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RESUMO 

Introdução: Áreas encefálicas como hipocampo, hipotálamo, cerebelo e o córtex pré-

frontal participam do controle de habilidades sociais fundamentais para a saúde e o bem-estar. 

Alterações bioquímicas nestas áreas podem alterar a expressão do comportamento social em 

quadros patológicos como depressão, esquizofrenia, distúrbios bipolares e em transtornos do 

neurodesenvolvimento. Esclarecer os mecanismos envolvidos nessas alterações é essencial 

para o desenvolvimento de ações terapêuticas nestes quadros. Estudos recentes mostraram que 

a melatonina e seu agonista agomelatina podem estar envolvidos na modulação do 

comportamento social principalmente por meio dos receptores MT1 e MT2. Porém, pouco se 

sabe sobre variações no conteúdo de melatonina e na expressão destes receptores em 

diferentes áreas encefálicas, em quadros que apresentam alterações no comportamento social. 

Objetivos: Avaliar a concentração plasmática de melatonina, a expressão gênica dos 

receptores de melatonina MT1 e MT2 em diferentes áreas encefálicas, e a localização e 

quantificação das células imunorreativas para MT1 e MT2 no córtex pré-frontal de modelo 

animal com aumento na interação social. Métodos: Amostras de sangue e de tecido 

encefálico foram obtidas de ratos com aumento na interação social (grupo mais social) e ratos 

com interação social considerada normal para a espécie (grupo controle). Com o intuito de 

confirmar as diferenças no comportamento de interação social entre os dois grupos, todos os 

animais passaram por avaliação comportamental. A melatonina plasmática foi quantificada 

por ELISA; a expressão gênica dos receptores MT1 e MT2 no córtex pré-frontal, hipocampo, 

hipotálamo e cerebelo foi analisada por PCR em tempo real e a localização dos receptores 

MT1 e MT2 foi analisada por imunohistoquímica. Resultados: Os testes comportamentais 

mostraram que o grupo mais social apresentou maior tempo de interação social e menor 

tempo e frequência de limpar-se em relação ao grupo controle. O grupo mais social 

apresentou menor concentração plasmática de melatonina que o grupo controle e maior 

expressão dos RNAm de MT1 no hipotálamo, hipocampo, pré-frontal e cerebelo, e maior 

expressão dos RNAm de MT2  no hipotálamo, hipocampo e cerebelo. O grupo mais social 

apresentou maior número de células imunorreativas para MT1 na área total do córtex pré-

frontal e nas divisões LO, MO, VO, PrL. Não houve diferença na imunorreatividade para o 

receptor MT2 entre os grupos mais social tanto na área total quanto nas divisões do córtex pré-

frontal. Conclusão: Os animais da linhagem mais social apresentaram maior interação social 

com o co-específico do que o grupo controle, menor conteúdo de melatonina, maior expressão 

gênica dos receptores de melatonina MT1 no hipocampo, hipotálamo, córtex pré-frontal e 



 

cerebelo, e do MT2 no hipocampo, hipotálamo e cerebelo. Além disso a linhagem mais social 

apresentou maior número de células imunorreativas ao receptor de melatonina MT1 no córtex 

pré-frontal.  

 

 Palavras-chave: Comportamento social, Melatonina, Receptores de Melatonina, córtex pré-

frontal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

Introduction: Encephalic areas such as the hippocampus, hypothalamus, cerebellum, and 

prefrontal cortex participate in the control of social skills fundamental to health and well-

being. Biochemical changes in these areas may alter the expression of social behavior in 

pathological conditions such as depression, schizophrenia, bipolar disorders and 

neurodevelopmental disorders. Clarifying the mechanisms involved in these changes is 

essential for the development of therapeutic actions in these frameworks. Recent studies have 

shown that melatonin and its agonist agonist may be involved in the modulation of social 

behavior mainly through the MT1 and MT2 receptors. However, little is known about 

variations in the content of melatonin and the expression of these receptors in different brain 

areas, in pictures that present changes in social behavior. Objectives: To evaluate the plasma 

concentration of melatonin, the gene expression of MT1 and MT2 melatonin receptors in 

different brain areas, and the localization and quantification of MT1 and MT2 

immunoreactive cells in the animal model prefrontal cortex with increased social interaction. 

Methods: Blood and brain tissue samples were obtained from rats with increased social 

interaction (more social group) and rats with social interaction considered normal for the 

species (control group). In order to confirm the differences in behavior of social interaction 

between the two groups, all animals underwent behavioral evaluation. Plasma melatonin was 

quantified by ELISA; the gene expression of MT1 and MT2 receptors in the prefrontal cortex, 

hippocampus, hypothalamus and cerebellum was analyzed by real-time PCR and the location 

of MT1 and MT2 receptors was analyzed by immunohistochemistry. Results: Behavioral 

tests showed that the most social group had an increase in social interaction time and a 

decrease in the time and frequency of cleansing in relation to the control group. The more 

social group presented lower plasma concentration of melatonin than the control group and 

higher expression of MT1 mRNAs in the hypothalamus, hippocampus, prefrontal and 

cerebellum, and higher expression of MT2 mRNAs in the hypothalamus, hippocampus and 

cerebellum. The most social group had a higher number of MT1 immunoreactive cells in the 

LO, MO, VO, PrL and total prefrontal cortex areas, and there was no greater 

immunoreactivity for the MT2 receptor in the subareas and in the total area of the pre- front. 

Conclusion: The animals of the more social line presented greater social interaction with the 

co-specific than the control group. These animals had lower melatonin content, greater gene 

expression of MT1 melatonin receptors in the hippocampus, hypothalamus, prefrontal cortex 

and cerebellum, and MT2 in the hippocampus, hypothalamus and cerebellum. In addition, a 



 

larger number of MT1 melatonin receptor immunoreactive cells were present in the PrL, MO, 

VO and LO subdivisions of the prefrontal cortex. 

 

 Key words: Social behavior, Melatonin, Melatonin receptors, prefrontal cortex. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Um dos mais complexos comportamentos que o ser humano ou  animais em geral 

podem realizar é o comportamento social, o qual se dá entre co-específicos, e resulta em 

relações sociais. O comportamento social, tem como base a capacidade dos indivíduos em se 

comunicar, em perceber o outro, em processar e interpretar pistas sociais, assim como 

responder com comportamentos apropriados (BARAK, FENG, 2016). 

Assim, o comportamento social pode ser caracterizado como interações entre 

organismos com duração e função determinadas (BLUMSTEIN et al., 2010; TODOROV, 

2012) fundamentais para a saúde e o bem-estar destes (BERKMAN, 1984; ALCALÁ-LÓPEZ 

et al., 2017). Áreas encefálicas como o hipocampo, amígdala, ínsula, cerebelo, córtex pré-

frontal, hipotálamo, áreas mesencefálicas e núcleo accumbens participam da expressão das 

habilidades sociais e, consequentemente, do comportamento social (MELIS et al., 2007; 

DÖLEN et al., 2013; GUNAYDIN et al., 2014; ALCALÁ-LÓPEZ et al., 2017; 

ADAMASZEK et al., 2016). Alterações morfológicas ou bioquímicas nestas áreas podem 

levar à distúrbios no comportamento social em várias neuropatologias como a depressão, a 

esquizofrenia, distúrbios bipolares, transtorno do espectro do autismo (TEA) e Síndrome de 

Williams (BLUMSTEIN et al., 2010; HAAS et al., 2012; MEDA, PRYWELLER, 

THORNTON-WELLS, 2012; BUFFINGTON et al., 2016; ONAOLAPO et al., 2017). 

Dentre os neurotransmissores e neurohormônios classicamente responsáveis pela 

modulação do comportamento social estão a dopamina, noradrenalina, GABA, serotonina e 

ocitocina (KEVERNE, CURLEY, 2004; DONALDSON, YOUNG, 2008; GROPPE et al., 

2013; PIZZI et al., 2017; TANAKA et al., 2017). Além destes, a melatonina, hormônio 

produzido pela glândula pineal, também está relacionada a patologias que englobam 

comportamentos sociais alterados. Em algumas destas patologias, já foi demonstrado como 

característica bioquímica baixos níveis de melatonina (MELKE et al., 2008; JONSSON et al., 

2010). Tal diminuição nos níveis de melatonina pode ser resultado de alterações na expressão 

de suas enzimas de síntese, a hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) (MELKE et al., 2008; 

JONSSON et al., 2010) e arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT) (SORIA et al., 

2010).  

Como evidências neuroanatômicas do envolvimento da melatonina e seus receptores 

na modulação de comportamentos sociais, a expressão dos receptores de melatonina, MT1 e 

MT2, já foi descrita em áreas encefálicas relacionadas ao controle comportamental (WEIL et 
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al., 2006; SHELTON et al., 2012; LACOSTE et al., 2015; WALY, HALLWORTH, 2015; 

PINATO et al., 2015; BOULOS et al., 2017; PINATO et al., 2017; GUISSONI CAMPOS et 

al., 2018). Estudos com camundongos transgênicos com deleção para o receptor de 

melatonina MT1, demonstraram alterações comportamentais relacionadas com a depressão 

melancólica em humanos, como diminuição na mobilidade nos testes de natação forçada e na 

suspensão da cauda e redução no consumo de sacarose, sugerindo envolvimento desse 

receptor em quadros depressivos e no desempenho neurológico habitual (WEIL et al., 2006; 

COMAI et al., 2015). A deleção dos receptores MT1 e MT2, também induziu comportamentos 

semelhantes a depressão e ansiedade em camundongos (LIU et al., 2017). 

Resultados interessantes também têm sido demonstrados com a administração de 

melatonina, ou do análogo agomelatina, com efeito potencial na melhora de comportamentos 

em patologias que expressam alterações no comportamento social. Trabalho do nosso grupo 

demonstrou que em crianças com TEA, após a administração de melatonina observou-se 

melhora na qualidade do sono e no comportamento da interação social (ZUCULO et al., 

2017). Trabalhos encontrados na literatura também demonstraram que a administração de 

melatonina, em camundongos, em modelo de Alzheimer pode melhorar comportamentos 

neuropsicológicos, por meio da modulação da proteína GSPTP1 (glutationa S-transferase P1) 

associada à ansiedade, e da proteína CPLX1 (complexina 1) associada à depressão. Essas 

proteínas foram menos expressas no hipocampo dos ratos com Alzheimer, e a melatonina foi 

capaz de corrigir sua expressão (NIE et al., 2017). Além disso, a melatonina propicia efeitos 

protetores em modelos de indução de danos em neurônios do hipocampo associados com 

comportamentos depressivos e ações contra o estresse (RUKSEE et al., 2014; 

EKTHUWAPRANEE et al., 2015). Tais resultados abrem a perspectiva para o uso da 

melatonina ou do análogo agomelatina no tratamento das alterações de comportamento social, 

aliado a várias classes de fármacos usados nessas terapias, como os antidepressivos (FLECK 

et al., 2009), antipsicóticos (MOREIRA, GUIMARÃES, 2007; BRUIJNZEEL et al., 2014; 

LAI et al., 2017) e estabilizadores de humor (TOHEN et al., 2005).  

