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Isolamento social modifica o perfil
bioquimico de ratos

Karina Maria Cancelliero’, Dirceu Costa? & Carlos Alberto da Silva’

SOCIAL ISOLATION CHANGES THE BIOCHEMICAL
PROFILE OF RATS

ABSTRACT: The purpose of this work was to evaluate in male Wistar rats the solid
and liquid intake the hepatic (HG) and the muscular (MG) glycogen
contents and the plasmatic concentration of free fatty acids (FFA),
glycaemia (GLY) and corticosterone (COR) comparing a group submitted
to isolation (ISO) to a group of rats contained 3 in each cage (AG). The
values were evaluated by normality test followed by t - Student test
(p<0,05). The 1SO group presented a significant increase in the intake
represented by 30% in the solid and 66% in the liquid and a significant
increase of 32% in COR. The HG was increased in 2 times, the soleus MG
in 6 times and the gastrocnemius MG 3,5 times, significantly different
when compared with AG group, without alterations in GLY. The results
showed that the better condition of housing for rats is three per cage
because the stress and plasmatic corticosterone is reduced following the
social behavior of this specie.
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INTRODUCAO

Os animais constantemente manifestam mudangcas com-
portamentais visando vencer obstaculos, garantir a propria so-
brevivencia, transmitir seus genes e contribuir para a sobrevi-
vencia da espécie (FELIG et al., 1987; CIPOLLA et al., 1988).

Desde os tempos mais remotos, os humanos observam
0s animais por uma razao muito simples: sua sobrevivéncia
sempre dependeu do conhecimento do comportamento ani-
mal, sendo que esta claramente demonstrado que diferengas
genéticas entre individuos contribui para diferencas em seus
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atributos fisiologicos e comportamentais. Este problema com-
plexo requer uma analise das multiplas interacdes entre o or-
ganismo, seus genes, estruturas em desenvolvimento e o meio
ambiente no qual vive (PEREZ et al., 1997).

O isolamento de um animal de seu grupo para analises
experimentais &€ uma das situagcdes mais comuns utilizadas atu-
almente pelos cientistas, sem considerar o grau de estresse que
isto representa ao animal que biologicamente vive em grupo
(GENARO & SCHMIDEK, 2002). Diferentes experimentos de-
monstraram que o comportamento social influencia no desen-
volvimento de ratos de laboratorio, principalmente alterando
as relacoes hormonais do eixo hipotalamo-hipofise. Esta abor-
dagem € importante no delineamento de experimentos com én-
fase em alteragbes fisiologicas, patologicas ou em administracao
de farmacos onde se prescreve que o animal deve ser mantido
em privagao social para minimizar reacoes de dominio regula-
doras de ingesta (EHLERS et al., 1996, GENARO et al., 2004).

No que tange as relacdes entre a vida social e o padrao
comportamental, tem sido demonstrado que ratos passam a
consumir maior quantidade de alcool quando estao agrupados
se comparados aos isolados (ELLISON et al., 1979). Neste sen-
tido, cabe ressaltar que o tato e o contato sao extremamente
importantes para a estrutura social de inUmeros animais, pois
determinam vinculos, estruturam e reforcam ligacoes de um
grupo. Assim, a integracao/interacao e as trocas entre os indi-
viduos determinam a aquisicao de padroes fisiologicos
homeostaticos, especificos para cada grupo (WASHBURN &
RUMBAUGH, 1991).

Na década de 70, estudos endocrinos sugeriram que os
organismos apresentam adaptagcdes sequienciais quando ex-
postos a condicao indutora de estresse, desenvolvendo rea-
cOes e sintomas indicativos de irritabilidade (GERSH &
FOWLES, 1979).

Estudos realizados com diferentes espécies como peixes,
macacos e ratos demonstraram que os animais submetidos a iso-
lamento apresentaram mudangas comportamentais, alteracoes
no padrao de conduta, modificacbes no carater exploratorio,
manifestacoes de agressividade, reacdes psicofisiologicas
indutoras de ansiedade, depressao e estresse (GOMES &
MORGAN, 1993; PEREZ et al., 1997; GENARO et al., 2004).



