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RESUMO

A interacdo social € um fator fundamental ao desenvolvimento do ser vivo, que
interage com fatores biologicos e determina o comportamento do individuo ao longo da
vida. InformacOes relevantes acerca das consequéncias da restricdo social sobre
parametros que afetam diretamente a qualidade de vida e que podem ter repercussdes
fisioldgicas sdo de extrema importancia para as ciéncias que lidam com o ser humano,
seja do ponto de vista fisico, enquanto ser bioldgico, seja do ponto de vista psiquico, haja
vista que esse ser biolégico ndo existe descolado de um aparato psiquico, subjetivante,
interconectado. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
isolamento social cronico sobre parametros metabolicos em camundongos machos e
fémeas. Camundongos C57BL/6 machos e fémeas a partir de 8 semanas de idade foram
mantidos no habitual alojamento coletivo, ou individualizados, compondo os grupos
controle e isolado, respectivamente, durante 16 semanas. Foram avaliados ao fim do
periodo experimental: a glicemia de jejum, a tolerancia a glicose intraperitoneal, 0 ganho
de peso em camundongos machos e fémeas e a ingestao alimentar, nas fémeas. Constatou-
se a partir da analise, que entre outras relacfes, constatou-se aumento na glicemia de
jejum em camundongos de ambos 0s sexos, sem alteracdo sensivel do ganho de peso. N&o
obstante, observou-se entre as fémeas isoladas maior consumo alimentar na semana 16,
guando comparadas as fémeas do grupo controle.

O estudo demonstrou ainda o impacto do isolamento social, gerando alteracdo da
homeostase glicémica em camundongos de ambos o0s sexos, afetando prejudicialmente o
controle da ingesta alimentar em camundongos fémeas, salientando-se que este tipo de
estresse opera como fator de risco para o desenvolvimento de variadas doencas

metabdlicas, como o diabetes.

Palavras-chave: isolamento social; glicemia; estresse; camundongo C57BL/6



ABSTRACT

Social interaction is a fundamental factor in the development of living beings,
which interacts with biological factors and determines the individual's behavior
throughout life. Relevant information about the consequences of social restriction on
parameters that directly affect quality of life and that may have physiological
repercussions are extremely important for the sciences that deal with human beings,
whether from the physical point of view, as a biological being, or from the psychic point
of view, given that this biological being does not exist detached from a psychic,
subjectivating, interconnected apparatus. Therefore, the aim of the present study was to
evaluate the effects of chronic social isolation on metabolic parameters in male and
female mice. Male and female C57BL/6 mice from 8 weeks of age were kept in the usual
collective housing, or individualized, composing the control and isolated groups,
respectively, for 16 weeks. The following parameters were evaluated at the end of the
experimental period: fasting glucose, intraperitoneal glucose tolerance, weight gain in
male and female mice and food intake in females. It was found from the analysis that,
among other relationships, there was an increase in fasting glycemia in mice of both
sexes, without significant change in weight gain. However, a higher food consumption
was observed among the isolated females at week 16, when compared to females in the

control group.

The study also demonstrated the impact of social isolation, generating changes in
glycemic homeostasis in mice of both sexes, adversely affecting the control of food intake
in female mice, emphasizing that this type of stress operates as a risk factor for the
development of various metabolic diseases, such as diabetes.

Keywords: social isolation; blood glucose; stress; mice C57BL/6.
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1. INTRODUCAO

1.1 Isolamento social e estresse

A interacdo social é um fator fundamental ao desenvolvimento dos seres Vvivos,
ndo se restringindo a marcadores bioldgicos, histdricos, estando também ligada a
inimeras informacdes e agdes que ocorrem ao longo da vida (MELO, TEIXEIRA, 2012).
As relagdes sociais se constituem como um dos elementos centrais para nosso bem-estar
e estdo diretamente envolvidas nos processos de manutencdo da saude. E amplamente
conhecido que o isolamento social, definido por meio de critérios como ter poucos
contatos, pouco envolvimento em atividades sociais e morar sozinho, é associado com
prejuizos a qualidade de vida e aumento da mortalidade (STEPTOE et al., 2013).

O isolamento social pode suceder em qualquer etapa da vida, de modo que
sucedendo na infancia, produz efeitos negativos cumulativos, cuja persisténcia na sadude
na vida adulta vem se mostrando inegavel (CASPI et al., 2006). Nesse sentido, o
individuo pode ser compreendido como ser social em desenvolvimento, que ao conviver
e se relacionar com outros, constréi os préprios conhecimentos, percepc¢des, visdes de
mundo, conforme as trocas e interacbes que sucedem nos limites do que seu
desenvolvimento psicologico e biolégico permite (MELO, 2012).

As condicOes de alojamento séo importantes determinantes do comportamento
animal. Seu impacto sobre 0 comportamento depende do comportamento de interesse, da
espécie, da linhagem e da idade dos animais avaliados. Em modelos animais, o estresse
social evoca sintomas que se assemelham aos encontrados em pacientes humanos
deprimidos (FUCHS e FLUGGE, 2004). Em roedores, as interagfes sociais S&o
necessarias para a garantia de um bom desenvolvimento emocional durante o
crescimento, sendo a interrupcdo das interacdes sociais entre co-especificos aversiva
(HONG et. al, 2012). Diversos estudos utilizam o isolamento social como ferramenta de
investigacdo dos efeitos do estresse na homeostase do corpo e suas fun¢des metabdlicas.
O isolamento social & um modelo simples com manuseio e requisitos técnicos minimos
(TAKEMOTO et. al, 1975; SAKAKIBARA et. al, 2012). Semelhante & observacao
humana, 0os modelos animais produzem fenotipos variaveis sobre a ingestdo alimentar,
ganho de peso corporal e obesidade (TAKEMOTO et. al, 1975; SAKAKIBARA et. al,
2012).



A habitacdo individual de longa duracdo tem sido usada como modelo de estresse
crénico no estudo de distarbios psiquiatricos (KATZ, 1981 e GUIDOTTI et. al, 2001) e,
em menor grau, distdrbios metabdlicos (NONOGAKI et. al, 2007). Outros modelos
incluem o modelo de estresse cronico imprevisivel, 0 modelo de derrogacéo social e o
uso de estressores cronicos (KIM et. al, 2003; BHATNAGAR e VINING, 2003).

