o aumento na temperatura corporal ocorre
pouco antes do inicio da fase de atividade e diminui no inicio da fase de
repouso (HONMA et al.,, 1988; REFINETTI; MENAKER, 1992; RAMIREZ-
CORONA et al.,, 2015;). Portanto, a comparacdo destes parametros para
ambos 0s ritmos mostram um desacoplamento entre os ritmos de ALE € Tintema
provocados pelo isolamento, resultados que fortemente sugerem um efeito do

isolamento social sobre o relégio central.

De fato, a andlise da atividade neuronial do NSQ, por meio da
quantificacdo do nimero de neurbnios c-Fos+, mostrou que o isolamento social
€ capaz de reduzir a atividade destes neurénios. Além de ser capaz de abolir
as variacdes temporais de atividade neuronial observadas neste nucleo. Este
efeito do isolamento social sobre a atividade dos neurdnios do NSQ foi
observado em ambas as divisbes morfo-funcionais deste nucleo. Uma vez que
ambos 0s grupos experimentais foram acondicionados a um ciclo de luz e
escuridao 12:12 h, era esperado o resultado observado no grupo controle, no
qual ocorreu um aumento na expressao de c-Fos no ZT2 e diminuicdo no ZT14
(SCHWARTZ et al., 1994). Pelo fato de termos avaliado a expressao de c-Fos
apenas em dois horarios do dia, é possivel que o isolamento social possa ter
causado um arraste no pico de expressdo de c-Fos. Somente a analise em

outros horarios do dia pode confirmar esta hipoétese.
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Embora ambos os ritmos circadianos, ALE € Tinema, S€jJam determinados
pela atividade dos neurdnios do NSQ, nosso estudo, mostrou que somente o
ritmo de Tinema €St& alterado, corroborando com as alteracdes na atividade do
NSQ observadas no grupo de animais isolados. A Tiema depende de
mecanismos de regulacdo homeostaticos, além dos mecanismos circadianos.
Por exemplo, a interagdo com o coespecifico é parte do repertorio de
comportamentos necessarios para a termorregulagdo (NAGASHIMA et al,.
2000). O isolamento social remove este componente. Dessa forma, para
manter a mesma Tinema O @animal pode ter desencadeado outros mecanismos
termorregulatérios, como por exemplo, um aumento na termogénese pelo
tecido adiposo marrom. Isto pode ser verdade, em parte, quando observamos
uma diminuicdo acentuada no ganho de peso corporal nos animais isolados e
um aumento na amplitude do ritmo de Tiwema. A analise experimental da
termogénese (através da determinacdo do consumo de O2, peso do tecido
adiposo marrom e dosagem da uncouple chain protein, UCP-1) confirmaria

esta hipotese.

A diminuicdo de células imunorreativas no NSQ para c-Fos no ZT2
(inicio da fase de luz) no grupo isolado pode sugerir uma possivel alteracdo na
atividade dos neurdnios expressando VIP e AVP nas regibes VL e DM,
respectivamente. Adicionalmente, uma vez que a regido VL recebe projecdes
do TRH e, consequentemente, informacdes sobre o fotoperiodicidade
ambiental, uma perturbacédo na recepcao fética pelos neurénios da regido VL
pode ter ocasionado na queda de atividade neuronial desta regido, e
consequentemente, levando a diminuicdo da atividade neuronial na regiao DM.
Sabe-se que o peptideo ativador de adenilato ciclase na pituitaria (PACAP) e 0
neurotransmissor glutamato estdo envolvidos nesta comunicacdo, portanto
alteracbdes a nivel destas duas moléculas podem afetar a transmisséo de

informacgao luminosa ao NSQ.

Estimulos néo-féticos, tal como a interagcdo social, podem afetar a
atividade neuronial do NSQ por meio de projecdes aferentes originadas do IGL
e rafe medial, ou indiretamente do nucleo da rafe dorsal. Deste modo, alguns
neuropeptideos tém sido associados com o arrastamento por estimulo néo-

foticos: neuropeptideo Y (NPY); a partir a IGL e a serotonina (5-HT); a partir do
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nacleo dorsal/medial da rafe (YANNIELLI; HARRINGTON, 2004; GLASS et al.,
2010; MISTLBERGER; ANTLE, 2011). Uma vez que as projecOes aferentes
vindas dessas duas regibes alcangam principalmente a regido VL do NSQ
(ABRAHAMSON; MOORE, 2001), é possivel sugerir que a perda da interacao
social possa provocar alteragcdes na atividade ou na transmissdo sinaptica

entre essas regides e o NSQ.

