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EPÍGRAFE 

My Way 

And now the end is near, and so I face the final curtain. My friend, I'll say it clear, 

I'll state my case, of which I'm certain. 

I've lived a life that's full, I travelled each and every highway. And more, much 

more than this, I did it my way. 

Regrets I've had a few, but then again too few to mention. I did what I had to do, 

and saw it through without exemption. 

I planned each chartered course. Each careful step along the by way. And more, 

much more than this, 

I did it my way. 

Yes, There were times, I'm sure you knew, when I bit off more than I could chew. 

But through it all, when there was doubt, I ate it up, and spit it out. I faced it all, 

and I stood tall, and did it my way. 

I've loved, I've laughed, and cried, I've had my fill, my share of losing. And now, as 

tears subside, I find it all so amusing. 

To think I did all that, and may I say, not in a shy way. Oh no, oh no, not me I did 

it my way. 

For what is a man, what has he got, If not himself, then he has not To say the 

things he truly feels, and not the words of one who kneels. 

The record shows, I took the blows and did it my way. Yes, it was my way. 

 

 

Compositor: Paul Anka / Jacques Reveaux / Claude François 
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RESUMO 

 

O hipocampo é parte do sistema límbico, e está diretamente envolvido em processos 

cognitivos, em comportamentos defensivos relacionados à ansiedade, nas respostas ao 

estresse e na neurobiologia da depressão. Alguns estudos tem também reportado um 

papel do hipocampo no controle da função cardiovascular. Entretanto, os mecanismos 

neuroquímicos envolvidos no controle das respostas comportamentais e da função 

cardiovascular pelo hipocampo ainda são pouco compreendidos. O óxido nítrico (NO) é 

sintetizado a partir de L-arginina por três isoformas da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS), que são denominadas neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzível (iNOS). 

Assim, uma das hipóteses investigadas no presente estudo foi a de que aumento na 

formação de NO a partir da nNOS no hipocampo dorsal esteja envolvido nas alterações 

cardiovasculares e comportamentais induzidas pelo isolamento social. Uma segunda 

hipótese investigada no presente estudo foi a de que tanto a nNOS, iNOS e eNOS no 

hipocampo dorsal estão envolvidas no controle das respostas cardíacas do barorreflexo. 

Nós identificamos que o estresse de isolamento social promoveu alterações 

comportamentais do tipo depressivas e ansiogênicas, e o tratamento do hipocampo 

dorsal com NPLA (inibidor seletivo da nNOS) ou carboxy-PTIO (sequestrador de NO) 

reverteu o efeito comportamental do tipo depressivo. O isolamento social não alterou as 

respostas de aumento da pressão arterial e frequência cardíaca e queda da temperatura 

cutânea induzidas pelo estresse de restrição. Entretanto, o tratamento do hipocampo 

dorsal com NPLA aumentou as respostas pressora e taquicárdica e reduziu a queda da 

temperatura da cauda induzidas pelo estresse de restrição nos animais isolados, mas não 

nos animais controle. O isolamento social aumentou os níveis de nitrotirosina no 

hipocampo dorsal, e uma tendência de aumento nos níveis de nNOS foi identificado.  

Com relação às respostas cardíacas do barorreflexo, nós observamos que o tratamento 

do hipocampo dorsal com carboxy-PTIO diminuiu a taquicardia decorrente de queda da 

pressão arterial. A microinjeção de NPLA aumentou a bradicardia para aumento da 

pressão arterial, ao passo que o 1400W (inibidor seletivo iNOS) diminuiu a taquicardia 

reflexa e aumentou a bradicardia reflexa.  Além disso, a administração de L-NAME 

(inibidor não-seletivo da NOS) em animais co-tratados com NPLA+1400W (para inibir 

nNOS e iNOS) reduziu a bradicardia reflexa. Baseado nesses resultados, nós 

concluímos que a neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal modula as respostas 



 
 

cardíacas do barorreflexo, e esse controle é específico da nNOS, iNOS e eNOS.  Além 

disso, o isolamento social aumenta a liberação de NO no hipocampo dorsal, 

possivelmente por aumento na expressão da nNOS, e este efeito está relacionado com as 

respostas comportamentais do tipo ansioso e depressivo desencadeados pelo isolamento 

social. Além disso, este aumento na formação local de NO a partir da nNOS 

desempenha um papel inibitório nas respostas de aumento da pressão arterial e 

frequência cardíaca, além de facilitar a vasoconstrição cutânea mediada pelo simpático 

durante o estresse de restrição.  

 

Palavras-chave: nNOS, óxido nítrico, estresse de isolamento social, hipocampo dorsal, 

barorreflexo. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The hippocampus is part of the limbic system, and is directly involved in cognitive 

processes, anxiety-related defensive behaviors, stress responses, and the neurobiology 

of depression. Some studies have also reported a role of the hippocampus in the control 

of cardiovascular function. However, the neurochemical mechanisms involved in the 

control of behavioral responses and cardiovascular function within the hippocampus are 

still poorly understood. Nitric oxide (NO) is synthesized from L-arginine by three 

isoforms of the enzyme nitric oxide synthase (NOS), which are called neuronal (nNOS), 

endothelial (eNOS) and inducible (iNOS). Thus, one of the hypotheses investigated in 

the present study was that alterations in the formation of NO from nNOS into the dorsal 

hippocampus are involved in the cardiovascular and behavioral changes induced by 

social isolation. A second hypothesis investigated in the present study was that both 

nNOS, iNOS and eNOS in the dorsal hippocampus are involved in the control of 

cardiac responses of the baroreflex. We identified that social isolation increased 

depressive- and anxiety-like behaviors, and the treatment of the dorsal hippocampus 

with NPLA (selective nNOS inhibitor) or carboxy-PTIO (NO scavenger) reversed the 

behavioral effect of depressive type. Social isolation did not alter the blood pressure and 

heart rate increase and the drop in tail skin temperature evoked by restraint stress. 

However, treatment of the dorsal hippocampus with NPLA increased restraint-evoked 

pressor and tachycardic responses and decreased tail temperature in isolated, but not 

control, animals. Social isolation increased levels of nitrotyrosine in the dorsal 

hippocampus, and a trend of increased nNOS levels was identified. Regarding the 

cardiac responses of the baroreflex, we observed that treatment of the dorsal 

hippocampus with carboxy-PTIO decreased the tachycardia to drop in blood pressure. 

Microinjection of NPLA increased bradycardia to increase in blood pressure, whereas 

1400W (selective iNOS inhibitor) decreased reflex tachycardia and increased reflex 

bradycardia. In addition, administration of L-NAME (non-selective NOS inhibitor) in 

animals co-treated with NPLA + 1400W (to inhibit nNOS and iNOS) decreased reflex 

bradycardia. Based on these results, we conclude that nitrergic neurotransmission in the 

dorsal hippocampus modulates cardiac responses of the baroreflex, and this control is 

specific to nNOS, iNOS and eNOS. In addition, social isolation increases the release of 

NO in the dorsal hippocampus, possibly by increasing nNOS expression, and this effect 



 
 

is related to the anxiogenic- and depressive-like behavioral responses evoked by social 

isolation. Furthermore, this increase in the local formation of NO from nNOS plays an 

inhibitory role in the increase of arterial pressure and heart rate, in addition to 

facilitating the sympathetic-mediated vasoconstriction during restraint stress. 

Keywords: nNOS, nitric oxide, social isolation stress, dorsal hippocampus, baroreflex. 
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1. INTRODUÇÃO 

O hipocampo é parte do sistema límbico e está diretamente envolvido em 

processos cognitivos, em comportamentos defensivos relacionados à ansiedade, nas 

respostas ao estresse e na neurobiologia da depressão (Engin e Treit, 2007; Joca et al., 

2007; Ulrich-Lai e Herman, 2009; Eisch e Petrik, 2012). Evidências comportamentais, 

neuroanatômicas e moleculares tem sugerido que o hipocampo pode ser subdivido em 

duas regiões: a zona rostro/dorsal (hipocampo dorsal) e caudo/ventral (hipocampo 

ventral) (Moser e Moser, 1998; Fanselow e Dong, 2011). Tem sido proposto que o 

hipocampo dorsal estaria envolvido primariamente com funções cognitivas, enquanto o 

hipocampo ventral estaria mais relacionado com a regulação das respostas ao estresse, 

da emoção e do afeto (Moser e Moser, 1998; Fanselow e Dong, 2011). Esta hipótese 

tem sido suportada por evidências de que a lesão/inibição do hipocampo dorsal, porém 

não do hipocampo ventral, causa prejuízo em testes comportamentais cognitivos; ao 

passo que a lesão do hipocampo ventral, porém não do hipocampo dorsal, reduz as 

respostas comportamentais e fisiológicas ao estresse e induz alterações 

comportamentais do tipo ansiolíticas (Bannerman et al., 2002; Kjelstrup et al., 2002; 

Bertoglio et al., 2006; Kheirbek et al., 2013). Entretanto, alguns resultados controversos 

têm sido reportados com relação a esta subdivisão do hipocampo. Por exemplo, estudos 

tem reportado um envolvimento do hipocampo ventral em processos cognitivos 

(Ferbinteanu et al., 2003; Loureiro et al., 2012). Além disso, a microinjeção de 

midazolam (benzodiazepínico) ou fluoxetina (inibidor seletivo da recaptação de 

serotonina) no hipocampo dorsal produziu alterações comportamentais do tipo 

ansiolíticas e antidepressivas, respectivamente (Menard e Treit, 2001; Hiroaki-Sato et 

al., 2014). A estimulação elétrica ou química do hipocampo dorsal também causou 

alterações na pressão arterial e frequência cardíaca de ratos (Ruit e Neafsey, 1988). 

Neste sentido, estudos tem reportado um papel do hipocampo dorsal nas respostas 

cardiovasculares e comportamentais durante reações de defesa (Resstel et al., 2008a; 

Scopinho et al., 2013). O hipocampo dorsal também está envolvido em alterações 

comportamentais relacionadas à depressão e ansiedade induzidas pelo estresse (Padovan 

et al., 2000; Padovan e Guimarães, 2004; Scopinho et al., 2013).  
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1.1. Hipocampo dorsal e a atividade barorreflexa: nNOS, iNOS e eNOS  

O barorreflexo é um importante mecanismo de regulação momento a 

momento da pressão arterial (Michelini et al., 2015). Além disso, uma redefinição da 

função barorreflexa em direção a valores mais elevados de pressão arterial contribui 

com as respostas autonômicas e cardiovasculares durante o exercício físico e situações 

de estresse (DiCarlo e Bishop, 2001; Dampney et al., 2008; Michelini et al., 2015; 

Crestani, 2016). Também, o comprometimento da função do barorreflexo é proposto 

como mecanismo fisiopatológico de várias doenças cardiovasculares, como a 

hipertensão (Grassi et al., 2006; Honzikova e Fiser, 2009). Essas evidências indicam um 

papel relevante do barorreflexo no controle da função cardiovascular durante o repouso 

e situaçõs de desafio ambiental (por exemplo, estresse e exercício físico), bem como em 

condições patológicas. Entretanto, apesar da importância do barorreflexo, os 

mecanismos neurobiológicos envolvidos no controle das respostas do barorreflexo ainda 

não são completamente compreendidos. 

Vários estudos relataram uma influência do hipocampo no controle da 

função cardiovascular (Ulrich-Lai e Herman, 2009; Dampney, 2016; Myers, 2017). Por 

exemplo, estudos iniciais relataram que a estimulação elétrica ou química do hipocampo 

causa alterações cardiovasculares e autonômicas, como diminuição da pressão arterial, 

frequência cardíaca e atividade nervosa simpática (Akert et al., 1953; Anand et al., 

1956a; Anand et al., 1956b; Ruit e Neafsay, 1988). Outros estudos relataram um 

envolvimento do hipocampo nas respostas cardiovasculares durante ameaças aversivas 

(Resstel et al., 2008a; Moraes-Neto et al., 2014). Além disso, evidências mais recentes 

sugeriram um papel do hipocampo dorsal nos mecanismos reflexos cardiovasculares, 

como o barorreflexo e o quimiorreflexo (Kuntze et al., 2016; Ferreira-Junior et al., 

2017). Com relação às respostas barorreflexas, foi observado que a inibição sináptica no 

hipocampo dorsal através da microinjeção local de cloreto de cobalto (CoCl2) aumentou 

as respostas cardíacas do barorreflexo, ao passo que a inibição sináptica no hipocampo 

ventral diminuiu essas respostas reflexas (Ferreira-Junior et al., 2017). Avaliação da 

participação das neurotransmissões glutamatérgica, GABAérgica e endocanabinoide no 

controle das respostas do barorreflexo pelo hipocampo dorsal revelou que o glutamato 

no hipocampo facilita a função barorreflexo cardíaco através da atuação nos receptores 

NMDA e AMPA/Kainate; enquanto os neurotransmissores GABA, atuando nos 

receptores GABAA, e endocanabinóides, atuando nos receptores CB1, reduzem as 
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respostas cardíacas do barorreflexo. Além disso, foi encontrado uma interação entre as 

neurotransmissões glutamatérgica e endocanabinóide na HD na modulação da função 

barorreflexa cardíaca (Ferreira-Junior et al., 2018). Entretanto, um possível 

envolvimento de outros mecanismos neuroquímicos locais nunca foi investigado. 