A vantagem da utilização da melatonina e seus agonistas em substituição ou em 

associação aos antidepressivos convencionais, seria a melhora nos sintomas depressivos, na 

ansiedade e hipocondria e menor ocorrência de efeitos colaterais  como a anedonia no começo 

do tratamento. Outra vantagem seria o menor risco para pacientes com doenças 

cardiovasculares já que alguns antidepressivos como os antidepressivos tricíclicos (ADTs) e 

os inibidores da monoaminaoxidase (iMAO) são considerados cardiotóxicos, pois podem 

causar taquicardia reflexa devido ao bloqueio de receptores α-1-adrenérgicos e receptores 
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colinérgicos, e ativação simpática (MORENO, MORENO, SOARES, 1999). Ao contrário dos 

antidepressivos convencionais a melatonina e a agomelatina não atuam em receptores 

adrenérgicos e colinérgicos (ÁLAMO, LÓPEZ-MUÑOZ, 2010; BOGOLEPOVA et al., 2012; 

MEDVEDEV, 2017). 

Apesar das fortes evidências de que a melatonina seria um potencial candidato ao 

tratamento de distúrbios neuropsiquiátricos, os mecanismos envolvidos nessa ação ainda não 

estão totalmente esclarecidos. Assim, ressalta-se a relevância da investigação sobre a 

participação da melatonina e dos receptores MT1 e MT2 nos mecanismos envolvidos na 

interação social. Tal investigação visa contribuir tanto para o entendimento sobre as possíveis 

causas de diferentes distúrbios neuropsiquiátricos, como para a possibilidade de terapias.  

 

2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 COMPORTAMENTO SOCIAL E SOCIABILIDADE 

 

O reconhecimento entre os mesmos de uma espécie torna-se essencial para o 

desenvolvimento do comportamento em grupo ou interação social (MOREIRA, ABREU, 

OLIVEIRA, 2006) e tais relações sociais geram significado à vivência humana, podendo 

ainda traçar a personalidade e existência de um indivíduo (BERGAMIN, PRUDENTE, 1987). 

O comportamento social resulta de uma série de processos neurais que envolvem estruturas 

encefálicas específicas como o córtex orbitofrontal, relacionado a tomada de decisão e 

processamento emocional (BECHARA, DAMÁSIO, DAMÁSIO, 2000); o córtex 

ventromedial frontal responsável por associar informações prévias a situação atual; o corpo 

amigdalóide que avalia rapidamente o potencial de ameaça de uma situação (ADOLPHS, 

1999); e o hipocampo relacionado as memórias (FERREIRA, 2011; CAMPOS, CRUZ-

RIZZOLO, PINATO, 2015), sendo estes dois últimos pertencentes ao sistema límbico, que 

também engloba o giro do cíngulo, giro para-hipocampal, área septal, hipotálamo, núcleos 

mamilares, núcleos anteriores do tálamo e os núcleos habenulares (HOLANDA et al., 2013). 

Além dessas, as áreas corticais pré-frontais, orquestram as reações emocionais, exercendo 

uma intensa atividade modulatória sobre estruturas límbicas, sendo o principal centro de 

organização e de planejamento de ações, inclusive emocionais (LEDOUX, 2003). A 

existência de correlação entre processamentos emocionais e cognitivos, é particularmente 

evidente em situações complicadas que englobam conflitos, tomada de decisões e interações 

sociais (CAGNIN, 2008). 
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Lesões ou disfunções nessas áreas ou circuitos podem levar a patologias ou déficits 

relacionados ao transtorno de humor (DAVIDSON et al., 2002). Na depressão por exemplo, 

há relatos de alterações anatômicas e químicas no córtex orbitofrontal bilateral (LAI et al., 

2000), diminuição de metabolismo no córtex pré-frontal (SOARES, MANN, 1997), alterações 

químicas no hipocampo e amígdala (SWEENEY, KMIEC, KUPFER, 2000). No 

comportamento anti-social também há indicação de redução de metabolismo no córtex pré-

frontal (BASSARATH et al., 2001), bem como no hipocampo (SODERSTROM et al., 2002). 

 

2.1.1 COMPORTAMENTO SOCIAL EM RATOS 

 

Em ratos, experimentos de exposição do animal a um co-específico mostraram que o 

comportamento de levantar e o comportamento de farejar em frente à área da gaiola do co-

específico está relacionado com a interação social (BONUTI, 2014; GOES et al., 2013; 

BONUTI, MORATO, 2017). 

O comportamento de limpar-se dos ratos está relacionado a situações de conflito, 

excitação e estresse causados por situações de novidade (BONUTI, MORATO, 2017).  

Assim, esses parâmetros têm sido usados para avaliar a interação social e a ansiedade e 

o stress em diferentes modelos animais. 

 

2.2 MELATONINA 

 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), identificada desde 1958, é uma 

indolamina lipofílica sintetizada principalmente pela glândula pineal durante a noite 

(GOLDMAN, 1999; SIMMONEAUX, 2003; HARDELAND, 2009). Liberada na corrente 

sanguínea e no líquor imediatamente após sua síntese, a melatonina alcança células e 

receptores expressos em vários órgãos do corpo (REITER, 1991), onde exerce funções como 

sincronizadora de ritmos circadianos incluindo o ciclo sono-vigília (HARDERLAND et al., 

2012), como antioxidante (TAN et al., 2000; ASGHARI et al., 2016), neuroprotetora 

(BASSANI et al., 2014; JOSHI et al., 2015; PINATO et al., 2015), anticancerígena 

(TAMARKIN et al., 1981) e moduladora de comportamentos sociais (WEIL et al., 2006; 

JONSSON et al., 2014; COMAI et al., 2015; LIU et al., 2017). 

A ação fisiológica da melatonina ocorre em grande parte, mas não exclusivamente, por 

sua interação com receptores acoplados às proteínas G (principalmente inibitórias), 

conhecidos como MT1 e MT2 (DUBOCOVICH, MARKOWSKA, 2005). Tanto a melatonina 
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como moléculas agonistas podem modular o comportamento social/emocional por meio da 

ação nestes receptores (MELKE et al., 2008; JONSSON et al., 2010). 

Em ambos receptores a ligação com a melatonina leva a modificações no 

funcionamento de enzimas celulares, tais como a adenilciclase (AC), fosfolipase C (PLC), 

guanilciclase, e também nos canais de cálcio e potássio (SING, JADHAV, 2014).  

A adenilciclase (AC) é uma proteína transmembranar, sendo uma enzima 

amplificadora capaz de transformar ATP (adenosina trifosfato) em AMPc (adenosina 

monofosfato cíclico); a AMPc ativa a PKA (proteína quinase A) que modula funções 

celulares fosforilando outras proteínas no meio intracelular modulando o metabolismo 

energético, a divisão e diferenciação celular e a modulação de canais iônicos (DE MOURA, 

VIDAL, 2011). Assim, se a melatonina ou seu análogo se ligam a uma proteína Gi 

(inibitória), esta é sensibilizada, induzindo a repressão dos efeitos da adenilciclase (AC), 

reduzindo consequentemente os níveis intracelulares da AMPc e na sequência da PKA 

(HARDELAND, 2009; SLOMINSKI et al., 2012).  

Por outro lado, quando o MT1 está ligado a proteína Gq, sua ligação com a melatonina ou 

análogos leva a ativação da fosfolipase C, gerando assim uma série de ações na célula que são 

responsáveis por regular funções como a atividade da enzima óxido nítrico sintase neuronal 

(nNOS), a propagação sináptica no SNC, a pressão sanguínea e o relaxamento muscular 

(VIARO, NOBRE, EVORA, 2000).  

Os receptores MT1 e MT2 já foram descritos no córtex pré-frontal, amígdala, área septal, 

hipocampo, tálamo, hipotálamo, cerebelo e córtex parietal em diferentes espécies (WEIL et 

al., 2006; PANDI-PERUMAL et al., 2008; SHELTON et al., 2012; LACOSTE et al., 2015; 

WALY, HALLWORTH, 2015; CAMPOS, CRUZ-RIZZOLO, PINATO, 2015, BOULOS et 

al., 2017, GUISSONI CAMPOS et al., 2018).  

 

2.3 VIA DE SÍNTESE DA MELATONINA 

 

A síntese de melatonina ocorre a partir do aminoácido essencial triptofano, captado da 

circulação para a glândula pineal e hidrolisado pela enzima triptofano-hidroxilase (TPH) em 

5-hidroxitriptofano (5-HTP). Esse, por sua vez, sofre a ação da enzima 5-HTP descarboxilase, 

resultando em 5-hidroxitriptamina (serotonina ou 5-HT) (SILVA, 2005; ROBERTS, 

FITZPATRICK, 2013). Na ausência de luminosidade ocorre a ativação da transcrição do gene 

da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), responsável por transferir um 

grupamento acetil para a molécula de 5-HT transformando-a em N-acetilserotonina (NAS). 
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Na sequência, esta sofre ação da enzima hidroxi-indol-O-metil-transferase (HIOMT) que 

substitui o hidrogênio do grupamento hidroxila do carbono 5 do grupo indólico por um metil, 

gerando assim a N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina) (SIMONNEAUX, RIBELAYGA, 

2003; SILVA, 2005; CARVALHO et al., 2017) (Figura 1). 

 

 

  

Figura 1. Esquema da via síntese da melatonina a partir do aminoácido triptofano. Em 

vermelho as enzimas envolvidas em cada etapa de transformação (Imagem adaptada de Ferreira, 

2015).  

 

A síntese da AA-NAT e consequentemente de melatonina durante a noite, é 

desencadeada pela liberação de noradrenalina na glândula pineal nessa fase do ciclo claro-

escuro. O controle desta sinalização do ciclo claro-escuro ambiental para a pineal, nos 

mamíferos, tem início em fotorreceptores presentes em células ganglionares retinianas da 

onde a informação de ausência de luz, quando captada, é transmitida ao núcleo 

supraquiasmático (NSQ) no hipotálamo e, por uma via polissináptica, alcança a glândula 

pineal. Do NSQ, a informação segue para o núcleo paraventricular que se projeta para 

neurônios pré-ganglionares da coluna intermédio lateral, os quais liberam acetilcolina na 

sinapse com neurônios pós-ganglionares presentes nos gânglios cervicais superiores. Estes 

liberam noradrenalina na glândula pineal, a qual é reconhecida pelos pinealócitos que contém 
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receptores adrenérgicos (β1 e α1) e nos quais estimula a expressão gênica da enzima AA-

NAT (SIMONNEAUX, RIBELAYGA, 2003) (Figura 2).  