Cabe ressaltar que termo “estresse” foi introduzido na comunidade cientifica por
Hans Selye em 1936, para descrever o processo de adaptacédo realizado a partir de uma
série de modificacOes fisioldgicas que acontecem no organismo perante situacdes que
alteram a homeostase (SAYLE, 1936). Os estressores podem englobar situacfes que se
mostrem desafiadoras e que levam a necessidade de uma adaptacdo homeostatica do
organismo (MCEWEN, 2000). Segundo Cuesta e Singer (2012) “Ao longo da vida
estamos expostos a uma diversidade de situacdes que afetam a homeostasia corporal, e
for¢cam nosso organismo a adaptar-se mediante diferentes mecanismos fisiologicos.”

A resposta do corpo ao estresse € um fendmeno altamente adaptativo que permite
que um organismo desvie recursos para lidar com o perigo real ou antecipado e para
restaurar a energia gasta para que possa lutar outro dia. No entanto, se o estressor for
excessivo ou cronico, as respostas podem se tornar desadaptativas®. O estresse excessivo
ou cronico pode desencadear ou exacerbar uma enorme variedade de doencas e
transtornos, incluindo transtornos de humor, como transtorno de estresse pos-traumatico,
ansiedade e depressdo (MCEWEN, 2008). O isolamento social ja foi apontado como uma
causa de estresse para espécies de animais com caracteristicas de convivio social
(BARTOLOMUCCI et. al, 2003).

O processo bioquimico do estresse independe da causa da tensdo, sendo que o
elemento primordial necessario para o seu desencadeamento é claramente a necessidade
de adaptacdo a algum fato ou mudanca (LIPP et. al, 2002). Os principais mecanismos de
adaptacdo fisioldgica ao estresse sdo gerados no sistema nervoso autbnomo e no eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), os quais sdo acionados em resposta ao estresse
induzindo uma resposta de “luta ou fuga” por meio do aumento da liberagéo de adrenalina
e aumento dos hormoénios glicocorticdides circulantes (cortisol em humanos e

corticosterona em roedores), respectivamente. A ativagdo do eixo HPA é gerida por uma

! Resposta adaptativa é quando o organismo é exposto a um estimulo ameacador a manutencdo da
homeostase. A resposta desadaptativa é aquela que ocorre de modo disfuncional, conduzindo o organismo
ndo a homeostase, mas a um ciclo repetitivo de resposta, de viés psicossomatico que pode produzir sintomas
e doengas.



cascata de reacGes hormonais: primeiramente o ndcleo paraventricular do hipotalamo
libera 0 hormdnio liberador de corticotrofina (CRH); o CRH por sua vez chega a glandula
pituitaria e induz a secre¢do do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH); quando o ACTH
é aumentado na circulacgéo ele chega até a glandula adrenal (localizada sobre os rins), e
finalmente ocorre a liberacdo dos glicocorticoides (FIGURA 1) (ULRICH-LAI;
HERMAN, 2014).

3

Hipotélamo

Hipoéfise
antenor

ACTH
Feedback negativo - ‘ +

Adrenal
cortex

Cortisol

Andrégenos

Figura 1: Controle da Secrecdo Hormonal: Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal?

(CRH: hormonio liberador de corticotrofina / ACTH: horménio
adrenocorticotrofico)

Em relacdo a duracdo do estresse, podemos classificd-lo em agudo, aquelas
situacBes em que o individuo € exposto de maneira Unica ao estressor, ou cronico, quando
caracterizado por exposicao continua ou em periodos prolongados aos agentes estressores
(PACAK; PALKOVITS, 2001). O estresse agudo de baixa intensidade esta relacionado

com uma a melhor adaptacdo fisiologica, entretanto, o crénico estd mais associado com

2 Fonte: Adaptado de Fisiologia V2. Disponivel em:
https://midia.atp.usp.br/impressos/redefor/EnsinoBiologia/Fisio 2011 2012/Fisiologia_v2 semana07.pdf
Acesso em Out, 2022.



https://midia.atp.usp.br/impressos/redefor/EnsinoBiologia/Fisio_2011_2012/Fisiologia_v2_semana07.pdf

quadros patoldgicos, visto que este exige uma maior demanda homeostatica devido a
constante exposi¢do do organismo aos estressores (MCEWEN; MAGARINOS, 1968).

De acordo com Brown (1993) e Brown & Harris (1989) conforme citado por
Helman (2022), h4 amplas consequéncias para a saude humana em decorréncia da
exposicdo a formas cronicas de estresse psicoldgico, assim como o risco de aumento de
doencas psiquicas. Outros estudiosos do tema definem o estresse como um estado no qual
ocorre um desgaste excessivo do corpo humano e/ou reducdo da capacidade de exercer
as atividades diarias como, por exemplo, trabalhar e estudar, sendo este quadro
ocasionado pela incapacidade continua dos individuos de tolerancia, superacdo ou
adaptacdo as necessidades impostas pelo meio no qual estdo inseridos podendo afetar
pessoas de diferentes faixas etarias (GUERRER e BIANCHI, 2008).

Deste modo, os estados de estresse estdo diretamente ligados ao aumento da
secrecdo de cortisol, onde mudancas na quantidade dos niveis desses horménios podem
desencadear estados de medo, dor, depressdo, dentre varios outros sintomas prejudiciais
aos individuos (BUENO e GOUVEA, 2011).

1.2 Estresse e glicemia

A presenca do estresse, para além de afetacdes psicoldgicas, pode gerar respostas
fisiologicas incluindo neurais e enddcrinas, que podem influenciar outros processos
corporais, como por exemplo, geracdo de respostas metabdlicas, cardiovasculares e do
sistema nervoso autdbnomo, resultando em aumento dos batimentos cardiacos e aumento
da presséo arterial (LIMA, 2005).