O óxido nítrico é considerado uma molécula protetora do sistema 

cardiovascular por meio de suas ações nos vasos sanguíneos e no coração (Lei et al., 

2013; Tang et al., 2014). Além disso, ele atua no sistema nervoso central como uma 

molécula de sinalização e tem sido considerado um neurotransmissor atípico (Prast e 

Philippu, 2001; Garthwaite, 2008). O NO é sintetizado a partir de L-arginina por três 

isoformas da enzima óxido nítrico sintase (NOS), que são denominadas neuronal 

(nNOS), endotelial (eNOS) e induzível (iNOS) (Alderton et al., 2001). A nNOS e eNOS 

são enzimas dependentes do complexo Ca
+2

-calmodulina para formar NO (Forstermann 

et al., 1995). A nNOS é amplamente expressa no encéfalo de mamíferos (Bredt et al., 

1991; Vicent et al., 1992), inclusive no hipocampo (Vicent et al., 1992; Doyle et al., 

1997); enquanto a eNOS é predominantemente encontrada no endotélio vascular e 

miócitos cardíacos (Yuyun et al., 2018). No entanto, NO derivado de eNOS de células 

endoteliais, e talvez de astrócitos (Lin et al., 2007), tem sido relatado como modulador 

da atividade sináptica em muitas regiões do sistema nervoso central (Paton et al., 2007; 

Garthwaite, 2008), incluindo o hipocampo (Hopper et al., 2006). A iNOS é uma enzima 

independente do complexo Ca
+2

-calmodulina, que geralmente não é expressa sob 

condições basais (Guix et al., 2005). No entanto, foi relatado que a iNOS é 

constitutivamente expressa em alguns tecidos, inclusive em várias regiões do cérebro 

(Amitai, 2010). 

Estudos anteriores relataram uma influência da ativação da nNOS no 

hipocampo no controle da função cardiovascular em condições de repouso. Por 

exemplo, a administração de L-glu no hipocampo ventral causou respostas pressora e 

taquicárdica dose-dependente em ratos não-anestesiados, e esses efeitos foram mediados 

pela ativação de receptores NMDA e nNOS, bem como da síntese de GMPc (Santini et 

al., 2013). Foi também reportado o envolvimento do receptor glutamatérgico NMDA, 

NO e GMPc no hipocampo dorsal na modulação da expressão de medo contextual 

(Fabri et al., 2014).  Além disso, o bloqueio dos receptores NMDA, bem como da 

enzima nNOS, no HD reduzem as respostas pressora, taquicárdica e a queda da 

temperatura da pele observada durante o estresse de restrição (Moraes-Neto et al., 
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2014). No entanto, um possível papel da nNOS hipocampal no controle da função 

barorreflexa nunca foi relatado. Além disso, apesar da evidência da expressão 

constitutiva de iNOS e eNOS no hipocampo (Hopper et al., 2006; Montezuma et al., 

2012; Pinnock et al., 2007; Adachi et al., 2010; Yoshino et al., 2017), um possível papel 

dessas isoformas de NOS no controle hipocampal da função cardiovascular ainda é 

desconhecido. Assim, uma das hipóteses investigadas no presente estudo foi a de que 

tanto a nNOS, iNOS e eNOS no hipocampo dorsal estão envolvidas no controle das 

respostas cardíacas do barorreflexo. 

1.2. Estresse crônico social e a associação entre depressão/ansiedade e 

complicações cardiovascular 

Patologias cardiovasculares e transtornos psiquiátricos estão entre as 

principais doenças incapacitantes no mundo (Murray et al., 2012; Vos et al., 2012). 

Independentemente de doenças cardiovasculares e transtornos psiquiátricos 

representarem problemas individuais de saúde pública, estudos clínicos e pré-clínicos 

indicam uma extensa comorbidade entre alguns transtornos psiquiátricos e patologias 

cardiovasculares. Por exemplo, transtornos afetivos e de ansiedade são considerados 

fatores de risco para a morbidade e mortalidade cardiovascular, ao passo que doenças 

cardiovasculares podem aumentar a incidência de quadros de depressão e ansiedade 

(Rozanski et al., 1999; Glassman et al., 2007; Grippo, 2009; Thurston et al., 2013; 

Carnevali et al., 2014; Hare et al., 2014), assim indicando uma associação bidirecional 

na comorbidade entre transtornos psiquiátricos e patologias cardiovasculares. A 

associação entre transtornos afetivos e de ansiedade e complicações cardiovasculares 

são independentes de fatores de risco cardiovascular tradicionais como dislipidemia, 

sedentarismo e obesidade (Kubzansky e Kawachi, 2000; Wulsin et al., 2003; Huffman 

et al., 2010). Apesar da importância do tema, os mecanismos envolvidos na associação 

entre transtornos psiquiátricos e problemas cardiovasculares ainda são pouco 

compreendidos. Respostas neuroendócrinas, autonômicas, cardiovasculares, 

metabólicas e imunológicas são geradas durante a exposição a situações de estresse 

(Ulrich-Lai e Herman, 2009; Sterling, 2012). Apesar de em curto prazo essas respostas 

serem adaptativas, a ativação prolongada destas respostas durante a exposição crônica 

ou repetida a eventos estressores (i.e., estresse crônico) causa alterações morfológicas e 

funcionais em vários tecidos, nas quais levam ao desencadeamento de patologias 

(McEwen, 1998; McEwen et al., 2007). Neste sentido, estudos clínicos e pré-clínicos 
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tem demonstrado que a exposição crônica a eventos estressores tem sido associada com 

a etiologia de transtornos afetivos e de ansiedade e patologias cardiovasculares 

(Pittenger e Duman, 2008; Grippo et al., 2009; Faravelli et al., 2012; Steptoe e 

Kivimäki, 2012; Carnevali et al., 2014).  

Adversidades no ambiente social têm sido demonstradas ser um importante 

fator estressante afetando o comportamento e a função cardiovascular. Por exemplo, um 

aumento na percepção de solidão e o rompimento de conexões sociais (i.e., isolamento) 

em humanos estão associados com o surgimento de sintomas de depressão e ansiedade, 

bem como com o desenvolvimento de complicações cardiovasculares (Rozanski et al., 

1999; Steptoe e Kivimäki, 2012; Meltzer et al., 2013). Estudos pré-clínicos também têm 

demonstrado que períodos de isolamento social estão associados com alterações 

comportamentais e na função cardiovascular em roedores. Com relação a 

comportamentos relacionados à depressão, foi demonstrado um aumento no tempo 

imobilidade no teste de nado forçado e redução no consumo e preferência para 

sacarose/sacarina (Brenes et al., 2008; Grippo et al., 2008; Fischer et al., 2012; Jahng et 

al., 2012). O isolamento social também reduziu a exploração dos braços abertos no 

labirinto em cruz elevado, assim indicando um efeito do tipo ansiogênico (Fone e 

Porkess, 2008; Grippo et al., 2008; Fischer et al., 2012). 

Assim como reportado em estudos clínicos (Rozanski et al., 1999; Steptoe e 

Kivimäki, 2012), alterações cardiovasculares também tem sido observadas em roedores 

após um período de isolamento social. Neste sentido, hipertensão, arritmia e hipertrofia 

cardíaca e aórtica; bem como alterações no balanço autonômico cardíaco, na atividade 

barorreflexa, na reatividade vascular a agentes vasoativos e na responsividade 

cardiovascular a estímulos aversivos têm sido reportados (Gamallo et al., 1986; Carlier 

et al., 1988; Gardiner e Bennett, 1993; Maslova et al., 2010; Grippo et al., 2007; Peuler 

et al., 2012; Cruz et al., 2016). Além disso, foi demonstrado que o isolamento social 

exacerbou as respostas autonômicas, inflamatórias e comportamentais observadas em 

um modelo experimental de parada cardíaca/ressuscitação (Norman et al., 2010). Os 

efeitos cardiovasculares do isolamento social são consistentes com as alterações 

cardiovasculares observadas na depressão e ansiedade em humanos (Rozanski et al., 

1999; Grippo, 2011; Thurston et al., 2013; Hare et al., 2014). Além disso, foi reportada 

uma correlação significativa entre as respostas cardiovasculares e as alterações 

comportamentais induzidas pelo isolamento social em roedores (Grippo et al., 2007; 
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Grippo et al., 2011). Deste modo, o isolamento social tem sido descrito como um 

modelo experimental com validade etológica para o estudo da associação entre 

alterações comportamentais e complicações cardiovasculares (Grippo, 2011; Sgoifo et 

al., 2014). 

1.3. Óxido nítrico: depressão, ansiedade e função cardiovascular 

Como mencionado acima, o NO age no sistema nervoso central como uma 

molécula de sinalização, e é considerado um neurotransmissor atípico (Prast e Philippu, 

2001; Garthwaite, 2008). Garthwaite e colaboradores (1988) demonstraram que a 

ativação de receptores glutamatérgico NMDA em neurônios pós-sinápticos resulta na 

formação de NO, através de um mecanismo dependente de Ca
+2

. Deste modo, uma das 

formas de síntese de NO no sistema nervoso central envolve a ativação de receptores 

NMDA e consequentemente aumenta nas concentrações intracelulares de Ca
+2

, o que 

acarreta a ativação da nNOS (Garthwaite, 2008). O NO possui diversas vias de 

sinalização, sendo que a principal envolve a ativação da enzima guanilato ciclase 

solúvel, que converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclico 

(GMPc) (Garthwaite, 2008). O NO se difunde rapidamente e modula, principalmente 

através de mecanismos dependente de GMPc, a função neuronal e a liberação de 

neurotransmissores em numerosas regiões no sistema nervoso central (Prast e Philippu, 

2001; Garthwaite, 2008). 

Estudos clínicos demonstraram que pacientes deprimidos apresentaram 

aumento nos níveis séricos de metabólitos do NO e aumento na expressão da nNOS no 

encéfalo (Suzuki et al., 2001; Bun-Hee et al., 2006; Oliveira et al., 2008). Neste sentido, 

dados pré-clínicos tem demonstrado que o tratamento sistêmico com inibidores da 

síntese de NO reduziu o tempo de imobilidade no teste de nado forçado em ratos 

(Jeferys e Funder, 1996). Este efeito parece ser devido à inibição da isoforma nNOS, 

uma vez que o tratamento sistêmico com inibidores mais seletivos para esta isoforma 

também induziu efeito do tipo antidepressivo no teste de nado forçado (Yldiz et al., 

2000; Heiberg et al., 2002; Joca e Guimarães, 2006). O tratamento sistêmico com 

inibidores seletivos da nNOS também suprimiu as alterações comportamentais do tipo 

depressivas induzidas pela exposição a protocolos de estresse crônico (Zhou et al., 

2007; Yazir et al., 2012). A ideia de um envolvimento do óxido nítrico na neurobiologia 

da depressão é reforçada por dados demonstrando que o bloqueio sistêmico da enzima 

guanilato ciclase solúvel promoveu efeito do tipo antidepressivo em modelos animais de 
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depressão (Heiberg et al., 2002; Yazir et al., 2012), além de promover melhora do 

humor em pacientes deprimidos (Naylor et al., 1987). 

Um papel do NO na neurobiologia da ansiedade também tem sido 

demonstrado, porém os resultados são contraditórios. Neste sentido, vários estudos pré-

clínicos tem demonstrado que a administração sistêmica de inibidores não-seletivos da 

síntese de NO ou seletivos para a nNOS produz alterações comportamentais do tipo 

ansiolítico em modelos experimentais como o labirinto em cruz elevado, o teste de 

interação social e o teste de claro/escuro (para revisão ver Guimarães et al., 2005; 

Sestakova et al., 2013). Entretanto, efeitos ansiogênicos nos testes comportamentais em 

campo aberto e o labirinto em cruz elevado foram reportados em alguns estudos após o 

tratamento sistêmico com inibidores da síntese de NO (Guimarães et al., 2005; 

Sestakova et al., 2013). Estudos investigando o efeito de microinjeções centrais de 

inibidores da síntese de NO também produziram resultados contraditórios (Sestakova et 

al., 2013), porém um conjunto relevante de trabalhos tem demonstrado efeitos do tipo 

ansiolítico após a administração em sítios específicos no sistema nervoso central, como 

a substância cinzenta periaquedutal, o córtex pré-frontal medial, a amígdala e o 

hipocampo (Guimarães et al., 2005; Forestiero et al., 2006; Spolidório et al., 2007; 

Resstel et al., 2008b). Foi proposto que um efeito sedativo observado com doses baixas 

dos inibidores poderia explicar os efeitos ansiogênicos observados em alguns estudos 

(Guimarães et al., 2005), uma vez que vários dos modelos experimentais utilizados 

dependem do comportamento locomotor dos animais. Além disso, em altas doses os 

inibidores podem ser convertidos em L-arginina (precursor da síntese de NO) (Hecker et 

al., 1990), o que também pode explicar os resultados contraditórios (Guimarães et al., 

2005). Deste modo, tem sido proposto que os efeitos dos inibidores da síntese de NO 

sobre comportamentos relacionados à ansiedade dependem da dose utilizada 

(Guimarães et al., 2005; Sestakova et al., 2013). 

A nNOS é expressa em regiões bulbares e supra-bulbares do sistema 

nervoso central envolvidas no controle da função autonômica e cardiovascular 

(Zanzinger, 2002; Stern, 2004). Neste sentido, foi demonstrado um envolvimento do 

óxido nítrico formado a partir da nNOS no sistema nervoso central na regulação da 

pressão arterial e frequência cardíaca, da atividade barorreflexa, bem como das 

respostas cardiovasculares observadas durante reações de defesa (Zanzinger et al., 1999; 

Carvalho et al., 2006; Resstel et al., 2008b; Alves et al., 2009; Fabri et al., 2014; 
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Moraes-Neto et al., 2014). Além disso, alterações em mecanismos nitrérgicos no 

sistema nervoso central parecem estar envolvidas na fisiopatologia de complicações 

cardiovasculares como a hipertensão e a insuficiência cardíaca (De Wardener, 2001; 

Patel e Zheng, 2012; Pyner, 2014).  

Apesar de muitas das regiões no sistema nervoso central envolvidas no 

controle da função cardiovascular também serem implicadas na neurobiologia da 

depressão e da ansiedade (por exemplo: hipocampo, córtex pré-frontal medial e 

amígdala) (Ulrich-Lai e Herman, 2009; Canteras et al., 2010; Willner et al., 2013), 

informações acerca dos mecanismos neurobiológicos envolvidos nas complicações 

cardiovasculares acompanhando alterações comportamentais induzidas pelo estresse 

crônico são escassas. Dados recentes do nosso grupo demonstraram que o tratamento 

sistêmico crônico com um inibidor preferencial da nNOS preveniu tanto as alterações 

comportamentais quanto as disfunções cardiovasculares desencadeadas pelo estresse 

crônico variável (um modelo de estresse crônico psicológico) (Almeida et al., 2015). 