 

 

Figura 2 - Via polissináptica da sinalização fótica para síntese de melatonina. Adaptada 

de Maronde, Stehle (2007). Células ganglionares da retina (RET) captam sinais luminosos do 

ambiente, o trato retino-hipotalâmico (RHT) transmite essas pistas para o núcleo supraquiasmático 

(SCN). As informações luminosas provenientes do supraquiasmático são propagadas por meio dos 

núcleos paraventriculares (PVN) até coluna intermediolateral da medula espinal (IMC), e 

posteriormente para os gânglios cervicais superiores (SCG) que liberam noradrenalina (NA) na pineal 

(PIN), propiciando a produção de melatonina na ausência da luz. A melatonina, após liberada atua em 

diferentes alvos incluindo o NSQ. Siglas: IMC= coluna intermediolateral da medula espinal, MEL= 

melatonina, NA= noradrenalina, PIN= pineal; PVN= núcleos paraventriculares; RET= retina; RHT= 

trato retino-hipotalâmico; SCG= gânglios cervicais superiores; SCN= núcleo supraquiasmático. 

 

 

2.4 RECEPTORES MT1 e MT2 

 

Os receptores de melatonina MT1 e MT2, são constituídos por extensas cadeias de 

aminoácidos, sendo o MT1 composto por 350 e o MT2 por 362 aminoácidos, apresentando 

respectivamente peso molecular de 39 kDA e 40 kDA (RIVERA-BERMUDEZ et al., 2004; 

JOCKERS et al., 2008). Ambos são expressos por neurônios, mas não por células da glia, em 
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diferentes regiões encefálicas, onde suas funções ainda não foram totalmente esclarecidas 

(LACOSTE et al., 2015).  

Dentre as funções já conhecidas da melatonina, está a modulação da qualidade do 

sono, onde o MT2 atua na modulação da atividade neuronal do sono NREM (OCHOA-

SANCHEZ, 2011) e o MT1 está relacionado no sono REM (CLEMENT et al., 2012; COMAI, 

OCHOA-SANCHEZ, GOBBI, 2013).  

Outra função da melatonina mediada pelos receptores, seria a liberação dos 

neurohormônios ocitocina e vasopressina. Corroborando com esta função, o receptor MT2 foi 

encontrado nos núcleos paraventriculares, pré-ópticos e supra-ópticos (OLCESE, LOZIER, 

PARADISE, 2013).   

A ação da melatonina como moduladora da dor neuropática e inflamatória, também 

está relacionada a presença destes receptores em áreas cerebrais implicadas no controle da dor 

(AMBRIZ-TUTUTI et al., 2009; HAHM et al., 2011; LOPEZ-CANUL et al., 2015).  

Quanto aos comportamentos sociais, sua relação com a melatonina e seus receptores, 

já foi demonstrada pela presença de receptores MT1 no núcleo dorsal da rafe, envolvido na 

fisiopatologia de transtornos de humor e depressão (DOMINGUEZ-LOPEZ, HOWELL, 

GOBBI, 2012; LIU et al., 2017), MT1 ou MT2 na área septal, hipocampo e habênula 

classicamente envolvidas em comportamentos como ansiedade e estresse (YADIN et al., 

1993; KARAKAS et al., 2011), além de experimentos com camundongos knockout para o 

receptor MT1, onde foi observado comportamento depressivo-melancólico (COMAI, 

OCHOA-SANCHEZ, DOMINGUEZ-LOPEZ, 2015).  

 

2.5 MELATONINA NO COMPORTAMENTO 

 

A melatonina, classicamente relacionada à modulação do sono e do sistema circadiano 

(HARDERLAND et al., 2012; PINATO et al., 2015), a funções antioxidante e moduladora do 

sistema imunológico (TAN et al., 2000; JOSHI et al., 2015; ASGHARI et al., 2016) está 

associada também à modulação de características comportamentais sociais (WEIL et al., 

2006; JONSSON et al., 2014; COMAI et al., 2015; LIU et al., 2017). 

A deleção do receptor MT1 em camundongos, resultou em déficits sensório-motores e 

depressão (WEIL et al., 2006), além de alterações comportamentais e neurobiológicas 

parecidas com a depressão melancólica humana, sugerindo que este pode estar envolvido na 

patogênese dessa doença (COMAI et al., 2015). Já a deleção de ambos receptores, MT1 e MT2 

resultou em deficiência no comportamento de interação social e aumento do comportamento 
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semelhante à ansiedade, sugerindo que alterações na expressão destes receptores podem ter 

relação com a fisiopatologia da ansiedade e da depressão (LIU, CLOUGH, DUBOCOVICH, 

2017).  

Um estudo de revisão, indica que a melatonina auxilia na diminuição do medo 

condicionado, podendo ser utilizada como tratamento para estresse pós-traumático (HUANG, 

YANG, LI, 2017). Em modelo animal que mimetiza a doença de Alzheimer, a administração 

de melatonina diminuiu os quadros de ansiedade e depressão (NIE et al., 2017). Em ovelhas, a 

melatonina foi capaz de diminuir o impacto do isolamento social, sendo relacionada à efeitos 

calmantes em circunstâncias sociais estressantes (GUESDON et al., 2013).  

Pacientes com Transtorno do Espectro do Autismo, apresentam baixa concentração 

plasmática de melatonina quando comparada com seus controles, com consequentes 

problemas de sono e comportamentais (MELKE et al., 2008). Após a administração de 

melatonina em crianças com TEA, observou-se melhora na qualidade do sono e no 

comportamento social (ZUCULO et al., 2017). 

Sujeitos com depressão apresentam além do humor depressivo, algumas alterações 

como ansiedade, incapacidade de concentração e distúrbios de sono (SORIA, 

URRETAVIZCAYNA, 2009). Nestes casos foi constatada diminuição na concentração 

plasmática de melatonina, assim como alterações no seu padrão de liberação (CLAUSTRAT 

et al., 1984; SRINIVASAN et al., 2006; VAN REETH, MACCARI, 2007) e o baixo nível 

salivar de melatonina foi correlacionado com parâmetros de gravidade de sintomas 

depressivos em pacientes jovens que passavam por tratamento psiquiátrico (SUNDBERG et 

al., 2016).  

Na síndrome de Williams-Beuren, que é caracterizada por alterações na comunicação 

e em habilidades sociais, foi observado diminuição no desempenho cognitivo, distúrbios de 

sono e memória, e nível de melatonina plasmática diminuído (SANTORO et al., 2016).  

 

2.6 AGOMELATINA 

 

Existem alguns análogos da melatonina descritos na literatura, muito usados no 

tratamento da insônia. Dentre estes, a agomelatina, um agonista de melatonina não seletivo 

para MT1/MT2  apresentou também efeitos ansiolíticos e antidepressivos (PANDI-PERUMAL 

et al., 2013; MONTEIRO, 2014; EMET et al., 2016). Em modelo animal de estresse crônico a 

agomelatina foi considerada um antidepressivo tão eficiente quanto a imipramina e fluoxetina 

(PAPP et al., 2003). 
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Em camundongos, a administração da agomelatina apresentou a reversão de 

comportamentos de depressão e ansiedade, assim como a melatonina e o antidepressivo 

tricíclico (desipramina) (BARDEN et al., 2002), sem os efeitos colaterais gerados pela grande 

parte dos antidepressivos, como perturbações intestinais, problemas sexuais e transtornos de 

sono (ÁLAMO, LÓPEZ-MUÑOZ, 2010; HOWLAND, 2011; BOTHOREL et al., 2014).  

De maneira geral, a agomelatina se mostra eficiente em todos os modelos utilizados 

para depressão, estes englobam testes para ansiedade, ritmos circadianos e estresse; já a 

melatonina apresenta efeitos positivos em modelos de ansiedade e nos que envolvem 

antagonistas de 5-HT2C (ÁLAMO, LÓPEZ-MUÑOZ, 2010). 

 

2.7 REGIÕES ENCEFÁLICAS 

 

2.7.1 CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

O córtex pré-frontal é considerado uma área de associação terciária que ocupa cerca de 

¼ da superfície total do córtex cerebral, é a porção mais anterior do lobo frontal. Se conecta 

com todas as demais regiões de associação do córtex e do sistema límbico, por meio dos 

fascículos de associação (MACHADO, HARTEL, 2006). Esta área encefálica está envolvida 

em funções comportamentais como adequação perante diferentes situações sociais, controle 

do comportamento emocional (em conjunto com o hipotálamo e o sistema límbico), memória 

recente e manutenção da atenção (SZCZEPANSKI, KNIGHT, 2014). O córtex pré-frontal 

ainda pode ser dissociado em três regiões, a orbital (inferior ou ventral), medial (cingulada) e 

a lateral (dorsolateral), as quais desempenham funções de acordo com as conexões que 

mantém (FUSTER, 2001).  

A porção orbital do córtex pré-frontal realiza conexões com o sistema límbico o que a 

correlaciona com o comportamento emocional (PETRIDES, PANDYA, 2007). Lesões nesta 

área podem gerar irritabilidade, impulsividade e hiperatividade (FUSTER, 2001; JODAR-

VICENT, 2004).   

A região medial do córtex pré-frontal está relacionada com o sistema límbico no 

processamento de informações sensoriais (JUNQUÉ et al., 2001) e com comportamentos 

motivados (MEGA et al., 1994). Pacientes com lesões envolvendo esta região mostraram 

alterações no controle emocional, cognitivo e comportamental (SCHENEIDER, KOENIGS, 

2017). 
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A área dorsolateral mantém conexões com regiões subcorticais e corticais, com 

envolvimento em funções cognitivas e executivas tais como adaptação ao ambiente, 

organização comportamental e antecipação de consequências (FUSTER, 2000). Esta porção 

se desenvolve mais tardiamente e apresenta alterações na esquizofrenia e no autismo 

(THORPE, FABRE-THORPE, 2001; GHASHGHAEI, BARBAS, 2002). 