A existéncia de relacdo entre o estresse e mediadores quimicos como cortisol,
catecolaminas, glucagon, renina e horménio do crescimento no desenvolvimento de
patologias se encontra bem descrita na literatura. O estresse é apontado como fator
contribuinte para o desenvolvimento de obesidade visceral, sindrome metabolica e
intolerancia a glicose, devido a elevacdo de producdo dos hormdnios envolvidos na
resposta ao estresse (LIMA, 2005).

Dentre as respostas metabdlicas, a hiperglicemia, particularmente, pode decorrer
de uma resposta hormonal e inflamatdria ao estresse, refletindo no aumento da producéo
hepatica de glicose e da resisténcia a insulina com consequente piora da funcdo da célula

beta, levando a disturbios hidroeletroliticos, disfun¢do dos neutrofilos e do endotélio, com



aumento do estresse oxidativo e da inflamacéo sistémica. (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES SDB, 2015)

Para Ladyman e Grattan (2013), a homeostase glicémica esta intimamente
relacionada ao equilibrio mantido pelo sistema fisiologico entre 0 consumo de substratos
para 0 metabolismo e o gasto energético, regulado pela ingestdo alimentar, como
consequéncia, o estabelecimento do peso corporal, que se mantém relativamente
constante por mecanismos de controles envolvendo hormonios, como a insulina, em
tecidos periféricos (tecido adiposo) e o sistema nervoso central (hipotdlamo). Tal fato
revela que o controle da homeostase glicémica estd relacionado a inimeros fatores,
incluindo diversos hormonios e érgdos como os tecidos adiposo, hepéatico, muscular,
sistema nervoso, além de 6rgdos como 0 pancreas e 0s intestinos. Dentre 0s varios
hormonios, a insulina é o horménio essencialmente envolvido neste controle, sendo ela
responsavel pelo papel substancial e sua atividade esta relacionada tanto ao seu papel nos
tecidos periféricos (CZECH, et. al., 2004) como na manutencdo de sua secre¢do no
pancreas (LI et. al., 2004).

Nessa sinfonia bioquimica, adiante representada visualmente, as células 3
pancreaticas sdo estimuladas por substratos energéticos metabolizaveis promovendo a
secrecdo da insulina, sendo a glicose seu secretagogo mais importante (LI et. al., 2004).
Através do transportador de glicose tipo 2 (GLUT2) presente na membrana plasmatica
das células B, a glicose ¢é transportada para seu interior, e posteriormente metabolizada
dentro dessas células, aumentando a concentracdo de ATP. O aumento significativo da
razdo ATP/ADP induz o fechamento dos canais de K* sensiveis a ATP, impedindo o
efluxo de ions, causando despolariza¢do da membrana da célula . Em virtude disso, os
canais de Ca®" sensiveis & voltagem abrem-se, promovendo o influxo e 0 aumento da
concentracdo intracelular de Ca?*([Ca?']i), resultando na ativacdo da maquinaria
secretdria do hormonio insulina (PRENTKI; CORKEY, 1996), que culmina na exocitose
dos granulos com moléculas de insulina para o meio extracelular das células B, atingindo
a corrente sanguinea. A estimulagdo das células B pela glicose também estd envolvida na
ativagcdo da adenilil ciclase, e isoformas da fosfolipase C (PLC), gerando adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), inositol 1-4-5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG),
responsaveis pelo aumento de [Ca?']i. (PRENTKI; CORKEY, 1996).
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O hormonio insulina requer a ligacdo ao seu receptor para efetuar sua atividade
nos tecidos periféricos responsivos a esse hormonio. A estrutura do receptor da insulina
(IR) é uma proteina heterotetramétrica, com atividade quinase intrinseca, composta por
duas subunidades o duas subunidades B, ligados por pontes de dissulfeto. A subunidade
a é responsavel pela ligacdo com a insulina, enquanto a subunidade B, possui uma
atividade quinase ativada quando a insulina se liga ao IR (SAAD et. al., 1993).

Apos a ativagdo do mesmo, este promove a fosforilagdo, em residuos de tirosina,
de proteinas citoplasmaticas ancoradas ao mesmo, como 0s substratos dos receptores de
insulina (IRS). Os IRS1 e IRS2 sdo considerados 0s mais especificos da via insulinica,
qguando sofrem fosforilagdo em tirosina, se ligam e ativam proteinas como a
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e a proteina quinase ativada por mitdgeno.
(MANNING; CANTLEY, 2007).

Umas das proteinas alvo da PI3K ¢ a serina-treonina quinase Akt, que tem papel
importante na homeostase da glicose, no crescimento e sobrevivéncia celular, além de
promover fosforilagdo de proteinas que regulam a sintese de glicogénio, lipideos e
proteinas (MANNING; CANTLEY, 2007). A Akt promove no figado a oxidacdo da
glicose e 0 seu armazenamento como glicogénio pela inducdo enzimatica,

respectivamente da enzima piruvato quinase (PK) e glicogénio quinase (GK) (FRAME;

3 Adaptado Medicine Walker. Disponivel em:
<http://www.medicinehack.com/2014/04/diaxozidemechanism-of-action.html >. Acesso em Out, 2022.



COHEN, 2001), e inibe os processos de gliconeogénese e glicogendlise, o que reduz a
producgdo hepatica da glicose (MICHAEL et. al., 2000), estimulando ainda a sintese
hepética de lipideos (WIGGINS; GIBBONS, 1992).

Ja nos tecidos muscular e adiposo, a insulina € importante para promoc¢édo da
captacdo de glicose; sua utilizagdo como fonte energética, bem como a estocagem do
excedente na forma de armazenamento (glicogénio) (FRAME; COHEN, 2001). A
captacdo da glicose nesses tecidos depende da translocacdo do transportador de glicose
(GLUT-4), presente na superficie da célula que é estimulada pela Akt; além disso, esta
inibe a lipdlise no tecido adiposo branco, através da inibicao da lipase horménio sensivel
(LHS) (CAPURSO; CAPURSO, 2012). A figura a seguir ilustra e representa a sinalizagao

da insulina e o seu papel nos tecidos responsivos.
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Figura 3 - Mecanismo de a¢cdo molecular da insulina. Fonte: Adaptado de Saltiel; Kahn, 2001.