Além disso, a 5-HT é considerada um importante neurotransmissor
envolvido no funcionamento do reldgio central, visto que o NSQ é densamente
inervado por projecbes serotoninérgicas provenientes do ndcleo mediano da
rafe (MORIN; BLANCHARD; MUSCAT, 2006). Ratos adultos alojados
individualmente por cinco semanas apresentam mudancas significativas no
ritmo circadiano de 5HT no hipotdlamo, no qual foi observado um atraso de
fase no seu horério de pico, e no seu precursor triptofano e metabdlito acido 5-
hidroxiindoleacético (5HIAA) ocorreu avanco de fase, sendo tais alteracGes
revertidas pelo tratamento com o antidepressivo triciclico imipramina (GRECO
et al., 1989, 1990).

Jéa foi descrito que o isolamento social pode acarretar em diminuicdo na
densidade de receptores serotoninérgicos em diversas regides cerebrais,
incluindo o hipotalamo (SCHILLER et al., 2003), os quais ja foram identificados
no NSQ, como o0s receptores 5-HT;an (autoreceptor de neurbnios
serotoninérgicos ou poés-sinaptico) e 5-HT,a (poés-sinaptico) (DUDLEY;
DINARDO; GLASS, 1998; MISTLBERGER; ANTLE, 2011). Adicionalmente, o
receptor 5-HT;a (e 5-HT7) parece ser importante para a magnitude da mudanca
de fase induzida pela luz e por estimulos nao-féticos (através da administracéo
do agonista de 5-HT147) (DUDLEY; DINARDO; GLASS, 1998; MISTLBERGER;
ANTLE, 2011; HORIKAWA et al., 2000; YANNIELLI; HARRINGTON, 2004;
MISTLBERGER; ANTLE; MILLER, 2000). Diante dessas informacdes, &
possivel que as alteracbes na atividade neuronial do NSQ observados nesse
trabalho tenham sido ocasionadas por alteracbes na transmissao

serotoninérgica a nivel hipotalamico.

O isolamento social interferiu com a plasticidade do sistema circadiano

em se ajustar as alteracdes no foto-periodo. Os animais isolados ajustaram o
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seu onset de ALE mais rapidamente apdés um adiantamento (avango) no
horario em que as luzes foram acesas. Estes resultados mostram que a falta da
pista social permite uma resposta mais rapida do sistema a pista de luz,
indicando uma modulacéo entre os zeitegeber féticos e néo féticos na geracéo

dos ritmos de ALE.

A expressao de VIP no NSQ é prontamente aumentada em resposta a
luz, gerando ajustes de fase entre os neurdnios do NSQ e reposta de arraste
ao novo ciclo de luz no animal como um todo, por meio das eferéncias do NSQ
para varias regibes cerebrais (VOSKO et al., 2007). A administracdo de VIP
diretamente no NSQ induz um ajuste mais rapido do onset de ALE apos 8
horas avanco de fase (AN et al., 2013), resultado semelhante ao observado em
Nossos experimentos, onde o isolamento social levou ao um ajuste mais rapido
no protocolo de Jet lag. Outro trabalho demonstra a influéncia de receptores
vasopressinérgicos sobre o foto-arrasatamento. Camundongos tratados com
antagonista dos receptores Vl1a e V1b e camundongos nocautes para ambos
0s receptores também arrastam seu ritmo de ALE mais rapidamente do que 0s
animais selvagens ap6s avanco de fase (YAMAGUCHI et al., 2013). Estes
dados da literatura indicam que uma perturbacdo na sincronia entre 0s
neurénios do NSQ, via alteracdo de VIP ou AVP, pode induzir alteracdes no
arrastamento fético em roedores, levando a hipotese de que o isolamento
social possa ter provocado tais perturbacdoes (AN et al.,, 2013; YAMAGUCHI,
2013).

O impacto da dessincronizacdo do relégio biolégico sobre
comportamentos relacionados ao humor ja foi analisado na literatura. Ratos
mantidos por oito semanas em condi¢cdes de luz constante apresentam um
comportamento tipo ansioso e tipo depressivo ainda mais acentuado em
relacdo aos animais mantidos em escuro constante pelo mesmo periodo de
tempo. Além disso, esses animais apresentam uma nitida dessincronizagédo do
relogio biologico, representada pela perda do ritmo de atividade locomotora; de
secrecao de corticosterona e melatonina; e diminuida expresséo de c-Fos no
NSQ, resultados que indicam uma possivel perda da funcdo do marcapasso
central de sincronizar a ritmicidade como um relégio biolégico (TAPIA-OSORIO

et al., 2013). Outro exemplo de como a perturbacdo do relégio biologico pode
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acarretar em alteracbes comportamentais, vem do trabalho de LeGates et al.
(2012), no qual camundongos expostos a um ciclo de luz e escuriddo anormal
com duragcdo de 7 horas (3.5:3.5h claro/escuro) apresentam um
comportamento tipo depressivo além de déficits cognitivos. Apesar disso,
mantiveram o ritmo circadiano de liberacdo de corticosterona e nao
apresentaram alteracdo na ritmicidade do relégio central ou periférico. No
entanto, esse controle no humor e na cogni¢ao pela luz ocorre, possivelmente,
por uma via envolvendo as ipRGCs, uma vez que camundongos nocautes para
estas células ndo apresentaram tais alteracbes comportamentais durante o
ciclo anormal, indicando que estas células influenciam areas cerebrais do

sistema limbico envolvidos no controle do humor e cognicéo.