Com base nessas informações, pode-se dizer que o córtex pré-frontal desempenha 

funções fundamentais para a adequação social dos indivíduos, tanto em humanos como 

demais animais garantido a coexistência com outros indivíduos. Assim, essa região é 

responsável pela adaptação à ambientes e situações inesperadas, garantindo o convívio e 

existência entre indivíduos (SEMENDEFERI,  DAMASIO, 2000; FUSTER, 2001). O córtex 

pré-frontal é uma das áreas do encéfalo que amadurece mais tardiamente (FUSTER, 2002) e 

tende a apresentar arborização dendrítica mais complexa do que em regiões que se 

desenvolvem precocemente (TRAVIS et al., 2005) sendo por isso muito vulnerável a 

apresentar alterações em diversos distúrbios e patologias (GHIKA, 2008; DUMONTHEIL et 

al., 2008). A psicopatia, por exemplo, que apresenta características como a falta de empatia e 

comportamento antissocial impulsivo vem sendo correlacionada a disfunções no córtex pré-

frontal. Aumento de volume nas sub-áreas pré-frontais: orbitofrontal, medial e dorsolateral 

estão relacionadas às características antissocial e a impulsividade desta patologia 

(KORPONAY et al., 2017).  

 

2.7.2 HIPOCAMPO 

 

O hipocampo é uma estrutura cortical par, localizada na porção medial do lobo 

temporal, situada acima do giro para-hipocampal e abaixo do corno inferior dos ventrículos 

laterais. É uma área cortical de associação límbica composta por circuitos internos complexos 

e dividida em duas regiões essenciais, o corno de Amon e o giro denteado (MACHADO, 

HARTEL, 2006). A sub-região denominada corno de Ammon apresenta quatro divisões em 

seres humanos (em ratos apenas três), a CA1,  CA2,  CA3 e CA4. O giro denteado (GD) é 

composto por três diferentes camadas, a camada molecular, a camada granulosa constituída 

por neurônios granulares e a camada polimórfica (CAMPOS, CRUZ-RIZZOLO, PINATO, 

2015;  SPILLA, 2018). Outra região do hipocampo, o subículo, conecta-se à CA1 e é 

responsável por enviar axônios ao córtex entorrinal, ao fórnice, ao corpo amigdalóide e às 

áreas de associação no lobo temporal (LENT, 2003; ESPERIDIÃO-ANTÔNIO et al., 2008). 
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As funções hipocampais estão relacionadas à memória, regulação de comportamentos 

emocionais, comportamentos motivados, memória espacial, memória associativa olfativa-

espacial e à tomada de decisões (ESPERIDIÃO-ANTÔNIO et al., 2008; BARRETO, 2016).  

 

2.7.3 HIPOTÁLAMO 

 

O hipotálamo é uma estrutura diencefálica composta por núcleos classicamente 

relacionado ao controle do sistema nervoso autônomo e da homeostasia e consequentemente 

de funções viscerais. Está envolvido em funções a geração e regulação de ritmos circadianos 

incluindo o ciclo sono-vigília (BAILEY, SILVER, 2014), regulação do sistema endócrino 

(CLARKE, 2014) e modulação da ingesta alimentar (CARMO-SILVA, CAVADAS, 2017). 

Algumas áreas do hipotálamo relacionam-se ainda com o sistema límbico participando 

juntamente com a amígdala do controle de raiva, medo, agressividade e punição 

(ESPERIDIÃO-ANTÔNIO et al., 2008). 

 

2.7.4 CEREBELO 

 

O cerebelo apesar de conhecido classicamente por suas funções de aprendizagem de 

habilidades motoras, articulação verbal, equilíbrio, funções autonômicas, coordenação de 

movimentos e manutenção da postura, também apresenta relação com funções cognitivas, 

emocionais e comportamentais, visto que estabelece conexões com as áreas cerebrais pré-

frontais e regiões límbicas (BUGALHO et al., 2006, ADAMASZEK et al., 2016). 

Problemas de irrigação no cerebelo levam a variações comportamentais como 

irritabilidade, impulsividade e falta de inibição (extroversão), além de dificuldade cognitiva 

visual-espacial (BUGALHO et al., 2004). Da mesma forma, tumores na fossa posterior (onde 

o cerebelo repousa), demonstraram comportamentos muito semelhantes aos observados no 

TEA, apresentando movimentos repetitivos, evitaram contatos físicos e visuais com outros 

indivíduos, com perda de empatia e linguagem reduzida (RIVA, GIORGI, 2000). 

Lesões englobando o lobo posterior do cerebelo e do vermis, resultam ainda em 

dificuldade com planejamento, raciocínio abstrato, memória, em expressar emoções e 

sentimentos provavelmente devido a falhas na comunicação cerebelar com as áreas límbicas, 

temporal superior e  pré-frontal (SCHMAHMANN, SHERMAN, 1998).  
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Figura 3 – Desenho esquemático do encéfalo de rato em corte sagital, evidenciando as áreas 

encefálicas nas quais foram avaliadas a expressão gênica e a distribuição de células imunorreativas. 

Adaptada de Paxinos e Watson (2004). 

 

 

3. JUSTIFICATIVA 

Os comportamentos sociais e emocionais estão intrinsecamente ligados à vida dos 

humanos e a outros animais, afetando sua convivência e rotina. O desequilíbrio de genes, 

neurohormônios, neurotransmissores e proteínas podem afetar esses comportamentos, 

acarretando em distúrbios neuropsiquiátricos que afetam a população, seja em maior ou 

menor grau. Dentre as moléculas envolvidas na biologia dos problemas neuropsiquiátricos, a 

melatonina e seus receptores têm se mostrado atuantes nos mecanismos envolvidos nestas 

patologias e como possíveis alvos em seus tratamentos. Assim, ressalta-se a relevância da 

investigação sobre a participação da melatonina e de seus receptores MT1 e MT2 nos 

mecanismos envolvidos na interação social.  Tal investigação pode contribuir tanto para o 

entendimento sobre as bases de diversos distúrbios que apresentam alterações 

comportamentais de interação social, como para a possibilidade de terapias. 

A hipótese do presente estudo foi de que o modelo animal com diferença na interação 
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social, apresentaria alteração na concentração plasmática de melatonina, assim como na 

expressão gênica de receptores MT1 e MT2 em diferentes áreas encefálicas envolvidas no 

comportamento social, e na quantidade e localização de células imunorreativas aos receptores 

MT1 e MT2 no córtex pré-frontal. 

 

4. OBJETIVOS  

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a concentração plasmática de melatonina, a expressão gênica dos receptores 

MT1 e MT2 em diferentes áreas encefálicas, e a localização e quantificação de células 

imunorreativas aos receptores MT1 e MT2 no córtex pré-frontal de modelo animal com maior 

interação social, em comparação a animais com interação social considerada normal para a 

espécie. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar parâmetros comportamentais para comprovar a maior interação social em 

animais da linhagem com comportamento mais social em relação aos controles. 

- Avaliar a concentração plasmática de melatonina. 

- Avaliar a expressão gênica dos receptores de melatonina (MT1 e MT2) no córtex pré-

frontal, hipocampo, cerebelo e hipotálamo. 

-  Avaliar a distribuição das células imunorreativas aos receptores MT1 e MT2 nas divisões 

do córtex pré-frontal.  

 

5. MÉTODOS 

 

 5.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos machos adultos do modelo animal que apresenta 

comportamento com maior interação social, desenvolvido por meio de seleção 

comportamental em diversas gerações de animais no laboratório de psicobiologia da USP – 

Ribeirão Preto, resultando em uma linhagem de animais muito sociáveis (+SOC). As 

caracterizações comportamentais foram realizadas pela equipe do prof. Dr. Silvio Morato 

coordenador do referido laboratório em todos os animais utilizados neste estudo para 
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confirmar a característica +SOC. Os animais do grupo controle também passaram pelos 

mesmos testes comportamentais e foram cedidos pelo mesmo biotério que os animais do 

grupo +SOC. Foram utilizados para a pesquisa os animais do modelo mais social da 13° 

geração, sendo 12 animais experimentais (+SOC) (6 para perfusão e 6 para decapitação) e 12 

animais controles (6 para perfusão e 6 para decapitação). O trabalho foi aprovado pelo comitê 

de ética local, registrado sob o protocolo nº 890/2017. 

Todos os animais foram mantidos sob as mesmas condições com temperatura 

controlada em aproximadamente 22°C, ciclo claro/escuro (12/12 horas), água e ração ad 

libitum. 

 Divisão dos grupos: 

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar adultos (60 dias), divididos em dois grupos: 

- Grupo mais social (+SOC): ratos da linhagem com comportamento mais social 

(N=12). 

- Grupo controle (CONT.): ratos controles com comportamento típico/normal (N=12). 

 

Para a decapitação: foram utilizados seis animais do grupo mais social e seis animais 

do grupo controle. O sangue foi extraído para a dosagem de melatonina pelo método de 

ELISA, e as regiões encefálicas foram dissecadas em condições estéreis e imediatamente 

congeladas a -80°C para posterior extração de RNA para realização da técnica de PCR em 

tempo real.  

Para a perfusão: foram utilizados seis animais do grupo mais social e seis animais do grupo 

controle. O encéfalo foi retirado após a perfusão, para ser utilizado na imunohistoquímica em 

solução (free-floating). 

 

 5.2 TESTE COMPORTAMENTAL 

 

O teste comportamental realizado foi o de sociabilidade utilizando-se campo aberto de 

madeira (120cm x 120cm x 40cm) com uma gaiola (34cm x 22cm x 26cm) acoplada em uma 

das paredes da estrutura. O teste foi realizado utilizando dois animais, onde um era depositado 

na gaiola e o outro no campo aberto. O experimento foi gravado durante 10 minutos para cada 

animal inserido no campo aberto; posteriormente foi efetuada a fase de análise do teste, onde 
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por meio da tela do monitor de vídeo; o chão do campo aberto foi delimitado em 36 

quadrados de 20cm, apresentando a seguinte segmentação: 16 quadrados centrais sem parede 

alguma; 15 quadrados com uma parede vizinha (caracterizado como Periferia); 4 quadrados 

com duas paredes nos cantos (definido como Cantos); e 1 quadrado alinhado defronte a 

gaiola. Foi utilizado o software X-PloRat para fazer o registro das imagens. Com essa divisão 

foi possível registrar em cada espaço a repetição e duração de diferentes comportamentos, 

como por exemplo: entradas e tempo despendido nos diversos quadrados do campo aberto, 

tempo e frequência farejando, o ato de limpar-se e levantar-se (BONUTI e MORATO, 2017). 

Neste teste, ao acoplar a gaiola externa contendo um co-específico (o segundo rato), avaliou-

se o tempo em que o rato levou explorando todas as áreas, sendo que os animais do grupo 

+SOC destinam grande parte do tempo a área defronte à gaiola. O aumento de tempo gasto na 

área da gaiola, sugere que o animal está mais motivado a interagir com o co-específico 

(BONUTTI e MORATO, 2017) (Figura 4). 