Avaliacdes neuroendocrinas realizadas com ratos cons-
tataram que tanto as ondas eletroencefalograficas quanto a
secrecao de hormonios indicadores de estresse sao modifica-
das no isolamento (EHLERS et al., 1996; GENARO et al., 2004).
Neste sentido, estudos moleculares avaliaram a dinamica de
receptores no cortex cerebral de ratos sob isolamento, sendo
observado hipersensibilidade na populacao de receptores
adrenérgicos e reducao na populacao de receptores
dopaminérgicos, sugerindo correlagao entre os diferentes cir-
cuitos neurais e o aparecimento de comportamento especifico
(ISOVICH et al., 2001).

Recentemente CHEETA et al. (2001) realizaram avali-
acao farmacologica da acao da nicotina, que & uma substan-
cia ansiogénica, em ratos submetidos ao isolamento e verifi-
caram elevacao nas respostas de ansiedade, demonstrando
potencializacao da acao da nicotina na condicao de privagao
social.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar parametros
que sao frequentemente utilizados em estudos experimentais
ligados a metabolismo, como, concentracao plasmatica de
glicose, acidos graxos livres e corticosterona, alem do contel-
do de glicogeénio hepatico e muscular (soleo, gastrocnémio) e
ingesta liquida e solida, comparando um grupo de ratos acon-
dicionados em gaiolas coletivas contendo 3 animais com um
grupo de ratos submetidos ao isolamento social (1 por caixa).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar com ida-
de de 3 a 4 meses, alimentados com ragao (Purina®para roedo-
res) e agua ad libitum sob ciclo fotoperiodico de 12h claro/
escuro, a 22 + 2°C. Os ratos ficaram agrupados em gaiolas
coletivas até o desmame quando foram divididos nos seguin-
tes grupos experimentais:

- Grupo 1: ratos acondicionados em gaiolas coletivas

(31 x 46 x 17 cm) contendo 3 animais por caixa durante

15 dias (n=15).

- Grupo 2: ratos submetidos ao isolamento social (1 ani-

mal por caixa) acondicionados em gaiola (19 x 34 x 12

cm) durante 15 dias (n=15).
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A concentracao plasmatica de glicose foi determinada
através de kit de utilizacao laboratorial (CELM-REACTOCLIN®).
Para a avaliacao da concentragao plasmatica de acidos graxos
livres (AGL) utilizou-se o método proposto por REGOUW et al.
(1971), enquanto a concentragao plasmatica de corticosterona
foi determinada através de radioimunoensaio (NISWENDER
et al., 1969).

Diariamente os animais foram manipulados para lim-
peza das caixas sendo avaliada a ingestao solida e liquida.

O contetido de glicogenio foi avaliado pelo método do
fenol sulfurico segundo SIU et al. (1970).

A avaliacao estatistica dos dados foi feita através do
teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e do teste t de
Student com nivel critico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Com relagao ao comportamento, a comparagao dos
grupos acondicionados em gaiolas coletivas com o grupo sub-
metido ao isolamento mostrou que o grupo isolado apresentou
elevagao de 30% na ingesta solida e 66% na ingesta liquida,
sintomas classicamente observados na ansiedade e que en-
volvem alteracbes na homeostasia hipotalamica (Figs 1 e 2).

Frente ao aumento na ingesta foram avaliados os prin-
cipais reservatorios de glicogénio e foi observado que o con-
tetdo hepatico foi aumentado em 2 vezes (Fig. 3), enquanto o
contetido muscular foi aumentado em 6 vezes no soleo e 3,5
vezes no musculo gastrocnemio (Fig. 4) e pode representar a
inter-relacao entre a condicao de acondicionamento e altera-
coes hormonais.

Tendo em vista as alteracbes endocrinas relatadas por
outros autores, foi avaliada a concentracao plasmatica de
corticosterona que & um importante parametro usado para com-
parar variacoes hormonais com énfase no eixo hipotalamo/
hipofisario/adrenal. Neste sentido, observou-se que o grupo de
ratos submetidos ao isolamento apresentou elevacao de 32%
na concentracao serica do glicocorticoide como pode ser ob-
servado na Tabela 1.