Apesar de um possível envolvimento de mecanismos nitrérgicos nas alterações 

comportamentais e cardiovasculares induzidas pelo isolamento social nunca ter sido 

investigado, os resultados acima fornecem evidências de que o NO formado a partir da 

nNOS pode ser um importante mecanismo neuroquímico envolvido na associação entre 

transtornos psiquiátricos e problemas cardiovasculares. Entretanto, os possíveis sítios 

específicos no sistema nervoso central mediando o envolvimento do NO nesta 

associação são desconhecidos.  

1.4. Hipocampo dorsal e nNOS: depressão, ansiedade e respostas cardiovasculares 

ao estresse 

O NO formado a partir da nNOS tem sido demonstrado ser um importante 

mecanismo neuroquímico no hipocampo dorsal envolvido no controle de 

comportamentos relacionados à depressão e ansiedade, como também nos ajustes 

cardiovasculares durante situações aversivas. Neste sentido, foi reportado um aumento 

na expressão da nNOS no hipocampo de pacientes deprimidos (Oliveira et al., 2008). 

Estudos pré-clínicos demonstraram que a microinjeção de inibidores seletivos da nNOS 

no hipocampo dorsal induziu alterações comportamentais do tipo antidepressivas no 

teste de nado forçado (Joca e Guimarães, 2006; Hiroaki-Sato et al., 2014). Além disso, o 

tratamento sistêmico com um inibidor da nNOS reduziu as alterações observadas após a 

exposição ao teste de nado forçado na expressão de genes no hipocampo relacionados 
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ao estresse oxidativo, neuroplasticidades e processos neurogênicos (Ferreira et al., 

2012). Um envolvimento do NO formado a partir da nNOS no hipocampo dorsal em 

repostas comportamentais relacionadas à ansiedade também foi reportada. Por exemplo, 

a microinjeção de inibidores da síntese de NO não-seletivos ou seletivos para a nNOS 

no hipocampo dorsal produziu efeitos ansiolíticos no labirinto em cruz elevado, no teste 

de campo aberto, no teste de alimentação suprimida pela novidade e no modelo de 

lamber punido de Vogel (Echeverry et al., 2004; Spolidorio et al., 2007; Zhang et al., 

2010). A administração no hipocampo dorsal de inibidores da enzima nNOS também 

reduziu as respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse de restrição agudo e o 

medo condicionado ao contexto (Moraes-Neto et al., 2014; Fabri et al., 2014), assim 

fornecendo evidências de um envolvimento deste mecanismo de sinalização no 

hipocampo dorsal nos ajustes cardiovasculares durante reações de defesa. 

Estudos têm demonstrado alterações em mecanismos nitrérgicos do 

hipocampo após a exposição a protocolos de estresse crônico. Por exemplo, foi 

demonstrado que a exposição a eventos estressores crônicos, incluindo o estresse de 

isolamento social (Amiri et al., 2014; Zlatkovic´ et al., 2014), aumentou os níveis de 

nitrito/nitrato (metabólitos do NO) no hipocampo (Zhou et al., 2007; Tishkina et al., 

2012; Mohamed et al., 2013; Rinwa e Kumar, 2014), assim indicando um aumento na 

formação local de NO. Apesar de um aumento na expressão da iNOS no hipocampo ter 

sido reportado após a exposição crônica a eventos estressores (Fan et al., 2011), a 

elevação na formação local de NO parece ser decorrente principalmente de alterações na 

expressão local da nNOS, uma vez que aumento na expressão desta isoforma da NOS 

foi reportado no hipocampo de animais expostos a protocolos de estresse crônico (Zhou 

et al., 2007; Zhou et al., 2011; Hu et al., 2012; Zhu et al., 2014; Zlatkovic´ et al., 2014), 

e o tratamento sistêmico com um inibidor da nNOS reverteu os níveis elevados de 

nitrito/nitrato no hipocampo induzidos pelo estresse crônico (Mohamed et al., 2013).  

Estas alterações na formação de NO a partir da nNOS no hipocampo 

parecem ser um mecanismo importante envolvido nas patologias induzidas pelo estresse 

crônico. Neste sentido, tem sido demonstrado que a redução nos níveis do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (do inglês, BDNF) na neurogênese no hipocampo 

induzidas pela exposição a protocolos de estresse crônico, alterações que tem sido 

implicada na neurobiologia da ansiedade e da depressão (Nestler et al., 2002; Castrén et 

al., 2007; Martinowich et al., 2007), foram inibidas pelo tratamento sistêmico com 
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inibidores da nNOS (Zhou et al., 2007; Yazir et al., 2012). Um estudo recente 

demonstrou que a administração intrahipocampal de agentes que inibem o acoplamento 

da nNOS com a ligante PDZ carboxi-terminal da proteína neuronal óxido nítrico 

sintase (CAPON), na qual compete com a proteína de densidade pós-sináptica 95 

(PSD95) pela ligação na enzima nNOS e reduz à sinalização do receptor NMDA 

glutamatérgico via nNOS (Jaffrey et al., 1998), reverteram às alterações 

comportamentais do tipo ansiogênicas induzidas pelo estresse crônico variável (Zhu et 

al., 2014). Além disso, a microinjeção de um inibidor da nNOS no hipocampo inibiu as 

alterações comportamentais relacionadas à depressão induzidas pelo estresse crônico 

variável (Zhou et al., 2011). Entretanto, em uma ampla busca na literatura nós não 

encontramos evidências acerca de um envolvimento de alterações em mecanismos 

nitrérgicos do hipocampo nas alterações cardiovasculares e comportamentais induzidas 

por protocolos de estresse de isolamento social.  

 Os dados apresentados acima fornecem evidências de que alterações na 

formação de NO a partir da nNOS no hipocampo pode ser um importante mecanismo 

relacionado com as alterações comportamentais e fisiológicas desencadeadas pela 

exposição prolongada a situações aversivas. Deste modo, considerando as evidências de 

um papel da nNOS no hipocampo dorsal no controle da função cardiovascular e de 

respostas comportamentais, uma segunda hipótese investigada no presente estudo foi a 

de que alterações na formação de NO a partir da nNOS no hipocampo dorsal estejam 

envolvidas nas alterações cardiovasculares e comportamentais relacionadas à 

depressão e ansiedade induzidas pelo isolamento social, assim podendo constituir um 

possível mecanismo envolvido na comorbidade entre ansiedade/depressão e 

complicações cardiovasculares. 
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2. OBJETIVOS  

O objetivo geral do presente estudo foi investigar o envolvimento da neurotransmissão 

nitrérgica do hipocampo dorsal no controle da função cardiovascular e das respostas 

autônomas e comportamentais ao estresse social crônico. Para tanto, os objetivos 

específicos foram:  

1) Avaliar a participação da neurotransmissão nitrérgica mediada pela 

nNOS, iNOS e eNOS no hipocampo dorsal no controle das respostas cardíacas do 

barorreflexo; 

2) Estudar o envolvimento da neurotransmissão nitrérgica mediada pela 

nNOS no hipocampo dorsal nas alterações na responsividade cardiovascular a uma 

sessão aguda de estresse desencadeada pelo isolamento social; 

3) Investigar a participação da neurotransmissão nitrérgica mediada pela 

nNOS no hipocampo dorsal nas alterações de comportamentos relacionados à ansiedade 

e depressão desencadeadas pelo isolamento social; 

4) Investigar o efeito do isolamento social na expressão de nitrotirosina e da 

nNOS na formação local de NO no hipocampo dorsal. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar (21 ou 60 dias) provenientes do Biotério 

Central da Universidade Estadual Paulista (Botucatu/SP). Os animais foram mantidos 

no Biotério do Laboratório de Farmacologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

(FCFAr/UNESP) em condições controladas de temperatura (23 ± 2°C) e luz (ciclo 

12/12 horas, luzes acesas às 7h), com livre acesso a alimento e água. O presente estudo 

foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr/UNESP nº 

36/2015. 

3.2. Isolamento social 

O isolamento social foi realizado conforme procedimento descrito 

previamente (Fone e Porkess, 2008). Deste modo, aos 21 dias de idade, os animais 

sujeitos ao procedimento de isolamento foram alojados individualmente por 5 semanas, 

enquanto os animais controle de mesma idade foram alojados em 4 animais/caixa pelo 

mesmo período. Os animais isolados foram mantidos no mesmo Biotério que os animais 

controle e mantiveram contato visual, olfatório e auditivo com os demais animais (Fone 

e Porkess, 2008; Martin et al., 2010; Cruz et al., 2015). Os animais foram perturbados 

somente para a limpeza das caixas e registro do peso corporal, que foi realizada duas 

vezes na semana para os animais controle e uma vez na semana para os animais isolados 

(Fone e Porkess, 2008; Martin et al., 2010; Cruz et al., 2015).   

3.3. Implante de cânulas guias no hipocampo dorsal 

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.). Após 

a tricotomia, a cabeça do rato foi imobilizada em um estereotáxico (Stoeling, EUA), e 

foi realizada assepsia do campo cirúrgico com álcool a 70%. Para redução do 

sangramento durante a cirurgia, foram injetados 0,3 ml de solução lidocaína com 

vasoconstritor (3% de levoarterenol, Harvey Química Farmacêutica Ltda, Catanduva, 

SP, Brasil). A calota craniana foi exposta por meio de uma incisão na pele de 

aproximadamente 1,5cm, afastando-se completamente o periósteo. A limpeza da região 

foi feita utilizando-se solução salina e água oxigenada a 10%. Todas as coordenadas 

foram realizadas como referência os parâmetros obtidos do Atlas de Paxinos e Watson 

(1997): 
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                   Ântero-posterior: -4,0 mm em relação ao bregma 

                                      Lateral: +2,8 mm a partir da linha média 

                                      Vertical: -3,1 mm em relação ao osso 

                   Incisivo: -2,5mm 

 

Após o posicionamento da cânula de aço inoxidável, foram feitos orifícios 

no crânio com auxílio de broca odontológica, por onde foram introduzidas cânulas 

constituídas por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6mm, gauge) com 8 mm 

de comprimento bilateralmente. As cânulas foram fixadas ao crânio com uma resina 

acrílica autopolimerisável (Simples, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), e 

pequenos parafusos foram previamente implantados na calota craniana para fixação da 

resina. Um mandril com 0,2 mm de diâmetro foi introduzido nas cânulas, evitando a 

obstrução das mesmas durante o período de recuperação do animal. Como medida 

profilática, ao final da cirurgia os animais receberam 0,2 mL de pentabiótico veterinário 

(Fountoura-Wyeth, São Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL do anti-

inflamatório não-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, 

Brazil) pela via subcutânea. 

3.4. Canulação da artéria e veia femorais 

Os animais foram anestesiados com tribomoetanol (250mg/Kg, i.p.), e foi 

implantado um cateter na artéria femoral para registro dos parâmetros cardiovasculares 

e, quando necessário, outro na veia femoral para infusão de fármacos. Os cateteres 

foram constituídos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5cm) soldados a segmentos 

de polietileno PE-50 (12-13 cm) (Clay Adams, EUA), previamente preenchidos por 

solução salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solução salina), e obstruídos 

com pino de metal. Após a implantação dos cateteres, estes foram exteriorizados na 

região dorsal do animal e fixados à pele por sutura cirúrgica. Os animais foram 

mantidos em caixas individuais após a cirurgia. Como medida profilática, os animais 

receberam 0,3 mL do anti-inflamatório não-esteroidal flunexina meglumina 

(Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutânea. 
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3.5. Registro da pressão arterial e frequência cardíaca  

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de 

pressão (DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA). A pressão arterial pulsátil foi 

registrada utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments), 

conectado a um sistema de aquisição de dados computadorizado (PowerLab 4/30, 

ML866, ADInstruments). Os valores de pressão arterial média (PAM), pressão arterial 

sistólica (PAS), pressão arterial diastólica (PAD) e frequência cardíaca (FC) foram 

obtidos a partir dos sinais da pressão arterial pulsátil.  

3.6. Registro da temperatura cutânea da cauda 

Os registros da temperatura cutânea da cauda foram feitos utilizando um 

termovisor (IRI4010, Inglaterra). A análise foi feita através de um software para análise 

termográfica, e a temperatura foi representada por variações de intensidade de cor 

(Vianna e Carrive, 2005; Cruz et al., 2012; Oliveira et al., 2018). Para análise das 

imagens, a medida de temperatura foi realizada em 5 pontos da cauda do animal, e a 

média foi calculada para cada registro. 

3.7. Avaliação da atividade barorreflexa 

A atividade do barorreflexo foi avaliada através de alterações na PAM 

induzidas pela infusão intravenosa de fenilefrina (agonista seletivo dos adrenoceptores 

α1) (50µg/mL a 0.32 mL/min/kg) e de nitroprussiato de sódio (NPS) (doador de óxido 

nítrico) (70µg/mL a 0.8 mL/min/kg), utilizando uma bomba de infusão (K.D. Scientific, 

EUA) (Crestani et al., 2011; Cruz et al, 2015). Fenilefrina e NPS causam aumento e 

redução na pressão arterial, respectivamente. A análise foi feita relacionando a variação 

na pressão arterial (PAM) (10, 20, 30 e 40 mmHg) com a variação reflexa 

correspondente da frequência cardíaca (FC). Utilizando os pontos obtidos da correlação 

na variação da PAM e FC durante as infusões de fenilefrina e NPS foram traçadas 

curvas de regressão linear para análise individual da atividade barorreflexa durante o 

efeito pressor e depressor na pressão arterial (Crestani et al., 2010a; Cruz et al., 2015). 