Os glicocorticoides sdao horménios naturais produzidos pelo organismo humano
pertencentes a um grupo de esterdides secretados no cortex adrenal, conhecidos como
cortisol, que atuam sobre receptores especificos do hipotalamo e hipofise. Em situacoes
de estresse ocorre a ativacdo da secrecdo adrenal, provocando o aumento dos niveis de
cortisol no sangue, que desencadeia o0 ajuste homeostatico incluindo a liberagdo de
carboidratos e da glicose, efeitos sobre a hemodinamica e o equilibrio hidrico e efeitos

anti-inflamatorios. A liberagéo de glicocorticoides em excesso no estresse cronico leva a



estimulacdo da glicose-6-fosfatase, promovendo maior liberacdo de glicose das células
hepaticas para a corrente sanguinea, favorecendo a hiperglicemia e a resisténcia dos
tecidos a acdo da insulina. (NAMBI, 2002).

A ligacao do horménio cortisol aos seus receptores intracelulares, no figado, ativa
duas enzimas-chave importantes para a ativacao da gliconeogénese (producéo de glicose),
PEPCK (Fosfoenolpiruvato carboxiquinase, que converte oxaloacetato em
fosfoenolpiruvato) e a G-6-Pase (Glicose 6 fosfatase, que retira o fosfato da glicose e a
"libera" para o sangue) (SCHACKE et al., 2002). Para esse efeito, o cortisol circulante antes
vai no masculo e estimula o ciclo da alanina-piruvato, levando assim a protedlise das
proteinas musculares para suprir o figado com aminoéacidos glicogénicos, sobretudo a
alanina, para que sejam usados como substratos para iniciar o0 processo da gliconeogénese
(SCHACKE et al., 2002).

Outro efeito do cortisol que contribui para o aumento da glicemia, é o fato dele
atuar nos principais tecidos insulino-dependentes, o musculo esquelético e tecido adiposo,
levando a uma dessensibilizacdo pela reducgéo da fosforilagcdo do IRS-1 e da atividade da
PI3K (da resposta da insulina, ou seja, causando uma resisténcia a acao da insulina (SAAD
et al., 1993). Segundo estudos apresentados por Yabaluri e Bashyam (2010), nesses
tecidos, como consequéncia do aumento da expressdo hepatica das enzimas da
gliconeogénese, tais como, a PEPCK e G6Pase os corticoides levam a diminui¢do da
ativacdo do receptor de insulina, o IRS-1, da PI3-K, todas proteinas envolvidas na
sinalizacdo da insulina, o que resulta no aumento de producédo hepatica de glicose, mesmo
com hiperinsulinemia, caracterizando, assim, uma resisténcia insulinica hepatica.
(YABALURI; BASHYAM, 2010). O cortisol também ¢ lipolitico, aumentando assim os
niveis de acidos graxos, fato que também leva ao aumento da glicemia pela ativacdo dos
receptores TLR4 e inflamacdo (KONNER e BRUNING, 2011; WEISBERG et al, 2003).
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O cortisol atua no metabolismo dos carboidratos estimulando o processo de
gliconeogénese que ocorre no figado e reduzindo a glicolise atravées da diminuicéo do uso
da glicose periférica, além de ser hiperglicemiante podendo favorecer o desenvolvimento
nos individuos de um quadro patolégico de diabetes adrenal sendo moderadamente
resistente a insulina mesmo havendo a liberagao desse hormonio na circulagéo sanguinea.
(RODRIGUES, 2016).

No metabolismo dos lipideos, ele diminui o transporte de glicose para 0s
adipdcitos, reduzindo a sensibilidade deste a insulina, e em periodos prolongados pode
estimular o processo de lipogénese (RODRIGUES, 2016). Estes mecanismos justificam
0 porqué de uma exposicao a terapias com altas doses de glicocorticoides por periodos
prolongados geralmente estar associada a efeitos adversos, como a atrofia muscular,
aumento da deposicdo de gordura visceral e alteracdes metabolicas, tais como a inducéo
da resisténcia insulinica (RI) e da intolerancia a glicose (BUREN et al., 2008; NUNES et
al., 2013; SCHACKE et al., 2002).

O estresse e seu envolvimento com processos diversos em todo o organismo
evidenciaram através de estudos reacdes que podem causar ou mesmo agravar inimeras
doencas, cuja fisiopatologia envolve a ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal
(HPA), incluindo inimeras doencas, sendo entre elas, o diabetes mellitus tipo 11 (DMII).



A DMII é uma das doencas mais importantes atualmente devido sua alta prevaléncia no
mundo, aliada a grandes taxas de morbimortalidade, ndo s6 pela doenga em si como
também devido as suas graves complicacGes. (PENTEADO e OLIVEIRA, 2009)

O aumento da secrecdo de cortisol produz efeitos sistémicos que originam
diversos sintomas, como hipertensdo arterial, glicose/diabetes, edema, depdsitos de
gordura, infertilidade, letargia, estados depressivos, entre outros. Assim, 0 aumento das
concentragOes plasmaticas de cortisol esta relacionado a diferentes tipos de exposi¢des ao
qual o organismo esta sujeito, provocando no organismo mecanismos que induzem a
liberacdo de glicose na corrente sanguinea (BORGES et al, 2012).

Segundo as contribui¢cdes de Nonogaki, Nozue e Oka (2007), através de estudos,
algumas espécies de camundongos apresentaram hiperglicemia induzida pela
gliconeogénese hepatica que evoluem para o diabetes tipo 2. Diante dos resultados por
eles apresentados, o diabetes insulino-independente induzido pelo isolamento social
cronico foi associado ao aumento da expressao de genes gliconeogenénicos hepaticos
como G6Pase, Fbpl e Fbp2. Dessa forma, o isolamento social pode ser incluido entre os
fatores ambientais relacionados ao desenvolvimento da obesidade e diabetes tipo 2, e 0

alojamento em grupo aparentemente pode preveni-lo ou pelo menos ameniza-lo.