 
 

Figura 4. Ilustração de Campo aberto de madeira com gaiola acoplada. Em cinza, gaiola 

acoplada. Em amarelo, área defronte à gaiola. Em verde, áreas de canto (ângulos). Em azul, parede 

vizinha (periferia). Em vermelho, área central. Adaptada de Bonuti, 2014. 
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5.3 COLETA DAS AMOSTRAS 

  

5.3.1 PERFUSÃO TRANSCARDÍACA 

  

Seis animais de cada grupo foram perfundidos no horário determinado como ZT 17 

que representa a 17 hora após o acender das luzes no biotério (considerado o ZT 0). Assim, 

em um ciclo 12/12 horas de claro e escuro, as luzes do biotério apagam no ZT 12.  Após a 

injeção de 1mL do anestésico Rompum (solução com Acepromazina 1,8mL, Ketamina 

4,5mL, Xylazina 4,5mL e H2Od 7,2mL) sob luz de baixa intensidade foi constatada a 

anestesia pelo teste de reflexo de repulsão à dor, observado pela contração da pata traseira do 

animal, quando pressionada. A partir deste momento os animais foram vendados para impedir 

que a luz do ambiente alcançasse a retina dos mesmos. 

Para a perfusão, a região torácica do animal foi exposta propiciando o acesso ao 

coração, a artéria aorta descendente foi clampeada e uma pequena fissura foi feita na parede 

do ventrículo esquerdo, permitindo a inserção da cânula (conectada a bomba de perfusão). Em 

seguida, a aurícula direita foi cortada, permitindo a disseminação das soluções utilizadas para 

o processo de perfusão; inicialmente a solução salina 0,9% (300mL) e, em seguida, 

paraformaldeído 4% (400mL).  

Após este processo, cada encéfalo foi retirado da calota craniana dos animais e 

depositado em uma solução de pós-fixação (25mL de paraformaldeído 4% e 5g de sacarose) 

durante 12 horas, seguido de solução crioprotetora contendo 25mL de tampão PBS pH 7,4 e 

5g de sacarose, até a etapa do congelamento e secção em cortes coronais de 40μm de 

espessura em criostato (Leica CM1850). Os cortes foram armazenados em 6 séries diferentes 

em solução anti-congelamento, e estocados a -20°C até o momento da imuno-histoquímica 

para identificar as células imunorreativas ao MT1 e MT2. 

 

 5.3.2 DECAPITAÇÃO 

 

Seis animais de cada grupo foram decapitados, sem a utilização de anestésico, em 

guilhotina específica para este fim na fase de escuro (ZT 17) sob luz de baixa intensidade para 

coleta de sangue e das áreas encefálicas. O sangue foi centrifugado, o sobrenadante foi 

congelado em -80°C até o momento da dosagem da melatonina por ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay - Ensaio imunoenzimático), seguindo o protocolo do fabricante (IBL, 

Hamburg, Germany). Os resultados obtidos nesta dosagem foram expressas em pg/mL. 
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Os encéfalos foram retirados e as diferentes áreas encefálicas (córtex pré-frontal, 

hipocampo, cerebelo e hipotálamo), foram dissecadas em condição estéril e imediatamente 

congeladas a   -80°C até o momento da extração do RNA. 

A quantificação da expressão gênica do RNAm dos receptores de melatonina foi 

realizada por PCR em tempo real quantitativo com iQ ™ SYBR Green Supermix (Biorad, 

Hercules, CA). 

 

 5.4 ANÁLISES 

 

5.4.1 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Cortes coronais (40μm) do encéfalo de cada animal (N = 6 por grupo) foram utilizados 

para a análise das células imunorreativas aos receptores de melatonina (MT1 e MT2) pelo 

método de imuno-histoquímica. Para isso, os cortes foram lavados com tampão PBS 0,1 M 

pH 7,4 e em seguida foram incubados por 60 minutos em solução tampão PBS-TX (PBS + 

Triton-X-100-Amresco, Solon, EUA) contendo 2% de soro normal (NDS). Na sequência, 

foram acrescentados os anticorpos primários anti-MT1 ou anti-MT2 (1:200) desenvolvidos em 

cabra (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA), por 48 horas à 18º C em agitação moderada. 

Posteriormente, os cortes foram novamente lavados em tampão PBS 0,1 M  pH 7,4, e 

incubados em PBS-TX com anticorpo secundário fluorescente (CY3) anti-cabra (Jackson 

Immuno Research), por 90 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS 0,1 M  pH 

7,4, e corados por 5 minutos com 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma Chemical, cod. 

D9542 Sigma, St. Louis MO, USA) para auxiliar na detecção da citoarquitetura das áreas 

encefálicas. Por fim, realizou-se a montagem dos cortes em lâminas e cobriu-se com glicerol e 

lamínula para análise em microscópio de fluorescência. Para controle da especificidade dos 

anticorpos, foram utilizados peptídeos bloqueadores imunogênicos MEL-1A-R (N-20) P 

(Santa Cruz Biotech., TX, USA) e MEL-1B-R (G-20) P (Santa Cruz Biotech., TX, USA). 

 

 5.4.2 ENSAIO DE PCR QUANTITATIVO  

 

A expressão do RNAm dos receptores de melatonina (MT1 e MT2) nas áreas 

encefálicas (córtex pré-frontal, hipotálamo, hipocampo e cerebelo), foi analisada por PCR em 

tempo real quantitativo com iQ ™ SYBR Green Supermix (Biorad, Hercules, CA). Seguindo 
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o protocolo do fabricante. 

A utilização do método de PCR em tempo real permite que seja realizada a 

amplificação, detecção e quantificação de fragmentos genômicos, tanto de DNA quanto de 

RNA, por meio de marcadores fluorescentes e análise da fluorescência emitida por este 

(POLONI, 2009 apud NIESTERS, 2002). A PCR em tempo real demanda uma plataforma de 

instrumentação que inclui um termociclador vinculado a um sistema ótico para a excitação da 

fluorescência e obtenção da emissão, utiliza também um computador para a captação de 

resultados que realiza a última análise da reação por meio de um software (NOVAIS, PIRES-

ALVES, 2004). 

As regiões encefálicas previamente extraídas e congeladas em -80°C, foram 

descongeladas no momento do procedimento de extração de RNA (ácido ribonucleico). Na 

sequência foi adicionado 100μL de Trizol para facilitar a maceração da amostra, por meio de 

um pistilo elétrico. Quando a amostra e o Trizol se dissolveram, acrescentou-se 900μL de 

Trizol (para completar um 1mL). Em seguida, foi inserido 200μL de clorofórmio e a amostra 

foi vortexada. Após, a amostra passou pelo processo de centrifugação por 15 minutos a 12000 

rpm a 4°C, na sequência ocorreu uma separação de 3 fases: 1ª fase: aquosa/transparente, 

contém o RNA; 2ª fase: branca, contém DNA; 3ª fase: rosa, contém proteínas. Neste 

protocolo foi utilizada a fase do RNA. Para isso, foi selecionada a fase aquosa, pipetando-se 

aproximadamente 500μL desta fase em um novo eppendorf e adicionado 500μL de 

Isopropanol. Posteriormente a amostra ficou 10 minutos em temperatura ambiente e logo 

depois foi centrifugada por 10 minutos a 12000 rpm, neste momento o RNA forma um 

“pellet” no fundo do eppendorf. Então o sobrenadante foi removido sem descartar o pellet, 

este foi ressuspenso em 500μL de etanol 75%, e a amostra foi levada à centrífuga por 5 

minutos a 7500 rpm. Desprezou-se o sobrenadante, os eppendorfs secaram naturalmente, 

sobre um papel toalha, dentro da capela de fluxo laminar até no máximo 10 minutos. O pellet 

foi ressuspenso em 50μL de água DEPC, e em seguida foi levado para a placa de leitura no 

aparelho Biotek, modelo EPOCH. Onde utilizou-se o software GEN-1 para realizar a 

quantificação de RNA ng/μL). Para fazer as fitas complementares, ou seja o processo de 

conversão do RNA em fitas de DNA (ácido desoxirribonucleico) seguiu-se o protocolo do 

fabricante (Super Script VILO - 11755-500). Foram utilizados os seguintes primers:  
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Primers Sequência (Forward/Reverse) 

 

MT1 

(F) 5’-CCTCCTGTCTGCCCTTTAATC-3’ 

(R) 5’-CACCCAGAGATGAGAGTCTGC-3’  

 

 

MT2 

(F) 5’-AATTGCTGTGGTGTCCTTTTG-3’ 

(R) 5’-TCAGGCGTAGCTTTCTCTCAG'-3’ 

 

GAPDH 

(F) 5’-TTCTTGTGCAGTGCCAGCC-3’ 

(R) 5’-GTAACCAGGCGTCCGATACG-3’ 

 

Os ensaios foram efetuados em StepOne™ Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) passando pelas fases (Holding Stage) 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos 

de 15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C, 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60° e 15 segundos a 

95°C, com aumento gradual de 0,3°C (Melt Curve Stage).  

 

5.5 ANÁLISE MICROSCÓPICA  

 

A análise dos cortes encefálicos, foi realizada em microscopia de campo fluorescente 

pelo microscópio Olympus BX50. A identificação das regiões encefálicas foi realizada 

observando o atlas The Rat Brain Atlas (PAXINOS, WATSON, 2004). 

 

5.6 ANÁLISE QUANTITATIVA  

 

Para análise de imagens digitais foi utilizado o software de processamento Image J 

(McMaster Biophotonics Facility, Canadá), para contagem do número de células 

imunorreativas para os receptores MT1 e MT2 nas divisões (CgL: córtex do cingulo, PrL: 

córtex pré-límbico, MO: córtex orbital medial, VO: córtex ventro orbital, LO: córtex orbital 

lateral, DLO: córtex orbital dorsolateral) do córtex pré-frontal, em cada grupo (Figura 5). 

Foram contadas todas as células bem  marcadas pela imunofluorêscencia em cada área, em 

primeiro plano de foco, no aumento de 20x. Foram  tiradas duas fotos de cada área, por corte, 

(cada lâmina apresentando cinco cortes) de uma série inteira e aleatória do córtex pré-frontal.  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376357
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376357
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376357
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Figura  5 – Desenho esquemático de corte coronal do encéfalo de rato (Wistar) na região do 

córtex pré-frontal mostrando as divisões PrL, MO, VO, LO, DLO. Adaptada de Paxinos, Watson 

(2004). 

 

5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados obtidos nos testes comportamentais, na dosagem de melatonina, na 

quantificação do RNAm e na quantificação da imunorreatividade aos receptores MT1 e MT2 

foram evidenciados como média ± erro padrão da média (epm) de cada grupo. Na comparação 

entre dois grupos foi utilizado o teste não-paramétrico Mann-Whitney. O nível de 

significância adotado foi 5% (P< 0,05).  