A inclinação das linhas de regressão linear (i.e., ganho em bpm/mmHg) e a resposta de 

FC máxima, na qual foi a resposta reflexa causada pela variação de 40mmHg na PAM, 

foram usadas para a análise da função barorreflexa. 
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3.8. Estresse por restrição agudo 

O estresse por restrição agudo consistiu na introdução dos animais em tubos 

cilíndricos plásticos (diâmetro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de 

½ polegada que preencham aproximadamente 20% do tubo). No presente estudo, os 

animais foram mantidos por um período de 30 minutos no tubo de restrição (Choi et al., 

2008; Cruz et al., 2012; Oliveira et al., 2015). Cada animal foi submetido a apenas uma 

sessão de restrição para evitar habituação. 

3.9. Teste de nado forçado 

O teste de nado forçado foi utilizado para avaliação de comportamentos do 

tipo depressivo. Os procedimentos foram semelhantes àqueles descritos inicialmente 

por Porsolt e colaboradores (1977). Deste modo, os animais foram colocados 

individualmente em um cilindro de plástico (30 cm de diâmetro por 40 centímetros de 

altura) completo com 30 centímetros de água a 24±1°C durante 15 minutos (primeira 

sessão) (Crestani et al., 2010b; Almeida et al., 2015). Em seguida, os animais foram 

removidos e deixados secar em uma gaiola separada antes de regressar às suas gaiolas 

de origem. Vinte e quatro horas após os animais foram novamente colocados no cilindro 

durante 5 minutos (segunda sessão) (Crestani et al., 2010b; Almeida et al., 2015). As 

duas sessões foram gravadas em vídeo e o tempo de imobilidade (definida como a falta 

de movimento de todo o corpo, exceto pelos pequenos movimentos necessários para a 

flutuação) foi registrado por um experimentador que desconhecia os grupos 

experimentais. A água foi trocada entre os animais em ambas as sessões.  

3.10. Teste do labirinto em cruz elevado  

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliação dos efeitos 

do isolamento social sobre comportamentos relacionados à ansiedade. O aparato 

utilizado para o teste consiste em dois braços abertos e dois braços fechados, de 50 cm 

de comprimento e 10 cm de largura cada um, unidos perpendicularmente e elevados 50 

cm do solo. Os braços fechados possuem paredes de madeira de 40 cm de altura que os 

circundam, e os braços abertos possuem uma borda lateral de acrílico de 1cm para evitar 

a queda dos animais. Os roedores evitam os braços abertos, e fármacos ansiolíticos 

normalmente aumentam a exploração dos braços abertos, sem interferir com o número 

de entradas nos braços fechados (Pellow e File, 1986). No intervalo entre os testes de 
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cada animal o labirinto foi limpo com uma solução de álcool (70%). O comportamento 

foi gravado por uma câmera de vídeo (HNS-15B-Sony) por um período de 5 minutos. 

Os filmes foram analisados pelo programa X-PLOT-RAT 2005 (Brasil), e foi registrado 

o número de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos e fechados.  

3.11. Quantificação da expressão da nNOS e da nitrotirosina no hipocampo dorsal 

3.11.1 Microdissecção do hipocampo dorsal 

Os animais foram eutanasiados por decapitação e os encéfalos foram 

rapidamente removidos, congelados e estocados em freezer -80
o
C até a realização de 

procedimento de microdissecção do hipocampo dorsal. Microdissecções do hipocampo 

dorsal foram obtidas por meio de uma agulha de ponta chata de 14 Gauge a partir de 

secção coronal da região do hipocampo dorsal obtida em um criostato (-20
o
C) 

(CM1900, Leica, Alemanha). As amostras foram obtidas a partir das coordenadas de -

2,1 mm a -5,2 mm em relação ao bregma, de acordo com parâmetros obtidos do Atlas 

de Paxinos e Watson (1997). Após a dissecação, as amostras foram congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -80
o
C para posterior análise. 

3.11.2 Quantificação dos níveis proteicos da nNOS e da nitrotirosina no hipocampo 

dorsal 

Os níveis de nNOS e de nitrotirosina no hipocampo dorsal foram 

quantificados por meio da técnica de Western Blotting, conforme método padronizado 

em nosso laboratório (Marin et al., 2008). Brevemente, as amostras foram 

homogeneizadas por meio de ondas de ultrassom em solução de SDS 1% e coquetel de 

inibidores de fosfatase e proteases (Sigma-Aldrich®). O conteúdo total de proteínas foi 

determinado utilizando o kit Bio-Rad®. A quantidade de proteína foi ajustada para 

30μg. As proteínas contidas nas amostras foram separadas em gel de SDS-

poliacrilamida 9% e transferidas para uma membrana de PVDF-LFP (GE, Healthcare). 

Após o bloqueio com solução de soroalbumina bovina (BSA) 5% em tampão TBST por 

1 hora em temperatura ambiente sob agitação, as membranas foram incubadas por 18 

horas a 4ºC com o anticorpo primário contra nNOS total (Mouse NOS1 Antibody 

monoclonal IgG, Santa Cruz) ou nitrotirosina (Rabbit Anti-Nitrotyrosine antibody, 

Sigma-Aldrich). Após a lavagem em tampão TBST por 5 min, as membranas foram 

incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo secundário conjugado 
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fluoróforo anti-Rabbit IgG (Goat-α-Rabbit IgG-Cy3, GE Healthcare) ou anti-mouse IgG 

(Goat-α-Mouse IgG-Cy5, GE Healthcare). Após isto, protegidas da luz, as membranas 

foram secas em papel de filtro e a fluorescência das bandas foi detectada diretamente a 

partir das membranas utilizando-se o escâner Typhoon® Trio (GE Healthcare). A 

quantidade de nitrotirosina e nNOS foi expressa como % em relação ao grupo controle. 

O controle de carregamento era realizado pela coloração de membranas de PVDF com 

azul de Coomassie, seguida de quantificação de proteína total em toda a faixa. 

3.12. Microinjeção de drogas no hipocampo dorsal 

As agulhas injetoras (33G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas para a 

microinjeção das drogas no hipocampo dorsal foram um mm mais longo do que as 

cânulas guias fixada ao crânio, e foram conectadas a uma seringa de 2µl (7002KH, 

Hamilton, EUA) através de um tubo de polietileno (PE-10). As drogas e a salina foram 

injetadas no volume de 500nL (Moraes-Neto et al., 2014; Fabri et al., 2014; Hiroaki-

Sato et al., 2014). 

3.13. Determinação anatômica dos sítios de injeção no encéfalo 

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana 

(1,2 g/kg, i.p.) e 500nL do corante azul de Evans (10%) foi microinjetado bilateralmente 

no encéfalo para determinação do sítio de injeção. Em seguida, os ratos foram 

perfundidos e os cérebros removidos, pós-fixados e posteriormente seccionados em 

cortes frontais de 40 µm de espessura com auxílio de um criostato (CM1900, Leica, 

Alemanha) para análise dos sítios de injeção. Os locais de injeção foram identificados 

nos diagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1997). 

3.14. Drogas e Soluções.  

N-propyl-L-arginina (NPLA) (Tocris, EUA) (0.1nmol/500nL; inibidor 

seletivo da nNOS), carboxy-PTIO (Tocris, EUA) (2nmol/500nL; sequestrador de NO), 

1400W (inibidor seletivo da iNOS) (Tocris), Nω-Nitro-L-arginine methyl ester 

hydrochloride L-NAME (inibidor não seletivo da NOS) (Sigma-Aldrich), cloridrato de 

fenilefrina (Sigma-Aldrich, EUA), nitroprussiato de sódio di-hidratado (Sigma-Aldrich, 

EUA) e tribromoetanol (Sigma-Aldrich) foram dissolvidos em solução salina (0,9% 

NaCl). Flunixina meglumina (Banamine ®, Schering-Plough, Cotia, SP, Brasil) e a 
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preparação de poli-antibiótico (Pentabiotico ®, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil) 

foram utilizados como fornecidos pelo fabricante. 

3.15. Análises estatísticas 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados utilizando os programas GraphPad Prism® e Statistica. Os valores basais de 

FC e PAM, assim como os parâmetros das curvas barorreflexas, foram comparados pelo 

teste t de Student (protocolo 4.1). A análise de variância (ANOVA) trifatorial, com 

isolamento (controle vs isolamento) e tratamento (veículo vs tratamento farmacológico) 

como fatores independentes e tempo como medida repetida foram usados para comparar 

as curvas temporais de variação da pressão arterial, FC e temperatura cutânea da cauda 

durante o estresse por restrição agudo (protocolo 4.3). A ANOVA bifatorial, com 

isolamento (controle vs isolamento) e tratamento (antes vs após tratamento 

farmacológico) como fatores independentes, foi utilizada para a análise dos resultados 

dos (protocolos 4.2 e 4.4). Os resultados da expressão da nNOS e dos níveis de 

nitrotirosina no hipocampo dorsal foram analisados utilizando o teste t de Student 

(protocolo 4.4). Os resultados dos testes estatísticos com P<0,05 foram considerados 

significativos. 
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  

4.1. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal 

na atividade barorreflexa 

Os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de 

cânulas guias bilateral direcionada ao hipocampo dorsal, e mantidos em recuperação por 

3 dias. Em seguida, os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico para 

implantação de cateteres na artéria e veia femoral. Vinte quatro horas após, os animais 

foram levados em suas respectivas caixas para a sala de experimentação, e mantidos por 

60 minutos, para habituação às condições de som e iluminação da sala, antes do início 

dos experimentos. Em seguida, cada animal foi conectado ao sistema de registro 

cardiovascular em sua respectiva caixa e um registro de 30 minutos foi realizado para 

determinação dos valores basais de pressão arterial e frequência cardíaca.  

Para avaliação do papel da neurotransmissão nitrérgica hipocampal, bem 

como a influência específica da nNOS, iNOS e eNOS locais, foram realizadas infusões 

intravenosas de fenilefrina e nitroprussiato de sódio para determinação dos valores 

controle da atividade barorreflexa. Posteriormente, conjuntos independentes de animais 

receberam microinjeção bilateral no hipocampo dorsal do sequestrador de NO carboxy-

PTIO (2nmol/500nL), do inibidor seletivo de nNOS NPLA (0,1nmol/500nL), do 

inibidor seletivo de iNOS 1400W (0,02nmol/500nL) ou veículo (solução salina, 500 nL) 

(Moraes-Neto et al., 2014; Fabri et al., 2014; Hiroaki-Sato et al., 2014). Além disso, 

para avaliação do papel da eNOS, o efeito da microinjeção bilateral no hipocampo 

dorsal do inibidor não-seletivo da NOS Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride 

(L-NAME, 50nmol/500nL) (grupo L-NAME+NPLA+1400W) ou veículo (salina, 

500nL) (grupo veículo+NPLA+1400W) foram comparados em animais submetidos ao 

bloqueio de nNOS e iNOS locais via co-tratamento hipocampal com uma solução 

contendo NPLA (0,1nmol/500nL) + 1400W (0,02nmol/500nL) (Barreto-de- Souza et 

al., 2018). Dez minutos após o tratamento farmacológico do hipocampo, as infusões de 

fenilefrina e NPS foram repetidas. Infusões de fenilefrina e NPS para avaliação da 

função barorreflexa foram randomizados dentro de cada grupo experimental.   
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4.2. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal 

nas alterações cardiovasculares induzidas pelo isolamento social 

   Os animais foram divididos em seis grupos experimentais: 

1) Controle + veículo                    4) Isolado + veículo 

2) Controle + NPLA                      5) Isolado + NPLA 

3) Controle + c-PTIO                    6) Isolado + c-PTIO 

                      

Os “animais dos grupos isolados” foram submetidos ao protocolo de 

estresse de isolamento social durante 5 semanas. Depois deste período, os animais 

foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantações de cânulas guias bilaterais 

direcionadas ao hipocampo dorsal, e mantidos em recuperação por 3 dias. Em seguida, 

os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico para implantação de cateter na 

artéria e veia femoral. Vinte quatro horas após, os animais foram levados em suas 

respectivas caixas para a sala de experimentação e mantidos por 1 hora, para habituação 

às condições de som e iluminação da sala, antes do início dos experimentos. Em 

seguida, cada animal foi conectado ao sistema de registro cardiovascular em sua 

respectiva caixa, e um registro de 30 minutos foi realizado para determinação dos 

valores basais de pressão arterial e frequência cardíaca. Então, grupos independentes de 

animais controle e submetidos ao isolamento social receberam microinjeção bilateral no 

hipocampo dorsal de NPLA (0.1nmol/500nL; inibidor seletivo da nNOS), carboxy-

PTIO (2nmol/500nL; sequestrador de NO) ou veículo (salina, 500nL) (Moraes-Neto et 

al., 2014; Fabri et al., 2014; Hiroaki-Sato et al., 2014).  A figura 1 ilustra o protocolo 

experimental. 
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---------------------------------------------------------------
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isolamento

Medida do peso

32 Dias4 40

Extereotaxia Cirurgia femoral

Experimento cardiovascular

41

 

Figura 1. Protocolo experimental para o estudo do envolvimento da neurotransmissão 

nitrérgica no hipocampo dorsal nas alterações cardiovasculares e das respostas 

cardiovasculares ao estresse por restrição agudo induzidas pelo isolamento social. 

 

4.3. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal 

nas alterações das respostas cardiovasculares ao estresse por restrição aguda 

induzida pelo isolamento social 

Resultados recentes do nosso laboratório demonstraram que o isolamento 

social reduziu as respostas de aumento da pressão arterial e frequência cardíaca e de 

redução da temperatura cutânea da cauda (decorrente da vasoconstrição cutânea) 

induzidas pelo estresse por restrição agudo em ratos (dados não publicados). Deste 

modo, este protocolo teve o objetivo de investigar um envolvimento da 

neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal nestas alterações. Este experimento 

foi realizado 24h após a avaliação da atividade barorreflexa descrita no protocolo 

anterior (ver item 4.2), conforme ilustrado na figura 1. Dados do nosso laboratório 

demonstraram que a infusão intravenosa de agentes vasoativos 24h antes não afeta as 

respostas cardiovasculares ao estresse por restrição agudo (dados não publicados). 

