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RESUMO
A adolescéncia € marcada por mudancas neuronais e cognitivas que possibilitam o
desenvolvimento saudavel dos individuos. A falta de socializa¢do pode ter resultados
negativos duradouros, incluindo maior vulnerabilidade a ansiedade e ao uso de
drogas. Sabendo que roedores tém na interacao social um refor¢cador natural, e aliada
a ideia de que a ocitocina possui acdo moduladora do comportamento social, a
presente dissertacdo buscou investigar o comportamento social de animais
estressados por isolamento social e sua relagdo com o sistema ocitocinérgico,
destacando a escolha dos animais entre dois reforcadores, interagcdo social e
substancia de abuso (metilfenidato). Para isso foram realizados dois estudos. O
primeiro foi uma meta-analise com o objetivo de elucidar o efeito do isolamento social
no sistema ocitocinérgico e no comportamento de ratos e camundongos. Apoés, foi
realizado um estudo experimental para avaliar os efeitos da privacao social na escolha
entre interacdo social e metilfenidato. Para isso, 78 ratos Wistar adolescentes
(PND21-57) foram distribuidos igualmente em 3 grupos pareados por sexo: Agrupado
(GH: group-housed), Isolado (ISO) e Estimulo (ST: Stimulus). Apenas o grupo 1SO foi
submetido ao isolamento social, pela duracdo total do experimento, enquanto 0s
animais GH e ST foram mantidos em gaiolas com 3 a 4 animais. Entre os dias 35 e
47 de vida dos animais foi realizada sensibilizacdo ao metilfenidato (2.5 mg/kg), e
entre os dias 51 e 56 foram realizados procedimentos de condicionamento ao local,
condicionando a droga (metilfenidato) a uma camara e interacdo social a outra
camara. No dia 57 de vida os animais foram submetidos ao teste de preferéncia por
local, de modo a expressar comportamento de escolha entre a camara condicionada
a droga ou a interacdo social. Os parametros atividade locomotora dos animais,

comportamento tipo-ansioso e memoria de curto prazo também foram avaliados.
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Como resultado, no primeiro estudo verificamos que o isolamento social reduziu o
ndamero de receptores ocitocinérgicos em diversas areas encefalicas e aumentou
comportamentos agressivos e tipo-ansiosos nos animais pesquisados. No segundo
estudo, encontramos que o isolamento social causou preferéncia a interagdo social
apenas em ratos machos, enquanto nédo foi evidenciada preferéncia por metilfenidato
em nenhum grupo. Em relagé@o as demais variaveis comportamentais, verificamos que
houve uma reducdo do comportamento tipo-ansioso de fémeas isoladas apenas.
Desta forma, entendemos que o contato social pode ser compreendido como um
reforcador potente, superando (machos ISO) ou se igualando (machos GH e fémeas
GH e ISO) a droga. Ademais, a influéncia dos receptores de ocitocina neste processo
€ desconhecida, visto que a hipétese inicial era de que reducdo no nimero destes
receptores em animais isolados, evidenciado no primeiro estudo, levaria a uma
reducdo na busca por interacao social. Sugere-se uma investigacéo detalhada desses
processos especialmente em fémeas, ja que foi encontrada diferenca entre sexos no
estudo experimental, mas uma analise separada por sexos nao foi possivel na meta-

analise pelo uso nédo frequente de fémeas em estudos experimentais.