 

6. RESULTADOS 

 

6.1. TESTES COMPORTAMENTAIS 

No parâmetro exploração em frente a gaiola (frequência), o grupo mais social 

apresentou menor frequência (9,7 ± 0,5) do que o grupo controle (14,6 ± 1,7) (P= 0,014) 

(Figura 6A).  Porém, quando o parâmetro exploração em frente a gaiola (tempo em segundos) 

foi comparado, observou-se que o grupo mais social apresentou maior tempo de permanência 

na área da gaiola (428,1 ± 8,7) do que o grupo controle (195,5 ± 30,6) (P< 0,0001) (Figura 

6B). 

No parâmetro exploração na área central (frequência) o grupo mais social mostrou 
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menor frequência (14,7 ± 2,5) do que o grupo controle (66,3 ± 7,7) (P< 0,0001) (Figura 6C).  

Quando comparado o tempo de exploração na área central, o grupo mais social gastou menos 

tempo (14,9 ± 2,4) do que o grupo controle (61,6 ± 11,6) (P< 0,0001) (Figura 6D). 

Na avaliação do parâmetro de exploração em parede (frequência) o grupo mais social 

demonstrou menor frequência (53,2 ± 4,6) do que o grupo controle (117,8 ± 8,4) (P< 0,0001) 

(Figura 6E). Quando comparado exploração em parede (tempo em segundos), o grupo mais 

social  utilizou menos tempo (79,6 ± 5,1) do que o grupo controle (189,7 ± 20,9) (P< 0,0001) 

(Figura 6F). 

Na análise do parâmetro de exploração nos ângulos (frequência) o grupo mais social 

demonstrou menor frequência (14,5 ± 1,2) do que o grupo controle (26,7 ± 1,8) (P< 0,0001) 

Figura 6G). Quando comparado o tempo de exploração em parede, o grupo mais social 

utilizou menos tempo (77,3 ± 6,3) do que o grupo controle (153,2 ± 16,5) (P= 0,0003) (Figura 

6H). 

Na avaliação total da exploração do ambiente (frequência) foi possível notar que o 

grupo mais social apresentou menor frequência (93,1 ± 8,2) de exploração na área total do 

campo aberto do que o grupo controle (225,5 ± 17,0) (P< 0,0001) (Figura 6I).  
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Figura 6. Análise comportamental do modelo mais social (+ soc) em comparação ao 

grupo controle na exploração do campo aberto. Em A, comparação na frequência de exploração em 

frente a gaiola mostrando que o grupo + soc apresentou menor frequência neste comportamento. Em 

B, comparação no tempo (segundos) de exploração em frente a gaiola mostrando que o grupo + soc 

apresentou maior tempo neste comportamento.  Em C, comparação na frequência de exploração na 

área central, mostrando que o grupo + soc apresentou menor frequência neste comportamento. Em D, 

comparação no tempo (segundos) exploração na área central mostrando que o grupo + soc apresentou 

menor tempo neste comportamento. Em E, comparação na frequência de exploração em parede 

mostrando que o grupo + soc apresentou menor frequência neste comportamento. Em F, comparação 

no tempo (segundos) de exploração em parede mostrando que o grupo + soc apresentou menor tempo 

neste comportamento. Em G, comparação na frequência de exploração nos ângulos mostrando que o 

grupo + soc apresentou menor frequência neste comportamento. Em H, comparação no tempo 

(segundos) de exploração nos ângulos mostrando que o grupo + soc apresentou menor tempo neste 

comportamento. Em I, comparação na frequência de exploração no ambiente mostrando que o grupo + 

soc apresentou menor frequência neste comportamento. (N=12 por grupo). *Estatisticamente 

significante P < 0,05. 
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Foram avaliados também os parâmetros levantar, farejar e limpar do animal colocado 

em campo aberto com gaiola acoplada contendo o co-específico. No quesito levantar 

(frequência), não foi observada diferença entre o grupo mais social (33,4 ± 2,8) e o controle 

(45,0 ± 4,8) (P= 0,055) (Figura 7A). Da mesma forma no comportamento de levantar (tempo 

em segundos) não houve diferença entre o grupo mais social (47,2 ± 6,8) e o controle (60,0 ± 

7,9) (P= 0,24) (Figura 7B).  

No parâmetro farejar (frequência) não houve diferença entre o grupo mais social (89,7 

± 4,6) e o controle (76,2 ± 5,9) (P= 0,09) (Figura 7C). Porém, no quesito farejar (tempo) o 

grupo mais social passou mais tempo farejando (98,9 ± 13,8) e do que o grupo controle (61,1 

± 6,9) (P= 0,02) (Figura 7D). 

No parâmetro limpar (frequência), o grupo mais social apresentou menor frequência 

(1,6 ± 0,4) nesse comportamento do que o grupo controle (5,9 ± 1,5) (P= 0,016) (Figura 7E).  

No quesito limpar (tempo), o grupo mais social despendeu menos tempo (4,7 ± 1,5) com auto-

limpeza do que o grupo controle (49,4 ± 9,8) (P= 0,0003) (Figura 7F). 
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Figura 7. Análise comportamental do modelo mais social (+ soc) em comparação ao grupo 

controle (controle). Em A, comparação na frequência de levantar dos animais mostrando que não 

houve diferença entre os grupos. Em B, comparação no tempo (em segundos) do levantar mostrando 

que não houve diferença entre os grupos. Em C, comparação na frequência de farejar mostrando que 

não houve diferença entre os grupos. Em D, comparação no tempo (em segundos) de farejar 

mostrando que o grupo + soc apresentou maior tempo neste comportamento. Em E, comparação na 

frequência de limpar mostrando que o grupo + soc apresentou menor frequência neste comportamento. 

Em F, comparação no tempo (em segundos) de limpar mostrando que o grupo + soc apresentou menor 

tempo neste comportamento. (N=12 para cada grupo) * Estatisticamente significante P < 0,05. 

 

6.2.  DOSAGEM DE MELATONINA 

Na análise de dosagem de melatonina plasmática (pg/mL), observou-se que o grupo 

mais social apresentou menor concentração plasmática de melatonina noturna (19,2 ± 0,4) do 

que o grupo controle (23,7 ± 2,7) (P= 0,04) (Figura 8).  
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Figura 8. Dosagem noturna de melatonina plasmática nos grupos mais social (+SOC) e 

controle. Na dosagem de melatonina, o grupo mais social apresentou menor concentração plasmática 

do que o grupo controle (N=6 por grupo). *Estatisticamente significante P < 0,05. 

 

6.3. EXPRESSÃO DE RNAM DOS RECEPTORES MT1 E MT2 

Na análise da expressão de RNA mensageiro do receptor de melatonina MT1, no 

hipotálamo, o grupo mais social (1,8 ± 0,30) mostrou maior expressão de RNAm de MT1 em 

relação ao grupo controle (1,01 ± 0,08) (P= 0,0381) (Figura 9A). No hipocampo o grupo mais 

social (3,23 ± 1,24) apresentou maior expressão de RNAm de MT1 do que o grupo controle 

(1,08 ± 0,15) (P= 0,0043) (Figura 9B). No córtex pré-frontal o grupo mais social (2,07 ± 0,70) 

apresentou maior expressão de RNAm de MT1 do que o grupo controle (1,30 ± 0,41) (P= 

0,0173) (Figura 9C). No cerebelo o grupo mais social (4,22 ± 0,95) demonstrou maior 

expressão de RNA mensageiro de MT1 do que o grupo controle (1,14 ± 0,27) (P=0,0159) 

(Figura 9D). 
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Figura 9. Expressão de RNA mensageiro do receptor de melatonina MT1. Em A, no 

hipotálamo o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm de MT1 em relação ao grupo 

controle. Em B, no hipocampo o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm de MT1 do que 

o grupo controle. Em C, no córtex pré-frontal, o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm 

de MT1 do que o grupo controle. Em D, o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm de 

MT1 do que o grupo controle. (N=6, controle do hipotálamo, N=4, + soc; N=6, controle e N=5, +soc 

do hipocampo; N=5, controle e N=6,+soc do pré-frontal; N=5, controle e N=4, +soc do cerebelo). 

*Estatisticamente significante P < 0,05. 

 

Na análise da expressão de RNA mensageiro do receptor de melatonina MT2 no 

hipotálamo, o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm de MT2 (2,08 ± 0,378) 

em relação ao grupo controle (1,01 ± 0,06) (P= 0,0139) (Figura 10A).  No hipocampo o grupo 

mais social apresentou maior expressão de RNAm de MT2 (5,73 ± 2,51) do que o grupo 

controle (1,07 ± 0,15) (P= 0,0260) (Figura 10B). No córtex pré-frontal o grupo mais social 

não apresentou diferença na expressão de RNAm de MT2 (1,61 ± 0,45) quando comparado ao 

grupo controle (1,16 ± 0,3) (P= 0,4264) (Figura 10C). No cerebelo o grupo mais social 

demonstrou maior expressão de RNA mensageiro de MT2 (4,46 ± 1,39) do que o grupo 

controle (1,14 ± 0,27) (P= 0,0159) (Figura 10D).   
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Figura 10. Expressão de RNA mensageiro do receptor de melatonina MT2. Em A, no 

hipotálamo o grupo mais social apresentou maior expressão de RNAm de MT2 em relação ao grupo 

controle. Em B, no hipocampo o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm de MT2 do que 

o grupo controle. Em C, no córtex pré-frontal não houve diferença entre os grupos na expressão de 

RNAm de MT2. Em D, o grupo mais social mostrou maior expressão de RNAm de MT2 do que o 

grupo controle. (N=6, controle do hipotálamo, N=4, + soc do hipotálamo; N=6 em ambos os grupos do 

hipocampo; N=5, controle pré-frontal, N=6, + soc do córtex pré-frontal; N=5 em ambos os grupos do 

cerebelo). *Estatisticamente significante P < 0,05. 

 

6.4. QUANTIFICAÇÃO E DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS IMUNORREATIVAS AO MT1 

E MT2 

 

No córtex pré-frontal (CPF) o grupo mais social apresentou maior número de células 

MT1-ir (949,5 ± 157,4) do que o grupo controle (525 ± 69,8) (P=0,0411) (Figura 11). Na 

análise quantitativa de células imunorreativas para MT2 (MT2-ir), não houve diferença entre 

os  grupos mais social (788,7 ± 97,9) e controle (683,3 ± 89,8) (P= 0,3095) (Figura 11). 

No córtex do cíngulo (CgL) não houve diferença entre o grupo mais social (56,8 ± 3,7) 

e o controle (47,0 ± 5,7) (P= 0,1432) no número de células MT1-ir (Figura 12A), assim como 

no número de células MT2-ir entre o grupo mais social (62,4 ± 6,3) e o controle (46,6 ± 5,3) 

(P= 0,1199) (Figura 13A). 