Além disso, resultados têm demonstrado respostas cardiovasculares similares após a 

microinjeção repetida de fármacos no hipocampo dorsal (Santini et al., 2013), o que 

indica que o tratamento farmacológico do hipocampo dorsal 24h antes não interferiu na 

análise do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica deste núcleo nas alterações das 

respostas cardiovasculares ao estresse por restrição induzidas pelo isolamento social.  

No dia do experimento, os animais foram levados em suas respectivas 

caixas para a sala de experimentação e mantidos por uma hora, para habituação às 



38 
 

condições de som e iluminação da sala, antes do início dos experimentos. Em seguida, 

cada animal foi conectado ao sistema de registro cardiovascular em sua respectiva 

caixa, e um registro de 30 minutos foi realizado para determinação dos valores basais de 

pressão arterial e FC. Após este período, grupos independentes de animais controle e 

submetidos ao isolamento social receberam microinjeção bilateral no hipocampo dorsal 

de NPLA (0.1nmol/500nL; inibidor seletivo da nNOS), carboxy-PTIO (2nmol/500nL; 

sequestrador de NO) ou veículo (salina, 500nL) (Moraes-Neto et al., 2014; Fabri et al., 

2014; Hiroaki-Sato et al., 2014). Dez minutos após o tratamento farmacológico do 

hipocampo dorsal, os animais foram submetidos a uma sessão de 30 minutos de estresse 

por restrição. Os registros de pressão arterial e frequência cardíaca foram realizados 

durante todo o período de restrição. A vasoconstricção cutânea durante situações 

aversivas reduz a temperatura da pele (Vianna e Carrive, 2005; Cruz et al., 2012). Deste 

modo, a temperatura cutânea da cauda foi medida aos 10, 5 e 0 min antes de restrição, e 

a cada 5 minutos durante a exposição ao estresse por restrição (Cruz et al., 2012), como 

uma medida indireta de vasoconstricção cutânea. 

4.4. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal 

nas alterações comportamentais induzidas pelo estresse de isolamento social 

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento da 

neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal nas alterações comportamentais 

relacionadas à depressão e ansiedade induzidas pelo isolamento social. Os testes 

comportamentais e os procedimentos foram realizados conforme descrito previamente 

em estudos que investigaram os efeitos comportamentais do isolamento social (Grippo 

et al., 2008; Fisher et al., 2012). Deste modo, os animais foram submetidos ao protocolo 

de estresse de isolamento social durante 5 semanas. Depois deste período, os animais 

foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de cânulas guias bilateral 

direcionada ao hipocampo dorsal, e mantidos em recuperação por 3 dias. No dia do 

experimento, os animais foram levados em caixas individuais para a sala de 

experimentação e mantidos em repouso por uma hora, para habituação às condições de 

som e iluminação da sala. Em seguida, grupos independentes de animais controle e 

submetidos ao isolamento social receberam microinjeção bilateral no hipocampo dorsal 

de NPLA (0.1nmol/500nL; inibidor da nNOS), carboxy-PTIO (2nmol/500nL; 

sequestrador de NO) ou veículo (salina, 500nL) (Moraes-Neto et al., 2014; Fabri et al., 

2014; Hiroaki-Sato et al., 2014). Dez minutos após, cada animal foi colocado 
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individualmente no labirinto em cruz elevado por 5 minutos para avaliação de 

comportamentos relacionados à ansiedade. 

 Vinte quatro horas após o teste do labirinto em cruz elevado foi realizada a 

primeira sessão de 15 minutos do teste de nado forçado. Imediatamente após o término 

da primeira sessão, grupos independentes de animais controle e submetidos ao 

isolamento social receberam microinjeção bilateral no hipocampo dorsal de NPLA (0.1 

nmol/500 nL; inibidor da nNOS), carboxy-PTIO (2 nmol/500 nL; sequestrador de NO) 

ou veículo (salina, 500nL) (Moraes-Neto et al., 2014; Fabri et al., 2014; Hiroaki-Sato et 

al., 2014). Vinte quatro horas após, os animais foram submetidos à segunda sessão de 

nado forçado, com duração de 5 minutos. O regime de tratamento no teste de nado 

forçado foi baseado em estudos prévios demonstrando que efeitos do tipo 

antidepressivos foram observados quando o tratamento do hipocampo com inibidores da 

nNOS foi realizado após a primeira sessão de nado forçado (Joca e Guimarães, 2006; 

Hiroaki-Sato et al., 2014). A figura 2 ilustra o protocolo experimental completo para 

investigação dos efeitos comportamentais do isolamento social. 
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Figura 2. Protocolo experimental para o estudo do envolvimento da neurotransmissão 

nitrérgica do hipocampo dorsal nas alterações comportamentais induzidas pelo 

isolamento social. 

 

4.5. Estudo do efeito do estresse de isolamento social sobre a expressão de nNOS e 

nitrotirosina no hipocampo dorsal 

Este protocolo teve o objetivo de investigar se o envolvimento da 

neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal nas alterações cardiovasculares e 
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comportamentais induzidas pelo isolamento social estão associadas com modificações 

na expressão da nNOS e na formação de NO no hipocampo dorsal. Para tanto, os 

animais foram submetidos ao protocolo de estresse de isolamento social durante 5 

semanas + 5 dias. Os 5 dias adicionais teve o objetivo das análises moleculares 

coincidirem com o período de realização dos testes cardiovasculares e comportamentos 

descritos nos protocolos anteriores.  

Após o término do protocolo de isolamento social, os animais foram 

sacrificados por decapitação e os encéfalos foram removidos e estocados em freezer -

80
o
C para futuro processamento. Animais controle foram mantidos no biotério sem 

serem perturbados, exceto no período de limpeza das caixas, pelo mesmo período que 

os animais submetidos ao isolamento, e foram decapitados juntamente com os animais 

isolados. O hipocampo dorsal de todos os animais foi coletado por microdissecção para 

quantificação dos níveis proteicos de nNOS e nitrotirosina.  

A figura 3 ilustra o protocolo experimental completo para investigação dos 

efeitos do isolamento social sobre a expressão de nNOS e nitrotirosina. 
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Figura 3. Protocolo experimental para o estudo da expressão de nNOS e nitrotirosina 

no hipocampo dorsal induzidas pelo estresse isolamento social. 
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5. RESULTADOS  

5.1. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal 

na atividade barorreflexa 

Fotomicrografia de uma secção coronal do cérebro de um animal 

representativo ilustrando sítios de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal é 

apresentada na Figura 4. A Figura 4 também apresenta representações diagramáticas 

mostrando os sítios de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal de carboxy-PTIO, 

NPLA, 1400W, NPLA+1400W+L-NAME, veículo+NPLA+1400W e veículo; bem 

como sítios de microinjeção em estruturas ao redor do hipocampo dorsal. 

 

 

 

Figura 4. (Superior) Microfotografia de uma secção coronal do cérebro que mostra os 

locais de microinjeção bilateral no hipocampo dorsal de um animal representativo. As 

setas indicam os locais de microinjeção. (Inferior) Representações do diagrama 

modificadas do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os locais 

de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal do veículo (círculos abertos), NPLA 

(círculos pretos), carboxy-PTIO (círculos cinza), 1400W (círculos vermelhos), 

veículo+NPLA+1400W (círculos verdes) e L-NAME+NPLA+1400W (círculos laranja); 

bem como locais de microinjeção nas estruturas circundantes do hipocampo dorsal 

(círculos azuis). 
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5.1.1. Efeitos do tratamento do hipocampo dorsal com o veículo na função 

barorreflexa em ratos não anestesiados 

A microinjeção bilateral de veículo (salina, 500nL, n=6) no hipocampo 

dorsal não alterou os valores basais de FC (341 ± 7 vs 357 ± 16 bpm, t = 0,9, P>0,05) e 

PAM (109 ± 4 vs 111 ± 2 mmHg; t = 0,6, P>0,05). A análise de regressão linear da 

função barorreflexa também não indicou efeito da microinjeção de veículo no 

hipocampo dorsal na taquicardia evocada pela diminuição da pressão arterial (-2,2 ± 0,3 

vs -2,3 ± 0,3 bpm/mmHg; t = 0,2, P>0,05) ou bradicardia em resposta ao aumento da 

pressão arterial (-2,0 ± 0,3 vs -1,9 ± 0,2 bpm/mmHg; t = 0,2, P>0,05). 

5.1.2. Efeitos do tratamento hipocampo dorsal com carboxy-PTIO na função 

barorreflexa em ratos não anestesiados 

A microinjeção bilateral do carboxy-PTIO (sequestrador de NO, 

2nmol/500nL, n=6) no hipocampo dorsal não alterou os valores basais de FC (392 ± 9 

vs 402 ± 5 bpm, t = 0,87, P>0,05) e PAM (111 ± 2 vs 111 ± 3 mmHg; t = 0,05, P>0,05). 

No entanto, a análise de regressão linear da atividade barorreflexa indicou que o 

tratamento farmacológico do hipocampo dorsal com carboxy-PTIO diminuiu a 

inclinação das linhas de regressão para a resposta taquicárdica evocada pela diminuição 

da PAM (-2,4 ± 0,4 vs -1,0 ± 0,2  bpm/mmHg; t = 3,2, P<0,01), mas sem afetar a 

bradicardia ao aumento da PAM (-1,8 ± 0,3 vs -1,6 ± 0,2 bpm/mmHg; t = 0,55, P>0,05) 

(Fig. 5). As respostas de bradicardia máxima (-61 ± 7 vs -59 ± 5 bpm, t = 0,1, P>0,05) e 

taquicardia máxima (77 ± 9 vs 60 ± 6 bpm, t = 1,5, P>0,05) não foram afetadas pelo 

tratamento do hipocampo dorsal com carboxy-PTIO (Fig. 5).  
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Figura 5. Análise de regressão linear da função barorreflexa correlacionando a 

alteração da MAP (ΔMAP) e a resposta do reflexo da FC (ΔFC) em animais que 

receberam microinjeção bilateral do carboxy-PTIO (n=6) no hipocampo dorsal. 

(ESQUERDA) Curvas de regressão linear (superior) (antes: r
2
 0.60; depois: r

2
 0.42) e 

inclinação das linhas de regressão (ganho) e resposta máxima (inferior) de taquicardia 

evocada pela diminuição da pressão arterial em resposta à infusão intravenosa de 

nitroprussiato de sódio antes e após o tratamento hipocampal com carboxy-PTIO. 

(DIREITA) Curvas de regressão linear (superior) (antes: r
2
 0.61; depois: r

2
 0.66) e 

inclinação das linhas de regressão (ganho) e resposta máxima (inferior) de bradicardia 

evocadas pelo aumento da pressão arterial em resposta à infusão intravenosa de 

fenilefrina antes e após tratamento hipocampal com carboxy-PTIO. 

 

 



44 
 

5.1.3. Efeitos do tratamento do hipocampo dorsal com o NPLA na função 

barorreflexa em ratos não anestesiados 

A microinjeção bilateral do inibidor seletivo de nNOS NPLA 

(0,1nmol/500nL, n=7) no hipocampo dorsal não alterou os valores basais de FC (359 ± 

11 vs 363 ± 9 bpm; t = 0,29, P>0,05) e PAM (108 ± 3 vs 111 ± 3 mmHg; t = 0,62, 

P>0,05). No entanto, a análise de regressão linear da função barorreflexa indicou que o 

tratamento farmacológico do hipocampo dorsal com o NPLA aumentou a inclinação da 

linha de regressão para diminuições da FC como resposta aos aumentos de PAM (-1,50 

± 0,2 vs -2,7 ± 0,4 bpm/mmHg; t = 2,6, P<0,01), mas sem afetar a resposta de 

taquicardia à queda da PAM (-2,7 ± 0,4 vs -2,3 ± 0,5 bpm/mmHg; t = 0,6, P>0,05) (Fig. 

6). A resposta de bradicardia máxima não foi alterada (-55 ± 11 vs -85 ± 14 bpm, t = 

1,5, P>0,05), assim como a taquicardia máxima (89 ± 12 vs 87 ± 18 bpm, t = 0,1, 

P>0,05), pelo tratamento do hipocampo dorsal com o NPLA (Fig. 6). 
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Figura 6. Análise de regressão linear da função barorreflexa correlacionando alteração 

da PAM (ΔPAM) e resposta do reflexo da FC (ΔFC) em animais que receberam 

microinjeção bilateral do inibidor seletivo da nNOS (NPLA) (n=7) no hipocampo 

dorsal. (ESQUERDA) Curvas de regressão linear (superior) (antes: r
2
 0.55; depois: r

2
 

0.50) e inclinação das linhas de regressão (ou seja, ganho) e resposta máxima (parte 

inferior) da taquicardia evocada pela diminuição da pressão arterial em resposta à 

infusão intravenosa de nitroprussiato de sódio antes e após o tratamento hipocampal 

com NPLA. (DIREITA) Curvas de regressão linear (superior) (antes: r
2
 0.53; depois: r

2
 

0.60) e inclinação das linhas de regressão (ganho) e resposta máxima (inferior) de 

bradicardia evocadas pelo aumento da pressão arterial em resposta à infusão intravenosa 

de fenilefrina antes e após o tratamento hipocampal com NPLA. 
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5.1.4. Efeitos do tratamento hipocampo dorsal com 1400W na função barorreflexa 

em ratos não anestesiados 

A microinjeção bilateral do inibidor seletivo da iNOS 1400W 

(0,02nmol/500nL, n=7) no hipocampo dorsal não alterou os valores basais de FC (384 ± 

8 vs 411 ± 15 bpm; t = 1,53, P>0,05) e PAM (104 ± 4 vs 108 ± 3 mmHg; t = 0,74, 

P>0,05). Entretanto, a análise de regressão linear da atividade barorreflexa indicou que 

o tratamento farmacológico do hipocampo dorsal com 1400W diminuiu a inclinação da 

linha de regressão para as respostas de taquicardia evocadas pela diminuição da PAM (-

2,3 ± 0,2 vs -1,6 ± 0,2 bpm/mmHg; t = 2,5, P<0,02), enquanto o ganho de bradicardia 

para aumento da PAM foi aumentado (-1,5 ± 0,2 vs -2,2 ± 0,1 bpm/mmHg; t = 3,2, 

P<0,008) (Fig. 7). A resposta taquicárdica máxima foi reduzida com 1400W (99 ± 11 vs 

67 ± 8 bpm, t = 2,3, P<0,04), mas sem alterar significativamente a bradicardia máxima 

(-57 ± 8 vs -72 ± 5 bpm, t = 1,5, P>0,05) (Fig. 7).  
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Figura 7. Análise de regressão linear da função barorreflexa correlacionando alteração 

da PAM (ΔPAM) e resposta do reflexo da FC (ΔFC) em animais que receberam 

microinjeção bilateral do inibidor seletivo da iNOS 1400W (n=7) no hipocampo dorsal. 