1.3 Estresse, consumo alimentar e ganho de peso

As principais vias efetoras do sistema de estresse, 0 eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HPA) e o sistema nervoso simpatico (SNS) afetam o metabolismo energético.
Durante o estresse agudo, a ativacdo do SNS desencadeia a liberacdo de epinefrina, que
medeia uma série de mudangas fisiologicas para preparar o corpo para a resposta de “luta
ou fuga”. Essas mudancgas incluem o aumento dos batimentos cardiacos, aumento do
fluxo sanguineo para os orgdos vitais e mobilizacdo da fonte de energia através do
aumento da lipolise e gliconeogénese hepatica (SHERWIN e SACCA, 1984). O
hormonio liberador de corticotropina (CRH), é liberado do nucleo paraventricular (PVVN)
do hipotalamo. O CRH promove uma supressdo imediata da ingestdo de alimentos ao
inibir os neurdnios do neuropeptideo Y estimulador do apetite (NPY)/peptideo
relacionado ao Agouti (AGRP) no nucleo arqueado (ARC), desviando assim 0s recursos
do corpo para lidar com o estressor (HEINRICHS et. al, 1993; RICHARD et. al, 2002).



O CRH também induz a liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) da
hipofise. O ACTH circulante, por sua vez, estimula o cortex adrenal a secretar
glicocorticoides, que regulam o metabolismo e a ingestéo de alimentos por meio de varios
mecanismos. (MANIAM et. al, 2012; KYROU et. al, 2009). Além de estimular as
respostas alimentares, inibindo a liberacdo de CRH e aumentando a liberagdo de NPY no
hipotalamo (CASTONGUAY, 1991), o cortisol também regula positivamente 0s genes
que codificam os receptores de lipoproteinas e enzimas do metabolismo da glicose,
lipidios e aminoacidos.

Portanto, as elevacdes na secrecdo de glicocorticoides promovidos pelo
isolamento social parecem ter relagdes que intensificam as emocdes e a motivacao
(DALLMAN et. al, 2006; DALLMAN et. al, 2005), além de promover a ingestdo de
alimentos mais palataveis (BELL et. al, 2000; BHATNAGAR et. al, 2000).
Etiologicamente, o efeito estimulante do apetite dos glicocorticoides repBe a energia
usada quando o evento estressante diminui. A ativacdo do eixo HPA e do SNS em uma
resposta normal ao estresse é de duragdo limitada e tende a retornar ao nivel basal quando
a homeostase é alcancada. No entanto, durante a ativacdo prolongada do sistema de
estresse, no estresse crénico, ocorre uma ruptura desse equilibrio. A hipercortisolemia
observada no estresse crénico resulta em aumento da ingesta alimentar, induzindo ganho
de peso excessivo.

Entretanto os dados sdo varidveis, posto que estudos em humanos e animais
mostraram que o estresse crénico pode levar ao aumento ou mesmo a diminui¢do da
ingesta de alimentos e do peso corporal (GIBSON et. al, 2006; TORRES et. al, 2007,
BLOCK et. al, 2009; SERLACHIUS et. al, 2007; MARTI et. al, 1994). Muitos fatores
provavelmente estdo envolvidos nesta resposta bidirecional ao estresse, e ainda ndo sdo
totalmente compreendidos (EPEL et.al, 2004; STONE E BROWNELL et. al, 1994).

Um dos mecanismos que explica a perda de peso é a ativacdo adrenérgica no
estresse, um importante sinal de aumento do gasto energético e mecanismo da queima de
gordura do corpo (levando a perda de peso). Por outro lado, o estresse estimula a
preferéncia pela ingestdo de alimentos ricos em agucar e gordura (resultando em ganho
de peso), o que leva ao ganho de peso (DALLMAN et. al, 2003; KUO et. al, 2004; DODT
et. al, 2003).

Dallman e colaboradores observaram que individuos que estao inicialmente acima
do peso sdo mais propensos a aumentar o peso corporal quando estressados, ao contrario,

daqueles com peso normal ou baixo que apresentam menor suscetibilidade a alteragdes



na composicao corporal (DALLMAN, 2010). Recentemente, outros estudos sugeriram
que as diferencas individuais no nivel de grelina e na resposta a sua sinalizacdo podem
contribuir para a variabilidade no apetite induzido pelo estresse (SOMINSKY e
SPENCER, 2014).

A obesidade representa outro fator diretamente ligado ao aumento dos niveis de
cortisol plasmatico. Estes individuos apresentam ativacéo inadequada do eixo hipotalamo
hipofise-adrenal o que eleva a sintese de cortisol pelas glandulas adrenais (LORDELO et
al, 2007). Conforme indicam as pesquisas de Arcadepani e colaboradores (2015), a
obesidade também esta intimamente associada ao surgimento de patologias secundarias
que causam elevacao na concentracgao de cortisol.

Através dos estudos realizados mediante anélise da farmacocinética do cortisol,
observou-se que na obesidade a depuracdo metabolica desse hormonio esta ligada a
quantidade de gordura abdominal que o individuo apresenta, sendo o cortisol cada vez
mais alto quanto maior for a quantidade de gordura visceral no corpo. A depuragéo de
cortisol promovida pelo tecido adiposo leva a redugdo inicial dos niveis de cortisol
sanguineos, seguida de um aumento da estimulacdo do eixo HPA para que haja a elevacéo
da producéo desse horménio (LORDELO et al, 2007).

Com isso, apesar de ndo ter-se casos de hipercortisolismo bioquimico, o
hipercortisolismo funcional nos estados de obesidade abdominal contribui de forma direta
para o agravamento da sindrome metabdlica, sendo os sintomas aparentes semelhantes a
Sindrome de Cushing* (LORDELO et al, 2007).