Neste sentido, recentes trabalhos demostraram que os
glicocorticoides promovem elevacao na secrecao de insulina.
No entanto, dentro do tempo experimental nao foram observa-



das alteracdes glicemicas sugerindo adaptacao. Outro fator
importante a se considerar & que a concentracao plasmatica
de acidos graxos livres nao apresentou modificacoes se com-
parado ao controle, sugerindo predominio de sintese das re-
servas energéticas (Tab. 1).
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Figura 1. Ingesta solida (gramas) dos animais acondicionados em gaiolas cole-
tivas (agrupados em 3) e isolados (1 por caixa). Os valores correspondem as
médias + epm, n=15. p<0,05, * comparado ao grupo acondicionado em gai-

olas coletivas.
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Figura 2. Ingesta de agua (ml) dos animais acondicionados em gaiolas coleti-
vas (agrupados em 3) e isolados (1 por caixa). Os valores correspondem as
médias + epm, n=15. p<0,05. * comparado ao grupo acondicionado em gai-
olas coletivas.
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Figura 3. Concentracao hepatica de glicogénio (mg/100mg) dos animais acon-
dicionados em gaiolas coletivas (agrupados em 3) e isolados (1 por caixa). Os
valores correspondem as médias + epm, n=15. p<0,05, * comparado ao gru-
po acondicionado em gaiolas coletivas.
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Figura 4. Concentracao muscular de glicogénio (mg/100mg) dos musculos
soleo (S) e gastrocnémio (G) dos animais acondicionados em gaiolas coletivas
(A - agrupados em 3) e isolados (I - 1 por caixa). Os valores correspondem as
médias + epm, n=15. p<0,05, * comparado ao grupo acondicionado em gai-
olas coletivas.

Tabela 1. Perfil bioquimico plasmatico dos animais acondicionados em gaio-
las coletivas (agrupados em 3) e isolados (1 por caixa). Os valores correspondem
as médias = epm, n=15. p<0,05, * comparado ao grupo acondicionado em
gaiolas coletivas.

Gaiola Coletiva Isolamento
Glicemia (mg/dl) 118,83 £ 6,2 135,36 + 3,2
Acidos Graxos livres (mmol/L) 0,52 +£0,16 0,54 + 0,04
Corticosterona (ng/ml) 2,12 £ 0,01 2,81 +£0,01*




DISCUSSAO

InUmeros parametros tem sido utilizados para analisar
as relacoes entre o isolamento social e a manutencao dos ani-
mais em grupos, merecendo destaque a atividade exploratoria,
a interacao social, a atividade locomotora, a reatividade, o
comportamento de vigilancia e a vocalizacao (RENNER et al.,
1992).

Recentes trabalhos realizados em ratos demonstraram
que a privagao social desencadeia alteracbes no padrao emo-
cional refletindo em mudangas comportamentais e endocrinas
(GENARO et al., 2004). Neste sentido, tem sido observado que
ratos submetidos ao isolamento social apresentam modifica-
coes na homeostasia do sistema nervoso, endocrino e na sen-
sibilidade de areas cerebrais a diferentes hormonios.

A preservacao da homeostasia requer adaptagoes con-
tinuas neurais, endocrinas e comportamentais para controlar
alteracbes causadas por estressores internos ou externos. Res-
postas comportamentais incluem alteracbes cognitivas e sen-
soriais, aumento do alerta, intensificacao da memoria seletiva,
supressao de comportamentos e analgesia (McEWEN, 2000;
PACAK & McCARTY, 2000).

As respostas comportamentais e fisiologicas sao con-
troladas por varios fatores como, ativacao dos sistemas efetores
no sistema nervoso central incluindo o eixo hipotalamo-hipofise-
tiredide, o eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, o sistema-renina-
angiotensina, mudangas nas respostas do sistema imune e al-
teracdes nas concentracdes plasmaticas das B-endorfinas
(PACAK & McCARTY, 2000).