Palavras-chave: Isolamento Social; Adolescéncia; Ocitocina; Metilfenidato; Ratos

Wistar
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ABSTRACT

Adolescence is marked by neuronal and cognitive changes that enable the healthy
development of individuals. Lack of socialization can have long-lasting negative
outcomes, including increased vulnerability to anxiety and drug use. Knowing that
rodents have social interaction as a natural reinforcer, and allied to the idea that
oxytocin has a modulating impact on social behavior, the present dissertation sought
to investigate the social behavior of animals stressed by social isolation and its
relationship with the oxytocinergic system, highlighting the choice of animals between
two reinforcers, social interaction and substance of abuse (methylphenidate). In this
sense, two studies were carried out. The first was a meta-analysis aiming to elucidate
the effect of social isolation on the oxytocinergic system and on the behavior of rats
and mice. Afterwards, an experimental study was carried out to evaluate the effects of
social isolation on the choice between social interaction and methylphenidate. For this,
78 adolescent Wistar rats (PND21-57) were equally distributed in 3 sex-paired groups:
Group-housed (GH), Isolated (ISO), and Stimulus (ST). Only the ISO group was
subjected to social isolation, which lasted for the entire duration of the experiment,
while the GH and ST animals were kept in cages with 3 to 4 animals. Sensitization to
methylphenidate (2.5 mg / kg) was performed between days 35 and 47; and place
preference conditioning was performed between days 51 and 56, conditioning the drug
(methylphenidate) to a chamber and social interaction to the other chamber. On day
57, the animals were submitted to a conditioned place preference test, in order to
express preference behavior towards the drug-conditioned or social interaction-
conditioned chambers. The animals' locomotor activity, anxious-like behavior and
short-term memory were also evaluated. As a result, in the first study we found that
social isolation reduced the number of oxytocinergic receptors in several brain regions

and increased aggressive and anxious-like behaviors in the animals studied. In the
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second study, we found that social isolation caused a preference for social interaction
only in male rats, while no preference for methylphenidate was evidenced in any group.
Regarding the other behavioral variables, we found that there was a reduction in the
anxious-like behavior of ISO females only. In this way, we understand that social
interaction can be understood as a potent reinforcer, overcoming (ISO males) or
equaling (GH males and GH and ISO females) to the reinforcing power of the drug.
Furthermore, the influence of oxytocin receptors in this process is unknown, since it
was hypothesized that the reduction in the number of these receptors in isolated
animals, evidenced in the first study, would lead to a reduction in the search for social
interaction. A detailed investigation of these processes is suggested, especially in
females, since a difference between sexes was found in the experimental study, but a
separate analysis by sex was not possible in the meta-analysis due to the tttttttttt use

of females in experimental studies.

Keywords: Social Isolation; Adolescence; Oxytocin; Methylphenidate; Wistar Rats
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo apresenta como tema principal o impacto do estresse na
adolescéncia na escolha entre dois reforcadores: interacdo social ou droga de abuso.
Considerando a associacdo do sistema ocitocinérgico com o comportamento de
socializacdo (Insel, 2000), e evidéncias de que animais estressados possuem
limitacbes em relacéo a socializacdo (Hodges et al., 2017) e alteracbes no sistema de
recompensas (Fosnocht, Lucerne, Ellis, Olimpo, & Briand, 2019), hipotetizamos que
animais estressados apresentariam alteracdes no sistema ocitocinérgico, levando a
uma diminui¢do da busca por comportamento social. Para isso, comparamos a busca
de animais por socializacdo a busca por uma droga de abuso (metilfenidato, ou
Ritalina®) por meio do teste de preferéncia por local com estimulos condicionados

concomitantes.

A presente dissertacéo foi estruturada e redigida obedecendo o modelo de
organizacéo por artigos. Desta forma, é apresentada uma introducdo geral aos temas
trabalhados na dissertacdo no Capitulo 1. Em seguida, sdo apresentados os artigos
cientificos originados de dados obtidos com o presente estudo (Capitulos 2 e 3). O
Capitulo 2 consiste em uma revisdo sistematica e meta-analise sobre o impacto do
estresse por isolamento social no sistema ocitocinérgico de ratos e camundongos,
intitulado “Impact of social isolation on the oxytocinergic system: A systematic review
and meta-analysis of rodent data”, publicado em fevereiro de 2022 na revista cientifica
“Neuroscience & Biobehavioral Reviews”. O Capitulo 3 se refere ao estudo principal
da presente dissertagcdo, onde € relatado o estudo experimental que buscou comparar

a valéncia dos reforcadores socializacdo e uso de droga, e estd em fase de
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submissdo. O Capitulo 4 apresenta a discussdo geral, onde é feita uma sintese

comentada dos estudos, conclusao e perspectivas sobre o tema.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