(ESQUERDA) Curvas de regressão linear (superior) (antes: r
2
 0.55; depois: r

2
 0.53) e 

inclinação das linhas de regressão (ganho) e resposta máxima (parte inferior) da 

taquicardia evocada pela diminuição da pressão arterial em resposta à infusão 

intravenosa de nitroprussiato de sódio antes e após tratamento hipocampal com 1400W. 

(DIREITA) Curvas de regressão linear (superior) (antes: r
2
 0.59; depois: r

2
 0.90) e 

inclinação das linhas de regressão (ganho) e resposta máxima (inferior) de bradicardia 

evocadas pelo aumento da pressão arterial em resposta à infusão intravenosa de 

fenilefrina antes e após tratamento do hipocampo dorsal com 1400W. 
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5.1.5. Efeitos do tratamento do hipocampo dorsal com L-NAME na função 

barorreflexa em ratos não anestesiados co-tratados localmente com NPLA + 

1400W 

A microinjeção bilateral do inibidor não seletivo da NOS L-NAME 

(50nmol/500nL, n=6) no hipocampo dorsal de animais co-tratados localmente com 

NPLA (0,1nmol/500nL) + 1400W (0,02nmol/500nL) (L-NAME + NPLA + 1400W, 

n=6) não alterou os valores basais de FC (383 ± 15 vs 403 ± 29 bpm; t = 0,5, P>0,05) e 

PAM (106 ± 3 vs 108 ± 3 mmHg; t = 0,48, P>0,05), quando comparados com animais 

tratados com veículo+NPLA+1400W (n=6). Entretanto, a análise de regressão linear da 

atividade barorreflexa indicou que o tratamento do hipocampo com L-

NAME+NPLA+1400W diminuiu a inclinação da linha de regressão para resposta de 

bradicardia evocada pelo aumento da PAM (-2,7 ± 0,2 vs -1,6 ± 0,4 bpm/mmHg; = 2,5, 

P<0,03), enquanto o ganho de taquicardia causada por diminuição da PAM não foi 

afetado (-2,1 ± 0,2 vs -2,0 ± 0,2 bpm/mmHg; t = 0,4, P>0,05) (Fig. 8). A bradicardia 

máxima foi diminuída em animais tratados com L-NAME+NPLA+1400W (-96 ± 8 vs -

64 ± 9 bpm, t = 2, P<0,05), enquanto a taquicardia reflexa não foi diferente entre os 

grupos experimentais (75 ± 15 vs 67 ± 8 bpm, t = 0,5, P>0,05) (Fig. 8). 
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Figura 8. Análise de regressão linear da função barorreflexa correlacionando alteração 

da PAM (ΔPAM) e resposta do reflexo da FC (ΔFC) em animais que receberam 

microinjeção bilateral do inibidor não seletivo de NOS L-NAME (n=6) ou veículo 

(solução fisiológica, n=6) no hipocampo dorsal em animais co-tratados localmente com 

o inibidor seletivo de nNOS NPLA e com o inibidor seletivo do iNOS 1400W. 

(ESQUERDA) Curvas de regressão linear (superior) (veículo: r
2
 0.98; L-NAME: r

2
 

0.98) e inclinação das linhas de regressão (ou seja, ganho) e resposta máxima (inferior) 

de taquicardia evocada pela diminuição da pressão arterial em resposta a intravenosa 

infusão de nitroprussiato de sódio em animais tratados com NPLA + 1400W e co-

tratados com L-NAME (símbolos pretos) ou veículo (símbolos brancos) no hipocampo 

dorsal. (DIREITA) Curvas de regressão linear (superior) (veículo: r
2
 0.99; L-NAME: r

2
 

0.90) e inclinação das linhas de regressão (ganho) e resposta máxima (inferior) de 

bradicardia evocadas pelo aumento da pressão arterial em resposta à infusão intravenosa 

de fenilefrina em animais tratados com NPLA + 1400W e co-tratados com L-NAME 

(símbolos pretos) ou veículo (símbolos brancos) no hipocampo dorsal. 
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5.2. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo dorsal 

nas alterações cardiovasculares e comportamentais induzidas pelo isolamento 

social 

5.2.1. Efeitos do estresse de isolamento social sobre o ganho de peso corporal 

A análise da curva temporal de peso corporal indicou um efeito do estresse 

de isolamento social (F(1,25) = 5,840, P<0,01) e do tempo (F(1,25) = 1610, P<0,0001), bem 

como interação isolamento x tempo (F(1,25) = 5,419, P<0,02) (Fig. 9). A análise pós-teste 

revelou que o isolamento social reduziu o ganho do peso corporal nos animais na última 

semana de isolamento (P<0,05) (Fig. 9). 

 

 

  

Figura 9. Curva temporal de peso corporal nos grupos controle (n=8) (círculos brancos) 

e estresse de isolamento social (n=8) (isolados, círculos pretos). Os círculos representam 

a média ± EPM. # P<0,05 vs respectivo grupo controle. ANOVA bifatorial. 
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5.2.2. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo 

dorsal nas alterações comportamentais induzidas pelo isolamento social 

Fotomicrografia de uma secção coronal do cérebro representando os sítios 

de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal de um animal representativo é 

apresentada na Figura 10. A Figura 10 também apresenta representações diagramáticas 

mostrando os sítios de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal de veículo, carboxy-

PTIO e NPLA; bem como locais de microinjeção em estruturas ao redor do hipocampo 

dorsal. 

 

 

 

Figura 10. (Superior) Microfotografia de uma secção coronal do cérebro que mostra os 

locais de microinjeção bilateral no hipocampo dorsal de um animal representativo. As 

setas indicam os locais de microinjeção. (Inferior) Representações do diagrama 

modificadas do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os locais 

de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal do veículo (triângulos abertos), NPLA 

(triângulos pretos), carboxy-PTIO (triângulos cinza); bem como locais de microinjeção 

nas estruturas circundantes do hipocampo dorsal (triângulos vermelhos). 
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A análise do tempo de imobilidade no teste de nado forçado indicou efeito 

do isolamento (F(1,36) = 8,17 P<0,007) e do tratamento (F(2,36) = 6,34, P<0,004), bem 

como interação isolamento x tratamento (F(2,36) = 3,41, P<0,04) (Fig. 11). A análise pós-

teste revelou que o isolamento aumentou o tempo de imobilidade nos grupos veículo 

(P<0,05), mas não nos animais tratados com NPLA (P>0,05) ou carboxy-PTIO 

(P>0,05) no hipocampo dorsal. Além disso, o tratamento com NPLA (P<0,05) ou 

carboxy-PTIO (P<0,05) diminuiu o tempo de imobilidade nos animais isolados (Fig. 

11). 

A análise de comportamentos relacionados à ansiedade no teste de labirinto 

em cruz elevado indicou que não houve efeito do isolamento (F(1,33) = 0,3, P>0,05), do 

tratamento (F(2,33) = 0,8, P>0,05) e interação isolamento x tratamento (F(2,33) = 1,9, 

P>0,05) no número de entradas nos braços fechados (Fig. 12). Em relação à 

porcentagem de entradas nos braços abertos, a análise indicou efeito do isolamento 

(F(1,32) = 13, P<0,0008), e da interação isolamento x tratamento (F(2,32) = 4,5, P<0,01), 

porém sem efeito do tratamento (F(2,32) = 0,08, P>0,05). Em relação à porcentagem de 

tempo nos braços abertos, a análise indicou efeito do isolamento (F(1,35) = 15, P<0,004), 

porém sem interação isolamento x tratamento (F(2,35) = 2,4, P>0,05) e do efeito do 

tratamento (F(2,35) = 2, P>0,05). A análise pós-teste revelou que o isolamento diminuiu a 

porcentagem de entradas e tempo nos braços abertos nos animais tratados com veículo 

(P<0,05), mas não nos animais que receberam NPLA ou carboxy-PTIO no hipocampo 

dorsal (Fig. 12). 
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Figura 11. Tempo de imobilidade no teste de natação forçada nos grupos controle e 

isolados tratados com veículo (n=6) (barras brancas), NPLA (n=6) (barras pretas) ou 

carboxy-PTIO (n=7) (barras cinza) no hipocampo dorsal. O gráfico mostra o tempo de 

imobilidade total de 5 minutos durante a sessão do teste de nado forçado. As barras 

representam a média ± EPM. # P<0,05 vs respectivo grupo controle. * P <0,05 vs grupo 

de veículo respectivo no mesmo estado. ANOVA bifatorial seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni. 
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Figura 12. Parâmetros analisados no teste do labirinto de cruz elevado nos grupos 

controle e isolados tratados com veículo (n=6) (barras brancas), NPLA (n=6) (barras 

pretas) ou carboxy-PTIO (n=7) (barras cinza). Parâmetros determinados em teste de 5 

minutos no labirinto de cruz elevado. As barras representam a média ± EPM. # P<0,05 

vs respectivo grupo controle. ANOVA bifatorial seguido pelo pós-teste de Bonferroni. 
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5.2.3. Estudo do envolvimento da neurotransmissão nitrérgica do hipocampo 

dorsal nas alterações cardiovasculares induzidas pelo isolamento social 

Fotomicrografia de uma secção coronal do cérebro representando os sítios 

de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal de um animal representativo é 

apresentada na Figura 13. A Figura 13 também apresenta representações diagramáticas 

mostrando os sítios de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal de veículo, carboxy-

PTIO e NPLA; bem como locais de microinjeção em estruturas ao redor do hipocampo 

dorsal. 

 

 

 

Figura 13. (Superior) Microfotografia de uma secção coronal do cérebro que mostra os 

locais de microinjeção bilateral no hipocampo dorsal de um animal representativo. As 

setas indicam os locais de microinjeção. (Inferior) Representações do diagrama 

modificadas do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os locais 

de microinjeção bilaterais no hipocampo dorsal do veículo (círculos abertos), NPLA 

(círculos pretos), carboxy-PTIO (círculos cinza); bem como locais de microinjeção nas 

estruturas circundantes do hipocampo dorsal (círculos vermelhos). 
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A análise dos parâmetros cardiovasculares basais dos animais tratados no 

hipocampo dorsal com veículo indicou efeito do isolamento (F(1,22) = 16,86, P<0,0005), 

porém sem interação entre os fatores (F(1,22) = 0,55, P>0,05) e efeito do tratamento 

(F(1,22) = 0,00, P>0,05) para os valores de FC. A análise da PAS indicou efeito do 

isolamento (F(1,21) = 15,39, P<0,0008), porém sem interação entre os fatores (F(1,21) = 

1,0, P>0,05) e efeito do tratamento (F(1,21) = 0,35, P>0,05). A análise da PAD não 

indicou efeito do isolamento (F(1,20) = 0,4337, P>0,05) e do tratamento (F(1,20) = 0,28, 

P>0,05), nem interação entre os fatores (F(1,20) = 0,00, P>0.05). A análise da PAM não 

indicou efeito do isolamento (F(1,19) = 2,545, P>0,05) e do tratamento (F(1,19) = 0,46, 

P>0,05), nem interação entre os fatores (F(1,19) = 0,01, P>0,05). As análises pós-teste não 

revelaram efeito do isolamento ou do tratamento do hipocampo dorsal com veículo nos 

valores basais de FC (P>0,05), PAS (P>0,05), PAD (P>0,05) ou PAM (P>0,05) (Fig. 

14).  

A análise dos parâmetros cardiovasculares basais dos animais tratados no 

hipocampo dorsal com NPLA não indicou efeito do isolamento (F(1,32) = 1,841, P>0,05) 

e ou do tratamento (F(1,32) = 1,219, P>0,05), nem interação tratamento x isolamento 

(F(1,32) = 0.508, P>0,05) para os valores de FC. A análise da PAS também não indicou 

efeito do isolamento (F(1,31) = 0,3434, P>0,05) ou do tratamento (F(1,31) = 0,7422, 

P>0,05), nem interação tratamento x isolamento (F(1,31) = 0.003, P>0.05). A análise da 

PAD também não indicou efeito do isolamento (F(1,33) = 0,3932, P>0,05) ou do 

tratamento F(1,33) = 0,0120, P>0,05) nem interação tratamento x isolamento (F(1,33) = 

0,5654, P>0,05). A análise da PAM não indicou efeito do isolamento (F(1,34) = 0,2589, 

P>0,05) ou do tratamento F(1,34) = 0,9185, P>0,05), nem interação do tratamento x 

isolamento (F(1,34) = 0.002, P>0,05). As análises pós-teste não revelaram efeito do 

isolamento ou do tratamento do hipocampo dorsal com NPLA nos valores basais de FC 

(P>0,05), PAS (P>0,05), PAD (P>0,05) ou PAM (P>0,05) (Fig. 14).  