4 Sindrome de Cushing: Condicdo causada pela exposicdo a niveis elevados de cortisol por um longo
periodo de tempo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do isolamento social sobre a glicemia e ganho de peso de
camundongos C57BL/6, demonstrando os efeitos que uma situagdo social produz sobre
marcadores metabdlicos e processos bioquimicos relacionados a homeostase bioquimica
do organismo de animais com semelhangas que possibilitam projetar os resultados da
analise para individuos humanos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos do isolamento social sobre a glicemia de jejum e sobre a
tolerancia a glicose em camundongos C57BL/6 machos e fémeas;

2. Avaliar os efeitos do isolamento social sobre o consumo alimentar e ganho de
peso em camundongos C57BL/6 fémeas;

3. JUSTIFICATIVA

O estresse representa uma realidade no cotidiano da maioria das pessoas na
atualidade, sendo capaz de comprometer-lhes diretamente o bem-estar fisico e mental,
afetando-as em namero crescente a cada dia, em razdo da avalanche de demandas que a
elas se impde, pelo ritmo acelerado, volatil e em constante mudancga das Sociedades de
Consumo na Era da Informacéo, bem como pelas diversas atividades que elas necessitam
executar em suas rotinas diérias, onde as exigéncias de adaptagdo sdo cada vez maiores.

No Brasil, um nimero cada vez maior de pessoas esta vivendo sozinha, o que
torna essas pessoas mais suscetiveis a vivenciarem situacdes de isolamento social. De
acordo com dados da Sintese de Indicadores Sociais do IBGE (2016), o numero de
pessoas morando sozinhas aumentou mais de 40% nos ultimos 10 anos, tendo relagdo

com o envelhecimento populacional. Assim sendo, numa analise mais detalhada dos



efeitos organicos deste contexto é de extrema importancia para construcdo de
informagdes sobre os efeitos do isolamento social sobre a morbidade® da populagéo.

Desde 2020 o mundo vem enfrentando uma situagdo atipica, de escala global e
inimeras consequéncias: a pandemia da COVID 19. Verificou-se que a prevaléncia
global de ansiedade e depressdo aumentou em 25% de acordo com dados cientificos
publicados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

O estresse causado pelo isolamento social decorrente da pandemia, ocorrido de
modos mais ou menos estruturados em cada pais, estava ligado as inimeras restricoes,
incluindo a capacidade das pessoas de poderem trabalhar, o envolvimento em suas
comunidades, soliddo, medo de contrair a infeccdo, sofrimento, mortes de entes queridos,
luto e situagdes financeiras. Diversos estudos evidenciam a importancia do estresse na
génese e na progressdo de doencas, como por exemplo o diabetes mellitus tipo I (DMI]I).

Considerando a relacdo ja explicitada entre aspectos emocionais, como o grau de
estresse emocional, e as doengas metabdlicas, torna-se importante que 0s mesmos sejam
avaliados, acompanhados e tratados a partir de intervencdes multiprofissionais que
conduzam a uma reducdo significativa dos fatores de risco (SCHERR et. al., 2010). Com
base nisso, entende-se a importancia de estudar os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de doencas metabolicas relacionadas ao estresse por isolamento social,
0 que podera nortear o desenvolvimento de abordagens em salde publica voltadas as
medidas de prevencdo e tratamento.

Destarte, compreender a relacdo 0s aspectos psicoemocionais e as doencas
metabolicas, desde o prisma da ciéncia farmacéutica, em interdisciplinaridade com a
neurociéncia, possibilita a constru¢cdo de contribui¢bes valiosas para produgdo de
solucdes mais abrangentes e sistémicas, capazes de atuar em varias frentes para o alcance
da salde, enquanto equilibrio dindmico entre a diversidade de fatores que constitui o ser

humano.

> Morbidade é denominada pela taxa de portadores de determinada doenca em relacdo a populacédo total
estudada, em determinado local e em determinado momento.



4. MATERIAIS E METODO

4.1 Protocolo experimental — Animais

Todos os procedimentos com animais foram realizados em estrita conformidade
com as recomendag@es sobre o uso de animais, constantes da Lei Federal 11.794/2008°,
e foram aprovados pelo Comité de Etica Institucional (CEUA-UFOP n°. 25488). Todos
os esforcos foram feitos para maxima reducéo do possivel sofrimento dos animais, bem

como para reducdo do nimero de animais utilizados.

Foram utilizados 31 camundongos da linhagem isogénica C57BL/6, machos e
fémeas, saudaveis, com 8-10 semanas de vida, obtidos do Biotério Central da UFOP o0s
quais foram alojados individualmente (isolados, n = 13), sendo 6 machos e 7 fémeas. Os
camundongos tiveram acesso ad libitum a racdo para roedores e agua filtrada durante
todas as 16 semanas de experimento. Os camundongos foram mantidos a temperatura
constante (23 £ 2 ° C) e em ciclo claro/escuro 12:12. Os animais foram alojados em caixas
de Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) com assoalho coberto com serragem, e mantidos em ciclo

escuro/claro padréo de 12 h (luzes acesas entre 7:00 e 19:00 h).

4.2 Isolamento social

Para induzir o estresse foi utilizado o0 modelo de separagéo social, no qual s&o
gerados efeitos neurais, endécrinos e comportamentais (BRAIN, 1975; KOIKE et al.,
2009). Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos e fémeas com 8 semanas de
idade, separados de seus companheiros de caixa por 16 semanas (FIGURA 5). Embora
as flutuacdes ciclicas de hormonios durante o ciclo estral possam afetar o comportamento
em camundongos fémeas, as diferencas entre os grupos podem ser detectadas
independentemente da variacdo do ciclo estral dado a extensdo temporal do protocolo
experimental (MEZIANE et al., 2007).

S EXECUTIVO FEDERAL. Lei n° 11794, de 8 de outubro de 2008. Regulamenta o inciso VII do § 1o do
art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais; revoga a
Lei no 6.638, de 8 de maio de 1979; e da outras providéncias. Brasil, 8 out. 2008.
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Figura 5. Representacéo do protocolo experimental do isolamento social. Fonte: O

autor.