Tanto humanos quanto roedores sédo seres sociais, sendo a socializagcdo um
comportamento reforcador natural essencial para estes (Douglas, Varlinskaya, &
Spear, 2004). Evolutivamente, a socializacdo foi impar para a sobrevivéncia de
diversas espécies, servindo como forma de protecdo por meio da cooperacao,
comunicacdo e reproducao (Araya-Ajoy, Westneat, & Wright, 2020; Insel, 2000).
Assim como muitos outros animais, humanos e roedores dependem da interacao
social para atingir o neurodesenvolvimento e maturacao cerebral esperados (Lockhart,
Sawa, & Niwa, 2018; Robinson et al., 2019; Trezza, Baarendse, & Vanderschuren,
2014). Tanto na vida pré-natal quanto pos-natal, infancia e adolescéncia, um ambiente
de desenvolvimento seguro, sem a presenca de estressores cronicos e/ou grandes
estressores agudos, constitui-se como fator protetor contra psicopatologias (Lupien,
McEwen, Gunnar, & Heim, 2009; Masten, Lucke, Nelson, & Stallworthy, 2021; Perry,

Dollar, Calkins, Keane, & Shanahan, 2020; Silvers, 2022).

Situacbes ansiogénicas resultantes de experiéncias sociais inefetivas,
especialmente em periodos de extrema importancia para o neurodesenvolvimento,
como a infancia e adolescéncia, podem ter efeitos duradouros na cogni¢édo devido a
alteracdes neuronais causadas por estressores crénicos ou agudos (Burke,
McCormick, Pellis, & Lukkes, 2017; Love, 2014; Potrebi¢, Pavkovi¢, Puskas, & PeSic,
2022). O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é responsavel pela producédo do
glicocorticoide cortisol em humanos (e corticosterona em roedores) a partir da
identificacdo de estimulos estressores externos e consequente alteracdes fisiologicas
causadas pelo estresse (Fig.1l) (Gunnar & Quevedo, 2007). Receptores de
glicocorticoides presentes no hipocampo inibem o eixo HPA e diminuem a producéo

de glicocorticoides, trazendo o sistema para a homeostase. A presenca de estressores
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cronicos ao longo do desenvolvimento aumenta a metilacdo dos genes de receptores
de glicocorticoides no hipocampo, reduzindo a presenca destes e reduzindo também
o feedback negativo em resposta ao estresse (Gunnar & Quevedo, 2007), levando a

ativacdo aumentada do eixo frente a estressores.
Anterior GCs
cingulate /

PVN

Hypothalamus

e
i

Pituitary

Adrenal
gland gland

@)
GCSé/ \\‘>

Figura 1 Desenho esquematico do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), adaptado de Cacioppo,
Cacioppo, Capitanio, & Cole (2015). Demonstra a cascata resultante da ativacao do eixo HPA, que tem inicio
com a ativagdo do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN) em resposta a estimulos advindos de regides
pré-frontais (MPFC: Cortex Medial Pré-Frontal, e OFC: Coértex Orbitofrontal) e limbicas (Amigdala e BNST: nucleo
leito da estria terminal ou bed nucleus of the stria terminalis). A ativagcao do PVN resulta na liberagdo do horménio
liberador de corticotrofina (CRH) na pituitaria e estimulando a liberagdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH).
Esse viajar4 pela corrente sanguinea até o cortex adrenal, de onde sdo secretados os glicocorticoides.
Autorizacdo de uso requisitada.

Em humanos, algumas das repercussdes das experiéncias sociais negativas
na adolescéncia sao: predisposicdo aumentada a transtornos de ansiedade,
depressao, compulsdes, entre outros (Burke et al., 2017; Burke & Miczek, 2014; Dafny
& Yang, 2006; Walker, Cunningham, Gregory, & Nestler, 2019). Dentre as
compulsdes, destaca-se a predisposi¢cdo ao abuso de drogas. Em estudo com mais
de seis mil adolescentes do Estado de S&o Paulo, De Micheli e Formigoni (2004)

identificaram associacdes entre relacao familiar prejudicada (e.g., brigas frequentes e
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sensacao de ndo haver cuidado) com maiores chances de uso de drogas na

adolescéncia, quando comparado a jovens que relatavam boa relagcéo familiar.