Ao comparar os grupos experimentais, observou-se que
o grupo de ratos submetidos ao isolamento apresentou con-
centracoes plasmaticas de corticosterona maiores do que os
agrupados em gaiolas coletivas. Este fato esta relacionado com
as alteracdes neuroendocrinas relatadas por EHLERS et al.
(1996) que demonstraram que o sistema limbico, ao ser esti-
mulado no isolamento, pode ativar o hipotalamo que recebe e
integra as informagdes neurais, estimulando a secrecao de di-
ferentes hormonios, merecendo destaque os hormonios
adrenocorticotroficos (BUCKINGHAM, 2000; OTTENWELLER,
2000; PACAK & McCARTY, 2000).
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E sabido que os glicocorticoides promovem alteracdes
na sensibilidade a insulina. Porém, este fato ainda & controver-
so na literatura, onde resultados complexos tem sido produzi-
dos em estudos com ratos e camundongos tratados com
dexametasona, principalmente no que se refere a secrecao de
insulina in vitro. Neste sentido, o aumento na secrecao tem
sido relatado (MALAISSE et al., 1967; KAWAI & KUZUYA, 1977;
OGAWA et al., 1992; WANG et al., 1994)

A exposicao a ambientes desconhecidos & condigao
estressora de fundo neuropsiquico que afeta profundamente os
processos emocionais e pode provocar mudangas comporta-
mentais como ansiedade ou frustracao (HALLER et al., 1999;
ZELENA et al,, 1999). Neste sentido, a maioria dos estressores
utilizados na pesquisa com animais de laboratorio incluem es-
timulos que apresentam simultaneamente componentes fisicos,
quimicos e emocionais (KVETNANSKY & McCARTY, 2000).

Frente a estes estimulos, ha necessidade de desenca-
dear respostas adaptativas essenciais no restabelecimento do
balangco homeostatico (WURBEL, 2001). Durante uma respos-
ta adaptativa, os processos fisiologicos redirecionam a utiliza-
cao de energia entre varios orgaos e podem seletivamente ini-
bir ou estimular a mobilizagao das reservas energéticas (PACAK
& McCARTY, 2000).

Ao observar o grupo submetido ao isolamento, foi veri-
ficado que houve elevacao nas reservas hepaticas e muscula-
res de glicogenio. Neste sentido, o aumento nas reservas
energéticas na presenca de elevagao na concentragao
plasmatica do glicocorticoide aponta para ativagao tanto de
areas hipotalamicas responsaveis pela elevagao na ingesta
quanto de processos citosolicos que induzem a secrecao de
insulina pelas células beta pancreaticas, refletindo na ativa-
cao dos processos ligados a sintese de glicogenio (FABRIS et
al., 1996). Esta elevacao na secrecao de insulina decorre de
processo de ativacao genica direta na célula B pancreatica e
revela efeito importante, pois ha elevagao na formagao de re-
servatorios energéticos insulino-dependentes a curto prazo.
Porém, ja foi demonstrado que a longo prazo ha dessensibilizacao
tecidual e resistencia a insulina (BOSQUEIRO et al., 2003). Cabe
salientar que o grupo submetido ao isolamento nao apresentou
elevagao significativa na concentracao plasmatica dos acidos



graxos livres, evento que aponta para o dominio dos fenome-
nos de formacao dos reservatorios energéticos.

Frente aos resultados sugere-se que as modificacoes
deflagradas pelo isolamento representam alteracoes nas fun-
coes hipotalamicas, alteracbes endocrinas representadas por
acimulo de substratos metabolizaveis nos principais reserva-
torios e modificacbes na homeostasia de areas cerebrais que
possivelmente coordenam a ingesta. Desta forma, o acondici-
onamento dos animais no padrao tres ratos por caixa mostrou
ser o mais efetivo por apresentar baixo indice de estresse, re-
presentado por pequenas concentracoes plasmaticas de
corticosterona e acompanhar os ajustes biossociais caracteris-
ticos da espécie (EINON & MORGAN, 1976).

CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostram a importancia dos
estudos comportamentais associados a avaliacoes metaboli-
cas para refinamento na avaliacao de respostas quimio-meta-
bolicas. Neste contexto, a manutencao de ratos agrupados em
tres por caixa, mostrou interacao social com baixos niveis de
estresse representados por concentragoes plasmaticas de
corticosterona dentro da normalidade, preservando o equili-
brio homeostatico.
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