No córtex pré-límbico (PrL) foi encontrado maior número de células MT1-ir no grupo 

mais social (165,4 ± 14,8) do que o grupo controle (92,3± 11,5) (P= 0,0135) (Figura 12B). 

Nesta mesma área, não houve diferença no número de células MT2-ir entre o grupo mais 

social (178,4 ± 31,4) e o controle (120,8 ± 16,6) (P= 0,3290) (Figura 13B). 
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No córtex orbital medial (MO), o grupo mais social apresentou maior número de 

células MT1-ir (197,4 ± 28,5) do que no controle (96,3 ± 6,6) (P= 0,0173) (Figura 12C). Não 

houve diferença no número de células MT2-ir entre o grupo mais social (155,5 ± 29,1) e o 

controle (119,3 ± 8,6) (P= 0,4545) (Figura 13C). 

No córtex ventro orbital (VO), o grupo mais social apresentou maior número de 

células MT1-ir (209,0 ± 27,0) do que o grupo controle (100,2 ± 8,9) (P= 0,0043) (Figura 12D). 

Nesta mesma área não houve diferença no número de células MT2-ir entre o grupo mais social 

(153,8 ± 18,8) e o controle (123,5 ± 8,7) (P= 0,4286) (Figura 13D). 

No córtex orbital lateral (LO) o grupo mais social apresentou maior número de células 

MT1-ir (276,6 ± 17,5) do que o grupo controle (122,3 ± 13,2) (P= 0,0043) (Figura 12E). Já o 

receptor MT2, não mostrou diferença de expressão entre o grupo mais social (174,6 ± 30,8) e 

o controle (156,2 ± 23,3) (P=0,7922) nesta área (Figura 13E). 

Na análise quantitativa de células imunorreativas para MT1 (MT1-ir) não houve 

diferença entre o número de células no córtex orbital dorsolateral (DLO) no grupo mais social 

(+ soc) (139,4 ± 42,0) quando comparado ao controle (77,3 ± 14,6) (P=0,2002) (Figura 12F). 

Na análise quantitativa de células imunorreativas para MT2 (MT2-ir), não houve diferença 

entre os grupos mais social (124,4 ± 27,9) e controle (106,5 ± 12,4) (P= 0,9307) no DLO 

(Figura 13F). 
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Figura 11. Análise quantitativa do número de células imunorreativas para MT1 (MT1-ir) 

e MT2 (MT2-ir) no modelo mais social (+ soc) em comparação ao grupo controle, no CPF. Em A, 

imagem representativa de células MT1-ir na área CPF no grupo controle. Em B, imagem representativa 

de células MT1-ir na área CPF no grupo +Soc. Em C, no CPF, comparação do número de células 

MT1-ir, com maior quantidade de células no grupo + soc. Em D, imagem representativa de 

células MT2-ir na área CPF no grupo controle. Em E, imagem representativa de células MT2-ir na área 

CPF no grupo +Soc. Em F, comparação do número de células MT2-ir no CPF, sem diferença entre os 

grupos. (N=6 por grupo). * Estatisticamente significante P < 0,05. CPF: córtex pré-frontal.  

*Estatisticamente significante P < 0,05. 
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Figura 12. Análise quantitativa do número de células imunorreativas para MT1 

(MT1-ir) no modelo mais social (+ soc) em comparação ao grupo controle. Em A, 

comparação do número de células MT1-ir na área CgL sem diferença entre os grupos. Em B, 

na região PrL, o grupo + soc apresentou maior quantidade de células MT1-ir. Em C, na área 

MO, houve maior quantidade de células MT1-ir no grupo + soc. Em D, na área VO, 

comparação do número de células MT1-ir com maior quantidade de células no grupo + soc. 

Em E, na área VO, o grupo + soc apresentou maior quantidade de células MT1-ir. Em F, 

comparação do número de células MT1-ir na área DLO sem diferença entre os grupos. (N=6 

por grupo). * Estatisticamente significante P < 0,05. CgL: córtex do cíngulo, PrL: córtex pré-

límbico, MO: córtex orbital medial, VO: córtex ventro orbital, LO: córtex orbital lateral, 

DLO: córtex orbital dorsolateral. *Estatisticamente significante P < 0,05. 
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Figura 13. Análise quantitativa do número de células imunorreativas para MT2 

(MT2-ir) no modelo mais social (+ Soc) em comparação ao grupo controle. Em A, 

comparação do número de células MT2-ir na área CgL sem diferença entre os grupos. Em B, 

na região PrL, não houve significância estatística entre os grupos do número de células MT2-

ir. Em C, na área MO, comparação do número de células MT2-ir, sem diferença entre os 

grupos. Em D, na área VO, comparação do número de células MT2-ir, sem diferença entre os 

grupos. Em E, na área VO, não houve significância estatística entre os grupos. Em F, 

comparação do número de células MT2-ir na área DLO sem diferença entre os grupos. (N=6 

por grupo). * Estatisticamente significante P < 0,05. CgL: córtex do cíngulo, PrL: córtex pré-

límbico, MO: córtex orbital medial, VO: córtex ventro orbital, LO: córtex orbital lateral, 

DLO: córtex orbital dorsolateral. *Estatisticamente significante P < 0,05. 
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7. DISCUSSÃO 

 

O comportamento social é um comportamento básico mediado por áreas encefálicas 

que compreendem o “cérebro social”, dentre elas estão áreas do córtex pré-frontal cujos 

circuitos neuronais são cruciais para a sobrevivência de humanos e de animais. Algumas 

desordens neuropsiquiátricas apresentam graves alterações no comportamento social como o 

TEA, o qual é caracterizado por uma hipossociabilidade e a Síndrome de Williams (SW) na 

qual os sujeitos exibem hipersociabilidade.  

Devido a gravidade dos casos, são necessários investigações que contribuam para o 

entendimento das bases envolvidas nas anormalidades no comportamento social. Este estudo 

buscou verificar se haveriam diferenças no conteúdo de melatonina, na expressão e na 

imunorreatividade dos receptores (MT1 e MT2) em um modelo animal com maior interação 

social. 

 Para isso, inicialmente foram realizados testes comportamentais onde foram 

analisados os parâmetros de exploração (entradas) do animal no campo aberto e área da 

gaiola, e os parâmetros de levantar, farejar e limpar, sendo avaliado a frequência que o animal 

executava e o tempo gasto nesses comportamentos. O teste do campo aberto acoplado à gaiola 

contendo o co-específico, visa analisar o comportamento do rato exposto a situação social, ou 

seja, avalia o comportamento do rato inserido no campo aberto, permitindo investigar 

comportamentos relacionados à sociabilidade, tomando como base o tempo gasto nas 

diferentes áreas do aparato (BONUTI, 2014). 

O comportamento de exploração (entradas), foi avaliado em diferentes áreas do campo 

aberto acoplado à gaiola do co-específico. Na frequência de exploração no espaço defronte a 

gaiola, o grupo mais social apresentou menor frequência por ter gasto mais tempo interagindo 

com o co-específico na área em frente a gaiola do que o controle. A permanência por mais 

tempo nesta área do campo, demonstra a motivação dos animais em manter/realizar interação 

com o co-específico (BONUTI, 2014). 

Consequentemente, tanto na área central, área de parede e área de ângulos (cantos), o 

grupo mais social apresentou menor frequência desempenhada no comportamento de 

exploração, como também o tempo gasto nessas áreas foi inferior ao do grupo controle 

(BONUTI, 2014). O grupo mais social passou mais tempo farejando o ambiente total, do que 

os animais controle. O comportamento de farejar no espaço defronte à gaiola neste teste, pode 

relacionar-se ao interesse pela interação com o co-específico da gaiola; e em outras áreas do 

campo, indica apenas exploração do ambiente (BONUTI, MORATO, 2017). 
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Em contrapartida, o modelo mais social apresentou menor frequência e menor tempo 

de auto-limpeza do que o grupo controle. De acordo com a literatura, o comportamento de 

limpar-se dos ratos pode estar associado à situações de excitação, conflito, e estresse causados 

por situações de novidade (BONUTI, MORATO, 2017). No labirinto em cruz elevado, a auto-

limpeza representa a ansiedade expressa pelos animais (MÜNCHEN, 2013). 

Estudos anteriores mostraram que modelos animais de SW, exibem aumento na 

interação social, com agressividade reduzida o que apresenta correlação com a alta 

sociabilidade, a falta de ansiedade social e a desinibição vista na SW. Quanto as causas do 

comportamento hiperssocial, não se sabe como a desregulação da transcrição resultante da 

deleção do gene GTF2I leva ao fenótipo hiperssocial na SW, mas é possível que tal deleção 

leve a prejuízos no desenvolvimento de circuitos neurais essenciais para o comportamento 

social (OSBORNE, 2010). 

Ainda deve-se ressaltar a relação entre a habilidade de comunicação e a interação 

social. Em crianças com desenvolvimento típico, o aumento na habilidade de comunicação 

verbal com outros resulta em um comportamento social mais complexo, incluindo interações 

com outras crianças (BLACK, FREEMAN,  MONTGOMERY, 1975). 

Existem teorias que englobam aspectos fisiológicos, funcionais e sistêmicos no campo 

do comportamento social. Dentre as variações neurofuncionais estariam disfunções corticais 

resultantes de problemas no desenvolvimento. Nos primeiros estágios de desenvolvimento, 

genes determinam e regulam a formação do cérebro: suas células, sinapses e circuitos neurais 

(YIRMIYA; CHARMAN, 2010). 

Depois de confirmada a característica mais social do grupo +SOC, foi realizada a 

dosagem plasmática noturna de melatonina, na qual o grupo mais social apresentou menor 

concentração quando comparado ao controle, indicando alterações na via de síntese da 

melatonina e, consequentemente, na regulação dos ritmos circadianos desse modelo animal. 

Devido à diminuída quantidade de melatonina, esses animais podem apresentar 

envelhecimento precoce pela falta da ação antioxidante, podem ter maior probabilidade de 

desenvolver câncer, e de apresentar imunidade baixa e problemas metabólicos (REITER, 

TAN, GALANO, 2014). 