Em modelos animais, estresse e comportamento do tipo-ansioso podem ser
gerados por meio de diferentes protocolos (Campos, Fogaca, Aguiar, & Guimaraes,
2013). Uma forma de estresse social, podendo desencadear niveis de estresse
comparaveis aos experienciados por humanos em contextos aversivos, € a privacao
de interacéo social (Noschang, Lampert, Krolow, & de Almeida, 2021). O isolamento
social causa alteracbes em diversos sistemas de neurotransmissores, como
serotonérgico, dopaminérgico, GABAérgico e ocitocinérgico (Krimberg, Lumertz,
Orso, Viola, & de Almeida, 2022; Mumtaz, Khan, Zubair, & Dehpour, 2018), podendo
gerar diversos comportamentos tipo-ansioso (Han et al., 2018; Huang et al., 2021),
agressivo (Heck et al., 2020; Oliveira, Neumann, & de Jong, 2019; Popova & Petkov,
1990; Tan et al., 2019) e tipo-depressivo (Brenes, Fornaguera, & Sequeira-Cordero,
2020; leraci, Mallei, & Popoli, 2016), principalmente quando ocorre em periodos

criticos do desenvolvimento (pré-natal, pds-natal, infancia e adolescéncia).

1.1 Isolamento social na adolescéncia

A adolescéncia, tanto em humanos quanto em roedores e outros animais, € um
periodo de reorganizacdo hormonal e social, e de conclusdo da maturacéo cerebral
que ocorre desde o inicio da vida (Gunnar & Quevedo, 2007). Nesta fase, a prole
busca independéncia de seus cuidadores por meio, principalmente, da socializagao
com outros individuos, motivada pelo aumento da disponibilidade de dopamina
(Larsen & Luna, 2018; Trezza et al., 2014; Walker et al., 2019). Em roedores, a
adolescéncia é entendida como o periodo entre os dias 21 (desmame) e 59 pos-natal
(PND: Post-Natal Day), que corresponde a faixa etaria de 10 a 21 anos em humanos

(Burke et al., 2017), e é a fase do desenvolvimento em que os animais se envolvem
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em mais comportamentos sociais, como brincadeiras de luta e investigagdo social

(Douglas et al., 2004).

Estresse por isolamento social durante a adolescéncia pode ser causador de
alteracdes duradoras, aumentando a predisposicdo a comportamentos relacionados
a reatividade a recompensas (e.g. uso abusivo de substéncias e comportamento
impulsivo), comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso (Burke et al., 2017; J. Y.
Goh et al., 2020; Gunnar & Quevedo, 2007; King, Gano, & Becker, 2020; Tanaka et
al., 2019; Trezza et al., 2014; Watt, Weber, Davies, & Forster, 2017). Ao mesmo
tempo, animais expostos ao isolamento social apresentam exploracdo e locomocao
reduzidos em novos ambientes, diminuicdo na busca por interacdo social,
comportamento de congelamento frente a outros animais, dificuldades de aprendizado
e de memoria (Burke et al., 2017; Lampert et al., 2017; Noschang et al., 2021; Tanaka
et al., 2019). Em humanos e roedores saudaveis, 0 sistema ocitocinérgico é ativado
durante momentos de socializacdo, aumentando a motivacdo para esse tipo de
comportamento, enquanto em animais isolados esta ativacédo parece ser prejudicada

pelo estresse (Tanaka et al., 2019).

1.2 Papel da ocitocina na recompensa social

A ocitocina (OXT) é um hormonio neuromodulador do sistema nervoso central
(SNC), e suas funcgdes basicas conhecidas sdo reproducdo (e.g. indutora de
contracdes uterinas importantes para o parto e aleitamento) (Jurek & Neumann, 2018),
comportamento de cuidado, tolerdncia a dor, diminuicdo de medo e estresse, e
comportamentos pro-sociais (Cilz, Cymerblit-Sabba, & Young, 2018; Jurek &

Neumann, 2018; Shamay-Tsoory & Abu-Akel, 2016; Warfvinge, Krause, & Edvinsson,
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2020). Embora se conhecam muitos efeitos da OXT no SNC e periférico, seu
mecanismo de acdo ainda ndo é tdo claro (Han et al.,, 2018). Embora exista a
expectativa de comportamentos pré-sociais em resposta a liberacdo natural ou a
administracao de OXT (Anagnostou et al., 2014; K. K. Goh, Chen, & Lane, 2021; Rubin
et al., 2010; Welch & Ruggiero, 2005), isto nem sempre acontece. Estudos tém
demonstrado que certos contextos sdo desfavoraveis para os efeitos pro-sociais da
OXT, uma vez que, ao aumentar os comportamentos de cuidado, a reatividade a
possiveis ameagas a prole ou similares pode ser exacerbada, aumentando o
comportamento agressivo (e.g. agressividade aumentada de maes em resposta a
ameacas aos filhotes) (Bosch, Meddle, Beiderbeck, Douglas, & Neumann, 2005; Cilz
et al.,, 2018; de Jong & Neumann, 2017; Love, 2014; Marlin & Froemke, 2017,
Pedersen, Ascher, Monroe, & Prange, 1982; Shamay-Tsoory & Abu-Akel, 2016;

Warfvinge et al., 2020; Williams et al., 2020).