A análise dos parâmetros cardiovasculares basais dos animais tratados no 

hipocampo dorsal com carboxy-PTIO indicou efeito do isolamento (F(1,25) = 4,480, 

P<0,04), mas sem interação do tratamento x isolamento (F(1,25) = 0.1148, P>0,05) ou 

efeito do tratamento (F(1,25) = 0,4448, P>0,05), para os valores de FC.  A análise da PAS 

não indicou efeito do isolamento (F(1,27) = 0,9954, P>0,05), nem interação do tratamento 

x isolamento (F(1,27) = 2,003, P>0,05) ou efeito do tratamento (F(1,31) = 2,874, P>0,05). A 

análise da PAD não indicou o efeito do isolamento (F(1,29) =3,737, P>0,05), nem 
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interação do tratamento x isolamento (F(1,29) = 0,000, P>0,05) ou efeito do tratamento 

(F(1,29) = 0,9341, P>0,05). A análise da PAM também não indicou efeito do isolamento 

(F(1,32) = 0,7986, P>0,05), nem interação do tratamento x isolamento (F(1,32) = 0,0115, 

P>0,05) ou efeito do tratamento (F(1,32) = 0,000, P>0,05). As análises pós-teste não 

revelaram efeito do isolamento ou do tratamento do hipocampo dorsal com carboxy-

PTIO nos valores basais de FC (P>0,05), PAS (P>0,05), PAD (P>0,05) ou PAM 

(P>0,05) (Fig. 14). 
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Figura 14. Frequência cardíaca (FC), pressão arterial média (PAM), pressão arterial 

sistólica (PAS) e pressão arterial diastólica (PAD) nos grupos controle e isolados 

tratados com veículo (n=7), NPLA (n=8) e carboxy-PTIO (n=7), antes do tratamento 

(barras brancas), e depois do tratamento (barras pretas). As barras representam a média 

± EPM. # P<0.05 vs respectivo grupo controle. ANOVA bifatorial seguido pelo pós-

teste de Bonferroni. 
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A análise das curvas temporais de alteração da PAM induzida pelo estresse 

por restrição em animais controle e isolados indicou efeito do tempo (F(20,600) = 35, 

P<0,001), porém sem efeito do tratamento (F(2,30) = 0,3, P>0,05) e do isolamento (F(1,30) 

= 1,8, P>0,05). A análise também indicou interação tempo x isolamento (F(20,600) = 2,78; 

P <0,05) e tempo x tratamento (F(40,600) = 1,49; P<0,05), mas não isolamento x 

tratamento (F(2,30) = 0,62; P >0,05), na resposta de PAM (Fig. 15).   

A análise das curvas temporais de alteração da FC induzida pelo estresse 

por restrição em animais controle e isolados indicou efeito do tempo (F(20, 600) = 23, 

P<0,001), porém sem efeito do tratamento (F(2,30) = 1,6, P>0,05) e do isolamento (F(1,30) 

= 1,1, P>0,05). A análise também indicou interação tempo x isolamento (F(20,600) = 3,3; 

P<0,05), mas sem interação isolamento x tratamento (F(2,30) = 0,23; P>0,05) e tempo x 

tratamento (F(40,600) = 0,91; P>0,05) (Fig. 15).   

A análise das curvas temporais de alteração da temperatura cutânea da 

cauda induzida pelo estresse por restrição em animais controle e isolados indicou efeito 

do tempo (F(8,280) = 19,2 P<0,001), porém sem efeito do tratamento (F(2,35) = 1,4, P>0,05) 

e do isolamento (F(1,35) = 2,5, P>0,05). A análise não indicou interação isolamento x 

tratamento (F(2,35) = 2,62; P>0,05), tempo x isolamento (F(8,280) = 0,57; P>0,05) ou 

tempo x tratamento (F(16,280) = 1,10; P>0,05) (Fig. 15).   
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Figura 15. Curvas de evolução temporal da pressão arterial média (ΔPAM), frequência 

cardíaca (ΔFC) e temperatura da cauda (Δ temperatura da cauda) evocadas pelo estresse 

agudo de restrição em animais tratado bilateralmente no hipocampo dorsal com veículo 

(salina, 500nL, n=6), carboxy-PTIO (2nmol/500nL, n=6) e NPLA (0.1 nmol/500 nL, 

n=6). O início do estresse foi em t = 0. Círculos representam à média e as barras EPM. # 

P <0,05 durante todo o período de restrição em comparação com o grupo veículo, 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni.  
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5.2.4. Efeito do estresse de isolamento social na expressão da nNOS e dos níveis de 

nitrotirosina no hipocampo dorsal 

A exposição ao estresse de isolamento social durante 5 semanas aumentou 

os níveis de nitrotirosina no hipocampo dorsal em relação ao grupo controle (100,0 ± 

8,915 n=5 vs. 153,8 ± 15,98 n=7; t = 2,616, P<0,02). Entretanto, o isolamento social 

não afetou a expressão da nNOS no hipocampo dorsal (99,22 ± 8,410 n=9 vs. 153,4 ± 

27,98 n=8; t = 1,952, P>0,06) (Fig. 16). 

 

 

 

Figura 16. Expressão da nNOS e dos níveis de nitrotirosina no hipocampo dorsal em 

animais controle (n=9) (barras brancas) e animais sujeitos a 5 semanas de isolamento 

social (n=9) (barras pretas). As barras representam a média ± EPM. * P<0,05 vs 

respectivo grupo controle. Teste t de Student. 
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6. DISCUSSÃO 

A Tabela 1 sumariza os achados com relação ao papel da neurotransmissão 

nitrérgica no hipocampo dorsal no controle da atividade barorreflexa em condições 

fisiológicas. A nNOS e iNOS promove uma inibição parassimpática e a eNOS promove 

uma facilitação parassimpática e ainda a iNOS promove uma facilitação simpática no 

controle da atividade barorreflexa. Com relação às respostas comportamentais e 

cardiovasculares ao estresse de isolamento social, nós observamos que o tratamento do 

hipocampo dorsal com NPLA ou carboxy-PTIO não reverteu os efeitos ansiogênicos no 

labirinto em cruz elevado, mas reverteu o comportamento relacionado à depressão 

identificado no teste de nado forçado. Além disso, nós observamos que o tratamento 

com carboxy-PTIO, mas não com NPLA, facilitou a resposta de aumento de FC e 

diminuiu a resposta de queda da temperatura cutânea da cauda desencadeadas pelo 

estresse de restrição agudo nos animais controle. Nos animais isolados tanto o 

tratamento do hipocampo dorsal com NPLA quanto carboxy-PTIO facilitaram as 

respostas de aumento da pressão arterial e frequência cardíaca, e reduziu a resposta da 

temperatura cutânea da cauda induzidas pelo estresse de restrição agudo. O isolamento 

aumentou os níveis de nitrotirosina no hipocampo dorsal, e houve uma tendência de 

aumento (53% de aumento) nos níveis proteicos da nNOS. 
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Tabela 1. Resumo do papel da nNOS, iNOS e eNOS no hipocampo dorsal no controle das 

respostas de FC do barorreflexo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A bradicardia reflexa refere-se à diminuição da FC provocada pelo aumento da pressão 

arterial na resposta à infusão intravenosa de fenilefrina. A taquicardia reflexa é o aumento 

da FC provocada pela diminuição da pressão arterial, evocada pela infusão intravenosa de 

nitroprussiato de sódio. Setas para cima ou para baixo indicam papel facilitatório ou 

inibitório, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    nNOS 

 

 iNOS 

 

eNOS 

Bradicardia reflexa            ↓      ↓               ↑ 

    

Taquicardia reflexa             --  ↓ ↑   -- 
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6.1. Neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal e a atividade do 

barorreflexo 

O presente estudo fornece a primeira evidência de que a neurotransmissão 

nitrérgica no hipocampo modula a função barorreflexa. Estudos anteriores forneceram 

evidências de que a ativação da nNOS no sistema nervoso central está envolvida nas 

respostas barorreflexas. Por exemplo, o tratamento sistêmico com inibidores 

preferenciais da nNOS modulou a bradicardia reflexa causada por aumento da pressão 

arterial (Murakami et al., 1998; Almeida et al., 2015), mas sem afetar o controle 

barorreflexo da atividade nervosa simpática renal (Murakami et al., 1998). O papel da 

nNOS na função barorreflexa também foi evidenciado por estudos realizados em 

camundongos knockout nNOS (nNOS 
-/-

) (Carvalho et al., 2006). Estruturas do tronco 

encefálico, como o núcleo do trato solitário (NTS) e o bulbo ventrolateral rostral 

(RVLM) (Talman e Dragon, 2004; Mayorov, 2005; Lin et al., 2012), bem como regiões 

telencefálicas como o córtex pré-frontal medial (Resstel et al., 2006) e o núcleo do leito 

estria terminal (NLET) (Alves et al., 2009) foram relatados como locais onde a nNOS é 

ativada para modulação de respostas barorreflexas. Com relação à eNOS, essa isoforma 

foi proposta como uma fonte de NO regulando a função barorreflexa em estruturas 

bulbares como o NTS e o RVLM (Kishi et al., 2003; Waki et al., 2003). No entanto, um 

papel da eNOS no controle da função barorreflexa em estruturas supra-bulbares nunca 

foi documentado. Em relação à iNOS, até onde sabemos, os resultados do presente 

estudo constituem o primeiro achado indicando uma influência dessa isoforma da NOS 

no controle de respostas barorreflexas. 

Ferreira-Junior et al., (2017) relataram recentemente que a inibição aguda da 

neurotransmissão no hipocampo dorsal causada pelo tratamento local com o bloqueador 

sináptico não-seletivo CoCl2 aumentou a taquicardia durante diminuição da pressão 

arterial e a resposta de bradicardia evocada pelo aumento da pressão arterial. Estes 

resultados indicaram uma influência inibitória do hipocampo dorsal nas respostas 

reflexas durante alterações da pressão arterial (Ferreira-Junior et al., 2017). Portanto, a 

facilitação da bradicardia reflexa após o tratamento do hipocampo com inibidores 

seletivos da nNOS ou da iNOS sugere que a neurotransmissão nitrérgica local pode ser 

um mecanismo envolvido no controle inibitório hipocampal da função barorreflexa. No 

entanto, a influência facilitatória da iNOS na taquicardia reflexa e da eNOS na 
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bradicardia reflexa parece contrapor outros mecanismos neuroquímicos locais que 

inibem as respostas barorreflexas.  

A nNOS é proposta como a principal isoforma envolvida na síntese de NO 

no sistema nervoso central (Ikeda et al., 2004; Garthwaite, 2008; Zhou et al., 2009). O 

influxo de Ca
2 +

 após a ativação do receptor de glutamato NMDA é o mecanismo mais 

bem caracterizado para a ativação da nNOS no sistema nervoso central (Prast e 

Philippu, 2001; Guix et al., 2005; Garthwaite, 2008). No entanto, um estudo recente 

relatou que o tratamento do hipocampo dorsal com um antagonista seletivo do receptor 

NMDA diminuiu as respostas cardíacas do barorreflexo (Ferreira-Junior et al., 2018). 

Em conjunto com os resultados descritos aqui, esses achados indicam um papel oposto 

da nNOS (inibitório) e do receptor NMDA (facilitador) no hipocampo no controle da 

função barorreflexa. Portanto, o controle da função barorreflexa pela nNOS no 

hipocampo parece ser independente de uma interação com a neurotransmissão 

glutamatérgica local. No entanto, não podemos excluir a possibilidade de que a nNOS 

seja ativada em resposta à ativação do receptor NMDA, mas uma vez liberado o NO 

interage com outros mecanismos neuroquímicos hipocampais para controlar a atividade 

barorreflexa. 

Como mencionado acima, várias evidências indicam a expressão 

constitutiva da iNOS no sistema nervoso central (para revisão, ver Amitai, 2010). Nesse 

sentido, a iNOS foi identificada no hipocampo em circunstâncias basais (Pinnock et al., 

2007; Adachi et al., 2010; Montezuma et al., 2012). Células gliais, especialmente 

astrócitos, microglias e macroglias, foram identificados como células que expressam 

iNOS, e uma fonte de NO no sistema nervoso central (Amitai, 2010). Portanto, o NO 

derivado de iNOS tem sido proposto como um mecanismo neuroquímico envolvido na 

interação neuronal-astrócito (Buskila et al., 2005; Buskila et al., 2010; Amitai, 2010). 

Nesse sentido, a ativação de receptores metabotrópicos de glutamato e receptores 

purinérgicos (P2Y) foram relatados como um estimulador da liberação de NO a partir 

de astrócitos (Ikeda et al., 2004; Mehta et al., 2008). Por sua vez, o NO derivado dos 

astrócitos facilita a liberação de glutamato (Amitai, 2010). Assim, identificou-se que a 

iNOS está envolvida na potenciação de potenciais pós-sinápticos excitatórios evocados 

eletricamente e na potenciação sináptica (Amitai, 2010). No entanto, como dito acima, o 

glutamato desempenha um papel oposto no controle do barorreflexo em relação à iNOS 

(Ferreira-Junior et al., 2018). Portanto, como no caso da nNOS, o controle da função 
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barorreflexa pela iNOS hipocampal possivelmente está relacionado a uma interação 

com outros mecanismos que não a neurotransmissão glutamatérgica local. 

Nossos achados indica um papel da eNOS hipocampal no controle da 

bradicardia barorreflexa são apoiados por evidências de que uma liberação tônica de NO 

da eNOS modula a atividade sináptica no hipocampo (Hopper et al., 2006). Apesar de 

algumas evidências da presença da eNOS em astrócitos (Doyle et al., 1997; Cho et al., 

2005), resultados por imunocitoquímica e hibridização in situ (Seidel et al., 1997; 

Stanarius et al., 1997; Blackshaw et al., 2003) apoiaram a proposição de que as células 

endoteliais constituem a principal localização da eNOS no hipocampo (Hopper et al., 

2006; Garthwaite, 2008). Esta ideia é ainda apoiada por evidências de que a eNOS no 

encéfalo é encontrada nos capilares (Seidel et al., 1997; Stanarius et al., 1997), que 

estão muito próximos das células neuronais e gliais (Pawlik et al., 1981). Além disso, a 

geração de NO tônico da parede capilar é, teoricamente, um mecanismo eficaz para 

suprir as células parênquimas com níveis de NO fisiologicamente significativos 

(Tsoukias et al., 2003). Portanto, a modulação da função barorreflexa pela eNOS no 

hipocampo provavelmente está relacionada à comunicação neurovascular através de 

uma liberação tônica de NO (Garthwaite, 2008). 