4.3 Consumo alimentar e ganho de peso

Foram avaliados o consumo alimentar dos camundongos C57BL/6 na 162 semana
de isolamento e mensurados o consumo da ragao por 7 dias seguidos (FIGURA 6), antes
da eutanasia. A cada dia, durante sete dias foram disponibilizados 100 gramas de racao
da dieta comercial em cada caixa e o consumo individual diario dos animais era obtido
pela média do consumo (descontado sobra da racdo) durante os dias, dividido pelo
namero de animais por caixa. O peso dos animais foi mensurado semanalmente da 132 a

162 semana do teste usando uma balanca digital (FIGURA 7).
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Figura 6. Representacdo do Protocolo experimental do consumo de ragéo dos camundongos. O
peso da racgéo foi aferido diariamente durante 7 dias, na 162 semana do protocolo experimental.
Fonte: O autor.
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Figura 7. Representacéo do Protocolo Experimental da mensuragéo do peso dos camundongos.
O peso dos animais foi verificado semanalmente durante as semanas 13 a 16. Fonte: O

autor



4.4 Teste de tolerancia a glicose

Ao final das 16 semanas de protocolo experimental foi realizado o Teste de
Toleréncia a Glicose intraperitoneal (ipGTT). Os animais foram mantidos em jejum
durante 6 horas, iniciado 2 horas ap6s o inicio do ciclo claro. Por meio de corte na
extremidade da cauda do animal e com auxilio de equipamento glicosimetro (Accu-Chek
Active), foi efetuada uma primeira coleta de sangue para a dosagem de glicemia de jejum,
0 que equivale ao tempo zero (t0) do teste. Em seguida, foi realizada a injecéo
intraperitoneal com solucdo de glicose (2 g/Kg de peso corporal) e realizadas novas
coletas de sangue pela cauda e aferi¢cbes da resposta glicémica ao estimulo, nos tempos
15, 30, 60, 120 minutos para a determinacéo da glicemia, de acordo com as especificaces
do fabricante (FIGURA 8). A partir do ipGTT foi construida a curva glicémica e calculada
a area sob a curva (ASC), no software GraphPad Prism.
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Figura 8: Representa¢do do Protocolo Experimental do Teste de Intolerancia a Glicose. Ao final

16 “ semana

do protocolo experimental os animais foram submetidos a um jejum de 6 horas no inicio do ciclo
claro. Uma pequena incisdo na cauda permitiu a coleta de sangue nos tempos zero (t0 ou jejum)
e em 15, 30 60 e 120 minutos apds uma injecdo intraperitoneal de glicose na dose de 2g/Kg. A

glicemia foi aferida com glicosimetro digital. Fonte: O autor.



4.5 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a media e erro padrdo da média (tEPM)
e para a comparacao de médias entre dois grupos foi aplicado o teste t de Student. Foram
considerados significativos os valores de p < 0.05 . Os dados foram analisados utilizando
GraphPad Prism 8.

5. RESULTADOS

Estudos clinicos e pré-clinicos observam uma associagdo entre diferentes
situacdes de estresse e alteracbes no metabolismo energético e homeostase glicémica em
modelos experimentais de isolamento social em animais (NONOGAKI, K.; NOZUE, K_;
OKA, Y. 2007). Neste estudo analisamos os efeitos do isolamento social crénico sobre a
homeostase glicémica e ganho de peso de camundongos C57BL/6 machos e fémeas e

sobre o consumo alimentar das fémeas.

5.1 O isolamento social causa hiperglicemia de jejum em camundongos

C57BL/6 machos e fémeas

No teste de tolerancia a glicose pudemos observar que o isolamento social induziu
hiperglicemia de jejum nas fémeas (t=3,94, df = 17; p=0,001), conforme representado na
FIGURA 9A e B. Durante o desafio com uma alta carga de glicose pudemos observar
uma resposta similar na elevacdo e subsequente reducdo da glicemia, sem diferencas
estatisticas entre as fémeas controle e isoladas, conforme demonstrado na analise da area
sob a curva, da curva glicémica, na FIGURA 9 B e C (t=1,67, df = 14; p=0,12).

Conforme representado na FIGURA 10 A e B, os machos submetidos ao
isolamento por 16 semanas também apresentaram elevagéo na glicemia de jejum, quando
comparados aos controles (t=2,55, df = 10; p=0,03). De modo similar as fémeas, a
resposta ao desafio no teste de tolerancia a glicose também foi semelhante entre machos
controles e isolados (t=1,15, df = 10; p=0,28), FIGURA 10B e C.



-@- Controle
250 400+ - [solado
%‘ *
S 200
g 3 3004
€ 1504 . L—E:: °
3 est, " £
% Poeed © 200+
° - e
= 100 a
£ ® 100
& 501
[0}
C 1 1 C 1 1 1 1
& O 0 30 60 90 120
\§0 N Mi
Q d inutos
C
800
600 ]
O [ ]
2 400 _.T: .
]
L
® | ]
200 n
C 1 1
\O\e foéo
S
< N

Figura 9. Teste de tolerancia a glicose (TOTG) em camundongos fémeas. A) Glicemia de
jejum, ou t0, em mg/dL. B) Curva de tempo de resposta a glicose 2g/Kg. C) Area sob a
curva (ASC). n = 7 a 12 por grupo. Teste t de Student. * p< 0,05. Os dados séo

apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
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Figura 10. Teste de tolerancia a glicose (TOTG) em camundongos machos. A) Glicemia
de jejum, ou t0, em mg/dL. B) Curva de tempo de resposta a glicose 2g/Kg. C) Area sob
acurva (ASC). n = 6 por grupo. Teste t de Student. * p< 0,05. Os dados s&o apresentados

como meédia + erro padrdo da média (EPM).

5.2 O isolamento social promove aumento no consumo alimentar em fémeas

O peso dos camundongos fémeas e machos foi acompanhado durante as 4 ultimas
semanas do protocolo experimental (semanas 13 a 16). Conforme representado nas

figuras 11 e 12A, ndo foram observadas diferencas entre o ganho de peso nas fémeas,



bem como nos machos, respectivamente, quando comparados os animais controles e
isolados.