A sintese da OXT é realizada pelos nucleos supraoptico (SON: Supraoptic
Nucleus) e paraventricular do hipotalamo (PVN: Paraventricular Nucleus) de
mamiferos, sendo liberada em sua maioria na corrente sanguinea através da por¢ao
posterior da hipofise (Jirikowski, 2019). A passagem de moléculas de OXT pela
barreira hematoencefalica € escassa, e 0 hormdnio se distribui pelo encéfalo por meio
de suas diversas projecoes (Fig.2) (Jirikowski, 2019; Jurek & Neumann, 2018). Tais
projecbes tém sido alvo de diversos estudos nas Ultimas décadas, visto o
desconhecimento das funcbes do peptideo em diversas areas que suas projecoes
alcancam (Jurek & Neumann, 2018; Marlin & Froemke, 2017; Warfvinge & Edvinsson,
2019). Uma das teorias, denominada Teoria da Saliéncia Social (Social Salience
Theory) (Love, 2014; Shamay-Tsoory & Abu-Akel, 2016), sugere que o peptideo, em

interacdo com o sistema dopaminérgico mesolimbico, pode ter agdo na regulacédo da
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seletividade e direcionamento atencional. Como resultado, a OXT teria papel
modulador na percepcao de estimulos sociais e ha motivagdo para comportamentos
sociais e de cuidado em humanos e roedores (De Dreu & Kret, 2016; Lara, 2017; Love,

2014; Venta et al., 2019).

— OXT projections
OXT release

Cortical areas

PFC CC HPC
oB
CPU o
LS
PV
BNST DRN

AON

PAG
MPOA
\ / SN
oT NAQ>\/ PVN LC
HDOBVLT a CeA/MeA Brainstem
SON BLA VTA

Peripheral
secretion

Figure 2 Projegdes ocitocinérgicas no encéfalo de rato, de Jurek & Neumann (2018). Esquema representativo
de zonas de proje¢cdo de neurdnios ocitocinérgicos no encéfalo de rato (linhas pretas com setas), areas com
liberagdo de ocitocina mapeadas por meio da identificagcdo de receptores deste hormdnio (nome da regido escrito
na cor preta), e areas com liberacao de ocitocina em que existe demonstragéo direta da liberacdo de ocitocina,
identificada por técnica de microdialise (home da regido escrito na cor preta com destaque amarelo). AON, nacleo
olfatério anterior; OB, bulbo olfatério; OT, tubérculo olfatério; Nac, nucleus accumbens; OVLT, 6rgdo vascular da
placa terminal; SON, ndcleo supradptico; PVN, nicleo paraventricular do hipotalamo; PP, pituitéaria posterior; PFC,
cortex pré-frontal; CC, cortex cingulado; MPOA, area pré-optica medial; BNST, nucleo leito da estria terminal ou
bed nucleus of the stria terminalis; LS, septo lateral; CPu, putamen caudado; PV, ndcleo paraventricular do talamo;
CeA, amigdala central; MeA, amigdala medial; BLA, amigdala basolateral; VTA, area tegmental ventral; LC, certleo
ou locus coeruleus; PBN, nucleo parabraquial; DRN, nucleos da rafe, por¢éo dorsal; PAG, ndcleo periaquedutal;
SN, substantia nigra; HPC, hipocampo; HDB, nucleo da banda horizontal do ramo diagonal da banda de broca.
Autorizagdo de uso requisitada.