Ainda considerando a queda na concentração plasmática de melatonina e os dados da 

literatura que correlacionam a expressão gênica dos receptores de melatonina com quadros de 

alteração sócio-comportamental, foi realizada, no presente estudo, a análise da expressão do 

RNAm dos receptores de melatonina (MT1 e MT2) em diferentes áreas encefálicas.  
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Os resultados mostraram que o hipotálamo, hipocampo, córtex pré-frontal e cerebelo 

do grupo +soc apresentaram maior expressão gênica para MT1, porém, para MT2 houve maior 

expressão gênica apenas no hipotálamo, hipocampo, e cerebelo. Já o córtex pré-frontal apesar 

de não mostrar significância estatística nos resultados da expressão do RNAm para MT2, 

apresentou uma tendência de aumento na expressão para esse receptor no grupo +soc. Embora 

não seja possível comparar tais achados a outros estudos, por ser este o primeiro estudo a 

avaliar possíveis alterações na expressão gênica destes receptores nesse modelo animal, os 

resultados do presente estudo mostram a presença de ambos receptores nessas áreas 

encefálicas, corroborando dados da literatura, que mostraram expressão de RNAm do MT1 e 

MT2 no hipotálamo de ratos e em humanos (WEAVER et al., 1993; SALLINEN et al., 2005), 

no hipocampo de humanos (REPPERT et al., 1995; SAVASKAN et al., 2005), no cerebelo de 

peixes e em humanos (AL-GHOUL et al., 1998; HERRERA-PÉREZ et al., 2010), e no córtex 

pré-frontal em humanos (UZ et al., 2005). 

Os receptores de melatonina no córtex cerebral também podem estar envolvidos com a 

função cognitiva (O’NEAL-MOFFITT et al. 2014); com o retardamento da degradação de 

neurônios; diminuição da proteína beta-amilóide no córtex frontal e hipocampo no Alzheimer; 

na neurogênese no hipocampo com consequente modulação da memória (NG et al., 2017). 

No hipotálamo, os receptores de melatonina estão associados a regulação dos ritmos 

circadianos incluindo modulação de temperatura e o ciclo vigília/sono por meio do núcleo 

supra-quiasmático (NSQ) onde o receptor MT1 está relacionado à redução do sono REM, e o 

MT2 induz o início do sono (OCHOA-SANCHEZ et al., 2011; COMAI e GOBBI, 2014). 

Ambos parecem estar associados aos distúrbios de sono encontrado na fisiopatologia da 

doença de Parkinson (NG et al., 2017).  

No hipocampo, as funções dos receptores de melatonina ainda não foram totalmente 

esclarecidas, no entanto, estudos apontam que ambos os receptores e a administração crônica 

de melatonina propicia a modulação da neurogênese nessa área cortical (RAMIREZ-

RODRIGUEZ et al., 2009; LIU et al., 2013; WONGCHITRAT et al., 2016). Os receptores 

também podem estar envolvidos no processo de aprendizagem e formação de memória (NG et 

al., 2017). Em pacientes com Alzheimer por exemplo, o receptor MT2 mostrou-se diminuído e 

o MT1 aumentado, mas esses dados não são claros sobre a relação com a causa dessa doença 

(SAVASKAN et al., 2005). 

A função dos receptores de melatonina no cerebelo ainda não são claras, no entanto, 
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nessa região a melatonina participa da regulação de enzimas antioxidantes, modulação na 

adaptação sensorial do cerebelo e neuroproteção (PINATO et al., 2015; NG et al., 2017). 

Durante a neuroinflamação induzida em ratos, o cerebelo foi capaz de produzir melatonina, 

propiciando maior neuroproteção para essa área (PINATO et al., 2015). 

O aumento na expressão gênica dos receptores de melatonina no modelo + soc nas 

áreas analisadas pode estar relacionado com o quadro de maior sociabilidade (WEIL et al., 

2006; COMAI et al., 2015; LIU et al., 2017) e ainda pode estar relacionado com um efeito 

compensatório pelo déficit no conteúdo plasmático de melatonina (PINATO et al., 2017). 

A investigação sobre a expressão por imuno-histoquímica destes receptores permite o 

estudo do padrão de distribuição dos receptores in situ em cada área encefálica. Esta 

distribuição foi avaliada no córtex pré-frontal e suas divisões. Os resultados mostraram que o 

grupo + soc apresentou maior número de células MT1-ir em quase todas as áreas (LO, MO, 

VO, PrL e CPF total), exceto nas áreas DLO e CgL, onde não houve diferença entre os 

grupos. Porém, na análise para o receptor MT2, observou-se que não houve diferença para 

nenhuma das áreas entre os grupos.  

Essa diferença de expressão dos receptores MT1 e MT2 nas mesmas áreas, pode indicar 

diferenças nas funções desempenhada por cada um. Embora não seja possível comparar tais 

achados a outros estudos por ser este o primeiro estudo a avaliar possíveis alterações na 

marcação imuno-histoquímica destes receptores nesse modelo animal, os resultados do 

presente estudo mostraram a distribuição destes receptores no córtex pré-frontal, estando de 

acordo com os dados da literatura, onde foi detectada a presença dos receptores MT1 e MT2 

no córtex pré-frontal de ratos com maior número de receptores MT1 do que MT2 (LACOSTE 

et al., 2015; NG et al., 2017), e em humanos onde também foi detectada a presença do 

receptor MT1 no córtex pré-frontal (UZ et al., 2005).  

De maneira geral, o receptor de melatonina MT1 está envolvido com a modulação da 

fase REM do sono (CLEMENT et al., 2012; COMAI, OCHOA-SANCHEZ, GOBBI, 2013). 

Em camundongos com deleção para o receptor MT1, notou-se a presença de comportamento 

depressivo-melancólico (COMAI, OCHOA-SANCHEZ, DOMINGUEZ-LOPEZ, 2015). A 

ativação do receptor MT1, por meio da administração de melatonina ou agonistas dessa 

molécula, aparenta atenuar sinais e variações neuroquímicas presentes nos quadros de 

depressão (LIU et al., 2016). Em camundongos modelo doença de Huntington (doença 

degenerativa das células nervosas), foi observado que por meio do receptor MT1, a melatonina 
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é capaz de inibir as vias de apoptose celular mitocondriais (WANG et al., 2011). 

Em relação ao receptor MT2, alguns estudos demonstram que a melatonina apresenta 

características analgésicas, relacionadas com a função do receptor MT2. Uma pesquisa em 

ratos mostrou que os agonistas seletivos parciais de MT2 manifestam atributos analgésicos, 

devido à presença destes receptores em neurônios glutamatérgicos localizados na substância 

cinzenta periaquedutal ventrolateral; sendo assim, capazes de regular as vias descendentes 

antinociceptivas do tronco encefálico (LOPEZ-CANUL et al., 2015). Além disso, o receptor 

MT2 vem sendo atribuído a função ansiolítica da melatonina, e à modulação  do sono, 

principalmente o NREM (EMET et al., 2016). Ligantes seletivos de MT2 apresentam maior 

capacidade hipnótica do que os fármacos não seletivos para MT1 e MT2 (COMAI e GOBBI, 

2014). Este receptor é capaz de inibir as funcionalidades no hipocampo relacionadas ao 

receptor GABA-A (DUBOCOVICH et al., 2003).   

Embora o substrato neurofisiológico para as anormalidades comportamentais sociais 

sejam desconhecidas, estudos em humanos e em modelos animais especulam teorias como o 

desequilíbrio na excitação e inibição da atividade neuronal que poderiam resultar em hiper ou 

hipoativação de regiões cerebrais especificas levando à disfunção (PEÇA et al., 2011). 

Disfunções no lobo frontal como as regiões que tem função na regulação e supressão 

de ações que são socialmente inapropriadas estão provavelmente relacionadas ao padrão de 

hiperssociabilidade na SW; isso de daria principalmente pela falta de inibição destas ações 

(MEYER-LINDENBERG et al., 2005; MOBBS et al., 2007; PORTER; COLTHEART; 

LANGDON, 2007; LITTLE et al., 2013). 

Na área pré-límbica (PrL), no presente estudo, foi observado maior número de 

receptores MT1 no grupo mais social do que no grupo controle. Estudos dos últimos anos 

demonstraram que a subdivisão do córtex pré-frontal, a área pré-límbica, é capaz de modular 

neurônios serotoninérgicos do núcleo dorsal da Rafe (envolvido com a regulação da 

ansiedade), dessa forma, encontra-se implicada na modulação de comportamentos parecidos 

com a ansiedade em ratos (YAMASHITA et al., 2018). Além disso, em ratos, receptores de 

serotonina 5-HT6 encontrados na PrL estão relacionados com a regulação  de comportamentos 

semelhantes com a ansiedade (ZHANG, 2018). Uma pesquisa mostrou, por meio de ratos, que 

a atividade (circuito) entre neurônios laterais da amígdala e neurônios da PrL, está relacionada 

com o medo em geral; onde a amígdala é responsável por evidenciar ameaças existentes, e a 

comunicação entre amígdala e PrL propicia a agilidade de ação/resposta de defesa (KIM et 

al., 2018). 
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Na área córtex orbital medial, foi observada maior quantidade de células MT1-ir no 

grupo mais social do que no controle. A sub-região córtex orbital medial (MO) em ratos, por 

sua vez, apresenta mais projeções para áreas límbicas, esse fato pode indicar que essa região 

esteja empregada em funções como o comportamento direcionado por objetivos e tomada de 

decisões.  

Na sub-região córtex ventro orbital, também foi encontrada maior número de células 

imunorreativas para MT1 no grupo mais social. O córtex ventro orbital (VO), também envia 

projeções para áreas corticais e subcorticais límbicas, apontando sua atuação em aspectos 

cognitivos e emocionais (HOOVER, VERTES, 2011).  

Nesse estudo, na área orbital lateral (LO), foi evidenciada a maior quantidade de 

células MT1-ir no grupo mais social do que no controle. Estudos com eletrofisiologia 

demonstraram que neurônios da subdivisão LO estão relacionados à características temporais 

de recompensa (ROESCH; TAYLOR; SCHOENBAUM, 2006), e à funções espaciais de 

recompensa (FEIERSTEIN et al., 2006).  

Considerando-se os dados obtidos nessa pesquisa, conclui-se que o receptor MT1 está  

presente em grande parte do córtex pré-frontal, aparentemente participando da modulação do 

comportamento social já que as subdivisões do córtex pré-frontal desempenham diferentes 

funções que se complementam, propiciando a manifestação do comportamento social dos 

indivíduos. O receptor MT2 também foi encontrado nessas áreas do córtex pré-frontal, apesar 

de não ter demonstrado significância estatística entre os grupos. Ambos receptores, podem 

estar assim envolvidos na modulação da interação social, no modelo animal mais social. 
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8. CONCLUSÃO 

 

Os animais da linhagem mais social apresentaram maior interação social com o co-

específico do que o grupo controle, menor conteúdo de melatonina, maior expressão gênica 

dos receptores de melatonina MT1 no hipocampo, hipotálamo, córtex pré-frontal e cerebelo, e 

do MT2 no hipocampo, hipotálamo e cerebelo. Além disso a linhagem mais social apresentou 

maior número de células imunorreativas ao receptor de melatonina MT1 nas subdivisões PrL, 

MO, VO e LO do córtex pré-frontal.  
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