Por outro lado, o consumo alimentar, que foi avaliado somente nas fémeas
diariamente durante a Gltima semana do protocolo, foi aumentado no grupo isolado,
conforme demonstrado na FIGURA 11 B e C. Na FIGURA 11C é possivel observar a
diferenca estatistica quando comparados o consumo alimentar acumulado das fémeas
controle e isoladas (t=6,51, df=9; p=0,0001).
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Figura 11. Peso corporal e consumo alimentar em camundongos fémeas. A) Peso semanal
nas semanas 13 a 16. B) Consumo alimentar diario na semana 16. C) Consumo alimentar
acumulado nos 7 dias. n = 5-6 por grupo. Teste t de Student. * p< 0,05. Os dados séo

apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
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Figura 12. Peso corporal em camundongos machos. A) Peso semanal nas semanas 13 a

16. Os dados sdo apresentados como media + erro padrdo da média (EPM); n = 6.

6. DISCUSSAO

Modelos animais de estresse cronico sdo importantes ferramentas para o estudo
da fisiopatologia e mediadores moleculares de disturbios relacionados ao estresse, como
as sindromes metabdlicas, bem como para a investigacdo de potenciais tratamentos
(NAGY et. al, 2002).

Vdikar e colaboradores (2005), identificaram que camundongos isolados podem
apresentar respostas diferentes ao isolamento dependendo de sua linhagem. Além disso,
existe uma discussdo acerca da diferenca entre isolamento verdadeiro e isolamento
individual. Com relacdo ao isolamento individual, os camundongos ndo sdo desprovidos
totalmente de receber informagdes sensoriais de outros camundongos que habitam o

biotério por meio do olfato, audi¢do e viséo e, de fato, esse € 0 modelo empregado na

maioria dos estudos. (VOIKAR e.t al., 2005).

Em nosso estudo, este modelo de estresse induzido por isolamento individual

causou hiperglicemia de jejum nos camundongos CB57BI/6 machos e fémeas, sem um



ganho de peso significativo, mas com um aumento no consumo alimentar das fémeas.
Estes dados corroboram o estudo de Nonogaki e colaboradores (2007), que mostrou que
o0 isolamento social por 8 semanas, agravou o fen6tipo metabolico de camundongos KKAY
(um modelo poligénico de diabetes e obesidade). Quando comparados aos KKAvalojados
em grupo, os KKAV isolados apresentaram maior glicemia de jejum, maior peso corporal,
peso de tecido adiposo e hiperleptinemia. (NONOGAKI, et. al,.2007)

Os autores observaram ainda que os animais isolados apresentaram aumento na
expressao de genes envolvidos na gliconeogénese no figado, independentes de insulina.
Portanto, os autores sugerem que o isolamento social crénico pode contribuir para o
desenvolvimento e evolucdo da diabetes associado a obesidade em animais KKAY,

Por outro lado, nos estudos de Tavares (2014) e Santos (2019), sobre os efeitos
do estresse social sobre a glicemia de ratos wistar e camundongos C57BL/6
respectivamente, ndo foram observadas diferencas significativas entre os animais isolados
e agrupados. As consequéncias do isolamento social em modelos animais estudados sobre
a homeostase energética e metabdlica podem ser linhagem e tempo-dependentes, dentre
outras variaveis. (NONOGAKI, K.; NOZUE, K.; OKA, Y, 2007).

Com relacdo ao consumo alimentar e 0 peso dos camundongos, nNosso estudo
demonstrou que a habitagdo individual crénica aumentou o consumo alimentar das
fémeas sem alterar significativamente o seu peso corporal, sugerindo que o0 aumento do
gasto energético possa ter evitado um ganho de peso.

Um estudo prévio observou um aumento na atividade espontanea de
camundongos C57BL/6 machos submetidos a 7 semanas de isolamento social, o que
resultou em menor ganho de peso em comparac¢ao aos animais alojados em grupo devido
essa linhagem levar um aumento na atividade exploratéria (VOIKAR et al., 2005). Em
nosso estudo ndo monitoramos a atividade espontdnea, porém esta seria uma das
possibilidades para a manutencdo do peso das fémeas apesar da ingesta alimentar
aumentada. J& no estudo de Nanogaki (2007), o isolamento individual acelerou o ganho
de peso corporal e a adiposidade em camundongos KKAY , mas ndo na espécie C57BL/6,
0 que também corrobora nossas observagdes. Por outro lado, o estudo de Pérez observou
uma tendéncia ao ganho de peso sobre o grupo isolado em relagdo ao grupo social
(PEREDA-PEREZ et. al., 2013). Nesse estudo o periodo de isolamento chegou a 10
meses, ao passo que, 0 nosso foi de 4 meses, 0 que pode sugerir que 0 ganho de peso se
manifesta em periodos de maiores estresse por isolamento social. Assim, € evidente que

os efeitos das condicGes de alojamento sobre o comportamento e sobre a fisiologia de



uma dada linhagem de camundongos ndo parecem ser previsivel, levando-se em conta,
o0s dados obtidos a partir de diferentes linhagens. No entanto, a criacdo de animais em
condicGes de isolamento € um paradigma relevante para o estudo dos efeitos do estresse
no inicio da vida e para a compreensdo da origem de certas doencas neuroldgicas,
psiquiatricas e bioquimicas (MYHRER, 1998; WHITAKER-AZMITIA et al., 2000).

No presente estudo algumas limitacdes de trabalho impossibilitaram a obtencao
resultados mais robustos. Entendemos que a realizacdo de dosagens séricas de
corticosterona, leptina, e insulina auxiliariam na compreensdo dos mecanismos
envolvidos. Além disso, a utilizacdo de uma camara metabolica possibilitaria a
visualizacdo de dados mais solidos com relacdo ao gosto energético dos animais em

isolamento social.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o estresse causado pelo isolamento social
experimental em camundongos elevou a glicemia de jejum, de machos e fémeas e induziu
aumento do consumo alimentar das fémeas, porém, sem alteracGes relevantes sobre o
peso de ambos os sexos. Este estudo, no entanto, reforca os achados encontrados na
literatura contribuindo para melhor entendimento acerca das modificagdes na homeostase
do metabolismo energético em funcao do isolamento social, como alteragdes na glicemia

de jejum, consumo alimentar e ganho de peso.
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