1.3Adolescéncia e predisposicdo ao consumo de drogas de abuso

A adolescéncia, especialmente seus periodos finais, e o inicio da vida adulta
sdo momentos em que individuos tém a maior taxa de iniciacdo de uso de drogas de
abuso, principalmente alcool, tabaco e maconha em humanos (De Micheli &
Formigoni, 2004; Trezza et al., 2014). Alguns dos motivos para isso sdo 0 aumento da

motivacdo para busca por recompensas e a impulsividade, motivados pelo aumento
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na disponibilidade de dopamina neste periodo critico para a maturacao cognitiva
(Doremus-Fitzwater, Varlinskaya, & Spear, 2010; Larsen & Luna, 2018). Em sujeitos
com histérico de estresse crénico ou agudo grave, comportamentos aditivos mostram-
se agravados (Noschang et al., 2021; Watt et al., 2017) devido a altera¢gdes no sistema
dopaminérgico que se projetam da Area Tegmental Ventral (VTA: Ventral Tegmental
Area) para o Nucleus Accumbens (NAc) e Cortex Pré-Frontal (PFC: Pre-Frontal
Cortex), areas que constituem o sistema limbico, caracterizado por seu papel na

motivacao e acao visando recompensas (Burke & Miczek, 2014).

Diferentes grupos de drogas (opioides, canabindides, etanol, nicotina e
psicoestimulantes) tém mecanismos de ac¢ao distintos no sistema nervoso central. O
metilfenidato (MPD) € uma droga de abuso psicoestimulante usada amplamente como
medicamento para Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) e outros
transtornos (Dafny & Yang, 2006; Freese et al., 2012; Shellenberg, Stoops, Lile, &
Rush, 2020; Zimmer, 2017). Com estrutura neurofarmacolégica similar a da cocaina
e anfetaminas, o MPD age inibindo os recaptadores de dopamina (DAT) e
noradrenalina, garantindo maior disponibilidade destes neurotransmissores na fenda
sinaptica, aumentando, assim, a estimulacdo do neurdnio poés-sindptico e,
consequentemente, do sistema dopaminérgico mesolimbico (Dafny & Yang, 2006;
Zimmer, 2017). Acredita-se que o aumento da dopamina com o0 uso crbnico de
psicoestimulantes seja o motivador de processos como a sensibilizacao
(sensitization), caracterizado pelo aumento da sensibilidade a droga apos interrupcao

do uso (Dafny & Yang, 2006; Freese et al., 2012).

Muitas vezes, animais machos e fémeas respondem de forma diferente ao
estresse. Alguns dos comportamentos que sdo afetados de maneira sexo-especificas

sao comportamento do tipo-ansioso ou do tipo-depressivo, atividade locomotora,
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busca por socializagéo, e resposta a drogas. Machos parecem ser mais sensiveis a
alteracOes estruturais e comportamentais resultantes de estresse por isolamento
social, principalmente quando ocorre na adolescéncia (Walker et al., 2019). Estes
animais apresentam susceptibilidade aumentada ao uso e abuso de drogas, aumento
de comportamentos tipo-ansiosos, hiperatividade locomotora e maior busca por
comportamentos sociais (Douglas et al., 2004; Oliveira et al., 2019; Walker et al.,

2019).

Tendo em vista o exposto, nos estudos realizados como parte dessa
dissertacdo buscamos investigar o efeito do estresse por isolamento social na
adolescéncia na motivacao a dois recompensadores, uso de droga e interacéo social.
Além disso, hipotetizou-se a respeito do pepel do sistema ocitocinérgico na modulacéo
do comportamento de escolha, possivelmente, diminuindo a busca por socializacao.
Para tanto foram realizados dois estudos, uma revisdo sistematica e meta-anélise
sobre os efeitos do isolamento social no sistema ocitocinérgico, e um estudo

experimental com ratos Wistar machos e fémeas.
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CAPITULO 2: ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA E META-ANALISE

Artigo completo e publicado na revista cientifica Neurocience and Biobehavioral
Reviews, conforme referéncia abaixo:

Krimberg, J. S., Lumertz, F. S., Orso, R., Viola, T. W., & de Almeida, R. M. M. (2022).
Impact of social isolation on the oxytocinergic system: A systematic review and meta-
analysis of rodent data. In Neuroscience & Biobehavioral Reviews (Vol. 134, p.
104549). Elsevier BV. https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2022.104549
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CAPITULO 4: DISCUSSAO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a preferéncia em relacao a dois
reforcadores (socializacéo e metilfenidato como droga de abuso) em animais submetidos
a estresse por isolamento social. Além disso, buscamos tracar um paralelo entre os
comportamentos sociais e o hormoénio neuromodulador ocitocina, hipotetizando que
animais isolados apresentariam reduzida expressdo de mRNA para OXTR, e que isso
levaria a diminuida busca por interacéo social. Para tanto, foram realizados dois estudos,
0 primeiro uma meta-analise, visando compilar e analisar dados a respeito do efeito do
isolamento social no sistema ocitocinérgico de ratos e camundongos na literatura. E, em
seguida, um estudo experimental, aplicando um paradigma de isolamento social na
adolescéncia em ratos Wistar de ambos 0s sexos, com 0 objetivo de entender o efeito

deste tipo de estresse na escolha entre socializacdo ou uso de metilfenidato.

Para a meta-analise foi realizada busca de estudos em cinco bases de dados,
resultando em 133 estudos apds a remocao de duplicadas. Destes, 12 foram incluidos
para analise em nosso estudo. De acordo com resultados da meta-analise, identificamos
gue o estresse por isolamento social diminuiu 0 nimero de receptores de ocitocina
(OXTR) em diversas areas encefalicas, sem interferéncia na concentracdo de ocitocina
periférica, além de aumentar comportamentos tipo-ansioso e agressivo, sem afetar

comportamentos sociais e atividade locomotora.

Para avaliar o efeito do isolamento na escolha social, foram utilizados 78 ratos
Wistar machos e fémeas, divididos em 3 grupos pareados por sexo (GH:
agrupados/sociais; 1SO: isolamento social; e ST: estimulo social). Destes, foi realizada

sensibilizacdo ao metilfenidato como droga de abuso, realizados testes comportamentais
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(Labirinto em cruz-elevado e Reconhecimento de Objeto Novo) e aplicado o paradigma
do condicionamento ao local, usando dois estimulos concomitantes (metilfenidato e
socializacdo). Como resultado, encontramos que machos isolados apresentam maior
busca por socializacdo comparados a machos agrupados, o que nao foi evidenciado em
fémeas, e que isso ndo parece ter associacdo com variagcdes em outras fungdes, como

atividade locomotora e comportamentos-tipo ansiosos.

Resultados indicando aumento na motivacdo para a socializacdo em animais
machos submetidos a estresse por isolamento social ja foram previamente relatados
(Douglas et al., 2004; Potrebi¢ et al., 2022). Embora ndo se tenha uma hipotese clara a
respeito dessas diferencas entre sexos, uma possivel explicacdo para tais resultados
pode ser baseada no efeito da interagcdo com similares na reducdo de comportamentos
tipo-ansioso e agressivo (Kikusui, Winslow, & Mori, 2006). Assim, a interacdo social é
mais recompensadora para machos isolados, que apresentaram niveis normais de
comportamento tipo-ansioso, quando comparados as fémeas isoladas, que

apresentaram um indice reduzido de comportamento tipo-ansioso.

Em vista da observacéo acerca da diminuicdo de OXTR em animais isolados e do
papel modulador da OXT em relacéo a socializacédo (Carter, Grippo, Pournajafi-Nazarloo,
Ruscio, & Porges, 2008; Jurek & Neumann, 2018; Krimberg et al., 2022), hipotetizava-se
gue estariam também reduzidos os comportamentos pro-sociais nestes animais. Tal ideia
nao se confirmou apos a analise de 17 resultados retirados de seis estudos incluidos em
nossa meta-analise, que ndo encontrou diferencas na busca por interacdo social entre
animais agrupados e socializados; e, no estudo experimental, verificamos o contrario:

aumento no comportamento social em machos isolados, enquanto fémeas mantiveram o
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mesmo indice. Tanaka et al., (2019) mostraram que ambos 0S Sexo0s, mas,
principalmente, as fémeas isoladas apresentam reducéo na preferéncia social, ao mesmo
tempo que elas apresentam reduzida ativacdo de neurbnios ocitocinérgicos no PVN e
SON. Oliveira et al. (2019) pesquisaram as mesmas areas e encontraram aumento de
expressdo de mRNA para o receptor de ocitocina no PVN, principalmente de fémeas,
engquanto nao foi vista alteracdo no mRNA de OXT no SON. Os autores encontraram,
porém, uma reducdo na conectividade dos receptores de OXT no NAc, principalmente
em fémeas, concomitante & uma reducdo na memoaria social (discriminacdo social) e
preferéncia social inalterada em animais isolados (Oliveira et al., 2019). E importante
ressaltar que a diversidade de testes e medidas sociais utilizadas por tais estudos pode
ter sido um viés na analise, visto que existem numerosos tipos de comportamentos do

tipo social e estes ndo necessariamente variam de forma semelhante.