Demonstramos que, o isolamento social por 4 semanas leva a
comportamento de desamparo aprendido e hedbnico, além de alteracdes
importantes no funcionamento do sistema circadiano. Dentre estas alteracfes
destacamos a perda da atividade temporal dos neurdnios do NSQ, a perda de
sincronia de fase entre os ritmos de ALE e Tinemna, € O rapido ajuste a um
adiantamento do fotoperiodo. Nossos resultados ampliam o entendimento do
funcionamento do sistema circadiano do ponto de vista da interpretacdo dos
organismos as pistas ambientais, além de ampliar o escopo dos mecanismos

gue estao alterados em alteragbes comportamentais relacionadas ao humor.
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7. CONCLUSAO

A figura 21 ilustra o papel dos diferentes zeitgeber ndo-foticos (interacéo
social, exercicio, hormdnios, atividade locomotora, temperatura corporal,
alimentacdo) sobre o sistema circadiano. A luz é o principal zeitgeber
externo, responsavel por sincronizar, via NSQ, os demais zeitgebers, os
quais, por sua vez atuam como agentes reforcadores dos ritmos circadianos
dos diferentes o6rgdos (tecido adiposo, trato gastrointestinal, adrenal,
musculo, areas do sistema nervoso central). Mostramos de forma pioneira o
impacto da falta de um agente sincronizador sobre outros agentes, tais
como os ritmos de atividade/repouso e de temperatura corporal, bem como
sobre a atividade do NSQ. A falta de um ou de varios destes
sincronizadores observada pelos habitos contemporaneos (sedentarismo,
trabalhos noturnos, estresse, perturbacdo do sono, dietas ricas em gordura
e acucar, alimentacdo em horarios inapropriados, uso exacerbado de
midias sociais) prejudica o funcionamento do sistema circadiano. Nosso
estudo também acrescenta o isolamento social como um fator que pode

prejudicar este funcionamento.

Frente aos resultados observados neste trabalho, concluimos que, em
camundongos, a perda da interacdo social induz perturbacdes no reldgio
bioldgico e afeta o mecanismo de foto-arrastamento, possivelmente devido
a perturbacdes na funcdo do relégio central, podendo contribuir para a

causa de alteracdes relacionadas ao humor.
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Figura 21: Participacdo dos zeitgebers nao-foticos, como agentes reforcadores que
potencializam a sincronizacéo do sistema circadiano. Painel A: O NSQ é sincronizado
principalmente pelo ciclo de luz e escuriddo ambiental, que compreende o principal
sincronizador do sistema circadiano. O NSQ, por sua vez, encaminha informacdes
temporais para outras regibes do cérebro, bem como para tecidos periféricos. Tais
osciladores periféricos sao arrastados pelo NSQ, e complementam a propagacéo e a
fisiologia de determinados ritmos internos, tais como os ritmos hormonais, atividade e
repouso (ou sono e vigilia), temperatura corporal, alimentagcdo e interagdo social.
Estes ritmos, por sua vez, atuam como agentes (ou zeitgebers) reforgadores da
sincronizacao do relégio biolégico com o0 meio externo, sendo que a importancia e o
impacto destes diferentes zeitgebers serdo especificos para tipos de células, tecidos,
organismos e ambientes. No presente trabalho, investigamos o impacto da perda de
um dos agentes reforcadores do reldgio, a interagdo social, sobre a atividade do
relégio central e sobre dois outros agentes, o ritmo de atividade e repouso e de
temperatura corporal em camundongos (indicados pelas setas vermelhas). O
aumento na espessura da seta preta circular signfica que, a medida que os diferentes
ritmos internos ocorrem de maneira adequada e alinhada com o meio externo, maior
serd a sincronia e mais adequado sera o funcionamento do reldgio biolégico. Painel B:
O estilo de vida contemporaneo tem contribuido para a instabilidade dos zeitgebers
externos e internos. A exposicado aos zeitgebers em horarios inadequados, ou seja,
fora da fase do relégio, faz com que os varios ritmos controlados pelo relégio sejam
arrastados para a fase de exposicdo a estes zeitgebers, causando assim um
desalinhamento do reldgio bioldgico com o ambiente. Isto resulta em perturbacdo na
funcdo antecipatéria do reldgio biolégico, prejudicando a resposta de arrastamento
diante de mudancas no ambiente, bem como dessincronizacdo interna do rel6gio
biol6gico como um todo. (Adaptado de West e Bechtold, 2015). Arc, nucleo arqueado;
TC, tronco cerebral, BO, bulbo olfatério; HDM, hipotalamo dorso-medial, Hipoc,
Hipocampo; TGI, trato gastrointestinal; TAB, tecido adiposo branco; TAM, tecido
adiposo marrom.
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