O isolamento social também aumentou o comportamento agressivo (p < 0.001),
no entanto, a agressividade pdde ser revertida com a administracdo de ocitocina
periférica ou central. O comportamento do tipo-ansioso também se mostrou mais
evidenciado em animais isolados (p = 0.045) na meta-analise. Este resultado ndo foi
encontrado em nosso estudo experimental, que indicou um aumento da % do tempo
passado por fémeas isoladas nos bracos abertos do Labirinto em Cruz Elevado (EPM:
elevated plus-maze) em comparacéo com fémeas agrupadas. O uso de uma Unica forma

de avaliacdo do comportamento tipo-ansioso, porém, € uma limitagdo do estudo.

Concluséao e perspectivas
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Cada vez mais se busca compreender possiveis moduladores do comportamento
social e resiliéncia com o objetivo de prevenir e tratar condicbes associadas a
socializacdo. Neste trabalho, buscamos compreender o potencial recompensador de dois
reforcadores, droga de abuso e interacdo social, em animais com historico de estresse
cronico por isolamento social na adolescéncia, periodo importante de maturacao
neuronal relativo a socializacdo. Além disso foi feita associacdo com o peptideo
hipotalamico ocitocina, um modulador do comportamento social importante para
processos basicos desde o inicio da vida, i.e. papel na contracéo uterina durante o parto,

amamentacao, cuidado maternos, entre outros.

Na reviséo sistematica e meta-analise foram encontradas alteracées em niveis de
OXT ou OXTR, principalmente, em fémeas, enquanto em nosso estudo experimental
fémeas pareceram mais resilientes ao isolamento social. Entendendo que existe um
aparente conflito entre os resultados dos estudos apresentados (Estudo 1: isolamento
social associado ao reduzido nimero dos receptores de ocitocina; e Estudo 2: machos
isolados socialmente apresentam preferéncia aumentada a interacdo social), e a
literatura, que indica associagéo entre ocitocina e comportamento social (Decety, Bartal,
Uzefovsky, & Knafo-Noam, 2016; Jurek & Neumann, 2018), sugerimos que mais

pesquisas sejam desenvolvidas para elucidar a interacdo entre os elementos estresse,

ocitocina e interacao social.

Dessa forma, ao longo dos proximos meses serao feitas analises usando a técnica
de RT-PCR visando quantificar OXTR mRNA nos tecidos coletados (mPFC, NAcc,

Hipocampo, BNST e Amigdala). Medidas de niveis periféricos de OXT e corticosterona
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também sdo possiveis ja que amostras sanguineas (sangue de tronco) dos animais foram

coletadas.
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ANEXO I:

CARTA DE APROVACAO DO CEUA

SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS

Cédigo SIPESQ: 10131 Porto Alegre,26 de janeiro de 2021

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da F:UCRS apreciou e aprovou o
Projeto de Pesquisa "ISOLAMENTO SOCIAL NA ADOLESCENCIA E PREFERENCIA POR
METILFENIDATO OU SOCIALIZACAO EM RATOS WISTAR" coordenado por THIAGO WENDT
VIOLA.

Sua investigagcdo, respeitando com detalhe as
descricdes contidas no projeto e formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a
partir da presente data.

Informamos que ¢é necessario o
encaminhamento de relatério final quando finalizar esta investigacdo. Adicionalmente,
ressaltamos que conforme previsto na Lei no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei
Arouca), que regulamenta os procedimentos para o uso cientifico de animais, é funcdo
da CEUA zelar pelo cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspecdes
periédicas nos locais de pesquisa.

Duragao do Projeto: 26/01/2021 - 26/01/2023

N° de Animais Espécie

80 Rato

Total de Animais: 80

Atenciosamente,

Comissao de Etica no Uso de Animais(CEUA)

71