A eNOS foi demonstrada como uma fonte de NO tônico de baixo nível no 

hipocampo, enquanto a nNOS está relacionada com a modulação fásica da transmissão 

sináptica ao longo da liberação de maior concentração de NO (Hopper et al., 2006). 

Como mencionado acima, estudos anteriores forneceram evidências de uma influência 

facilitatória da neurotransmissão glutamatérgica hipocampal no controle da função 

barorreflexa (Ferreira-Junior et al., 2018). No entanto, inversamente, a ativação dos 

receptores GABA no hipocampo inibe as respostas de FC do barorreflexo (Ferreira-

Junior et al., 2018). Em conjunto, esses resultados fornecem evidências de que o baixo 

nível tônico de NO oriundo da eNOS pode facilitar a bradicardia reflexa via modulação 

da liberação de glutamato. Por outro lado, a modulação similar da função barorreflexa 

pela nNOS, iNOS e o receptor GABAA no hipocampo, juntamente com a evidência de 

que o NO estimula a liberação de GABA no hipocampo (Prast e Philippu, 2001), sugere 

que níveis mais elevados de NO liberados a partir da nNOS e iNOS interage com a 

neurotransmissão GABAérgica local para inibir as respostas do reflexo da FC durante o 

aumento da pressão arterial. No entanto, considerando que o NO também age em 

neurônios pós-sinápticos diretamente despolarizando e hiperpolarizando esses neurônios 
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(Prast e Philippu, 2001; Garthwaite, 2008), uma possibilidade adicional é que o NO 

modula a atividade barorreflexa por meio de mecanismos independentes de interações 

com outros mecanismos neuroquímicos locais. De qualquer forma, mais estudos são 

necessários para elucidar os mecanismos locais envolvidos na modulação da função 

barorreflexa pelas diferentes isoformas de NOS dentro do hipocampo. 

O hipocampo não possui projeções diretas para estruturas bulbares 

envolvidas com o controle tônico da atividade autonômica (Ulrich-Lai et al., 2009; 

Myers, 2017). O controle da atividade autonômica pelo hipocampo é proposto ser 

mediado por conexões com estruturas intermediárias, como o NLET, a área pré-óptica 

medial (mPOA) e a área hipotalâmica lateral; que, por sua vez, se projetam para 

neurônios efetores autonômicos no tronco cerebral (por exemplo, núcleo motor dorsal 

do vago e núcleo ambíguo) e coluna celular intermediolateral (IML) (Myers, 2017). 

Assim, o controle da função barorreflexa por mecanismos nitrérgicos no hipocampo 

possivelmente está relacionado a conexões indiretas com estruturas de projeção ao 

tronco cerebral e IML (Ulrich-Lai et al., 2009; Myers, 2017). Assim, estudos anteriores 

relataram que estruturas que recebem aferências do hipocampo como o NLET, 

hipotálamo lateral e mPOA, desempenham um papel no controle das funções do 

barorreflexo (Inui et al., 1995; Crestani et al., 2008; Crestani et al., 2009). No entanto, 

mais estudos são necessários para investigar o circuito envolvido no controle 

hipocampal da função barorreflexa. 

6.2. Neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal e as respostas 

comportamentais e cardiovasculares ao isolamento social 

Tem sido demonstrado que os efeitos do estresse de isolamento social só são 

completamente observados se o protocolo é iniciado durante a adolescência (Fone e 

Porkess, 2008; Crestani, 2017). Nesse sentido, a ontogenia é proposta como um fator 

importante que afeta as respostas ao estresse (McCormick et al, 2010; Crestani, 2017). 

Foi proposto que humanos adolescentes experimentam mais eventos estressores e 

eventos negativos do que seus pares adultos (Buchanan et al., 1992). Estudos em 

animais também evidenciaram que os adolescentes são vulneráveis às consequências 

somáticas, comportamentais, neuroendócrinas e cardiovasculares aos protocolos de 

estresse crônico (Stone e Quartermain, 1997; Doremus-Fitzwater et al., 2009; Jankord et 

al., 2011; Duarte et al., 2015), incluindo o isolamento social (Fone e Porkess, 2008; 
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Cruz et al., 2016). A vulnerabilidade de animais adolescentes para os efeitos do 

isolamento social está possivelmente relacionada ao fato dessa fase ontogênica 

constituir um período de grande contato social que contribui para o desenvolvimento 

(Spear, 2000; Buwalda et al., 2011; Crestani, 2017). De fato, vários estudos reportaram 

que o estresse social durante a adolescência evoca numerosas mudanças 

comportamentais e neuroplasticidade que persistem até a idade adulta (Fone e Porkess, 

2008; Buwalda et al., 2011). Com relação às respostas cardiovasculares ao isolamento 

social, apesar das evidências de vulnerabilidade dos ratos adolescentes às respostas de 

aumento da pressão arterial e de alteração da sensibilidade do barorreflexo, essas 

alterações não perduraram até a idade adulta (Cruz et al., 2016). Baseado nessas 

evidências, nós definimos o protocolo de isolamento social no qual os animais foram 

mantidos em isolamento durante todo o período da adolescência, que em roedores é 

definido como o período entre a idade de 21 a 60 dias de idade (Tirelli et al., 2003; 

McCormick et al., 2010; Crestani, 2017). 

O presente estudo mostrou que 5 semanas de isolamento social alterou os 

parâmetros basais de FC, tanto nos animais veículos como nos animais tratados com 

microinjeção bilateral no hipocampo dorsal de carboxy-PTIO, mas não no grupo isolado 

NPLA e sem alteração da PAM nesses animais. Um estudo também não observou 

alterações na FC em ratos Wistar adolescente com 28 dias e adultos com 60 dias 

expostos ao isolamento social durante 3 semanas (Cruz et al., 2015). Entretanto, houve 

aumento da PAM em animais adolescentes submetidos ao isolamento social, porém sem 

alteração nos animais adultos (Cruz et al., 2015). Observou-se também um aumento da 

FC de repouso em ratas expostas ao isolamento social durante 4 semanas, que foi 

acompanhado por uma redução da variabilidade da frequência cardíaca (VFC) e um 

aumento da atividade simpática e uma diminuição da atividade parassimpática (Knox et 

al., 1998; Grippo et al., 2007). A discrepância dos presentes achados com dados 

anteriores com relação aos efeitos sobre parâmetros basais de pressão arterial e FC não 

estão claros, mas podem decorrer de diferenças no tempo de isolamento, bem como nos 

protocolos experimentais. Além disso, em nenhum dos estudos anteriores os animais 

foram sujeitos ao implante de cânulas no encéfalo. Entretanto, estudos futuros são 

necessários para esclarecer as discrepâncias.  

Em relação ao controle do hipocampo dorsal na função cardiovascular basal, 

os dados do presente estudo não indicaram uma participação da neurotransmissão 
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nitrérgica no hipocampo dorsal na manutenção tônica dos parâmetros basais de FC e 

pressão arterial. Esses achados corroboram com dados de estudos anteriores que não 

identificaram efeitos do tratamento do hipocampo dorsal com inibidor sináptico não-

seletivo (CoCl2), antagonistas de receptores glutamatérgicos e GABAérgicos ou 

inibidores da nNOS e sequestradores de NO sobre parâmetros cardiovasculares basais 

(Moraes-Neto et al., 2014; Ferreira-Junior et al., 2017; Ferreira-Junior et al., 2018). 

Os dados do presente estudo indicaram que os animais isolados tiveram um 

menor ganho de peso corporal em relação ao grupo controle. Esse achado corrobora 

com os dados de outros estudos que identificaram menor ganho de peso corporal após a 

exposição ao isolamento social (Cruz et al., 2016), bem como a outros protocolos de 

estresse crônico (Jankord et al., 2011; Flak et al., 2011; Almeida et al., 2015). 

Entretanto, os nossos achados contrastam com outros estudos que reportaram ausência 

de alteração no ganho de peso corporal em relação ao grupo controle em ratos e 

camundongos expostos a estressores crônicos (Grippo et al., 2002, 2006; Isingrini et al., 

2011). Apesar desses dados discrepantes, é bem descrito na literatura que o estresse 

crônico diminui o ganho de peso corporal (Willner, 2005; Doremus-Fitzwater et al., 

2009; Jankord et al., 2011), o que suporta os nossos achados.  

O isolamento social promove o aumento da liberação do hormônio 

adrenocorticotropina (ACTH) e corticosterona (Weiss et al., 2004), nos quais podem 

estar envolvidos na resposta de redução do ganho de peso corporal. Além disso, foi 

reportado que o isolamento social pode regular negativamente o sistema hipotalâmico 

contendo transcritos relacionados à anfetamina e cocaína (CART) (Nakhate et al., 

2011). Esse neurotransmissor está envolvido na regulação de diversos processos 

biológicos, incluindo ingestão de alimentos, manutenção do peso corporal, recompensa 

e dependência, resposta ao estresse, efeitos psicoestimulantes e nas funções endócrinas, 

que por sua vez pode levar a aumento na ingestão de alimentos e peso corporal (Rogge 

et al., 2008; Nakhate et al., 2011; Subhedar et al., 2014). Desse modo, uma regulação 

negativa dos efeitos do CART pode estar relacionado com os efeitos do isolamento 

social em reduzir o ganho de peso corporal.   

Em relação às respostas cardiovasculares ao estresse de restrição agudo, os 

nossos dados obtidos nos animais controle indicaram que o NO no hipocampo dorsal, 

possivelmente de outras fontes já que o inibidor da isoforma nNOS não teve efeito nos 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2014.00313/full#B143
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2014.00313/full#B143
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2014.00313/full#B169
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animais controle; tem uma ação inibitória sobre a resposta de aumento da FC, além de 

facilitar a vasoconstrição cutânea mediada pela ativação simpática. Os dados sobre a 

temperatura cutânea corroboram com dados anteriores, que indicaram uma modulação 

facilitatória da neurotransmissão nitrérgica sobre a resposta vascular cutânea induzida 

por estressores condicionados e não-condicionados (Morais-Neto et al., 2014; Fabri et 

al., 2014). Entretanto, o efeito sobre a FC não corrobora com estudos anteriores, que 

reportaram que a microinjeção de NPLA ou carboxy-PTIO no hipocampo dorsal 

diminuiu as respostas de aumento da pressão arterial e FC induzidas pelo estresse de 

restrição (Morais Neto et al., 2014). Outro estudo também mostrou o mesmo resultado 

em relação às respostas de aumento da pressão arterial e FC induzidas pelo medo 

condicionado ao contexto (Fabri et al., 2014). As razões para as discrepâncias com 

relação aos dados anteriores não estão claras. Entretanto, é importante notar que as 

variações de FC induzidas pelo estresse de restrição no presente estudo (~50 bpm de 

aumento nos animais controle) foram relativamente menores do que aquelas 

identificadas no estudo anterior (~100 bpm de aumento nos animais controle) que 

identificou participação facilitatória da neurotransmissão nitrérgica no hipocampo 

dorsal (Morais-Neto et al., 2014). Desse modo, uma possibilidade é que respostas 

menores facilitaram a identificação de uma facilitação da resposta de aumento da FC 

após o tratamento farmacológico do hipocampo dorsal. Entretanto, estudos futuros são 

necessários para esclarecer as razões que explicam as discrepâncias dos nossos achados 

com aqueles de estudos anteriores. Durante o estresse de restrição os animais isolados 

que receberam a microinjeção de NPLA e carboxy-PTIO no hipocampo dorsal tiveram 

um aumento mais acentuado da PAM e FC. Apesar de nós não termos identificado um 

efeito do isolamento social nas respostas cardiovasculares ao estresse de restrição, esses 

dados sugerem que a neuromodulação do NO através da nNOS no hipocampo dorsal 

constitui um importante mecanismo recrutado pelo isolamento social que pode inibir 

respostas cardiovasculares exacerbadas durante o estresse em animais sujeitos ao 

isolamento social. Já foi mostrado que o estresse de isolamento em animais adolescente 

produz algumas respostas cardiovasculares compensatórias como forma de proteger o 

organismo do animal em situações aversivas (Cruz et al., 2016). Os achados atuais 

indicam que a ativação da nNOS e a consequente liberação de NO no hipocampo dorsal 

pode constituir um importante mecanismo envolvido na geração dessas respostas 

compensatórias.  Entretanto, o tratamento do hipocampo dorsal com NPLA ou carboxy-

PTIO reduziu as alterações induzidas pelo estresse de restrição na temperatura cutânea 
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da cauda, o que indica uma modulação facilitatória na atividade de neurônios 

cardiomotores simpáticos da coluna vertebral e neurônios simpáticos que controlam o 

tônus vascular cutâneo (Morais-Neto et al, 2014). Desse modo, o recrutamento da 

neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal em animais isolados parece tanto 

inibir ou facilitar as respostas cardiovasculares ao estresse.  

Estudos anteriores identificaram efeito do isolamento social em testes 

comportamentais que avaliaram comportamentos relacionados à ansiedade, 

aprendizagem espacial e atividade locomotora (Hellemans et al., 2004). O isolamento 

social teve efeito ansiogênico em diferentes animais com diferentes protocolos de 

isolamento social (Muchimapura et al., 2003; Hellemans et al., 2004; Ago et al., 2007; 

Grippo et al., 2007; Lukkes et al., 2008). Desse modo, os nossos dados indica um efeito 

ansiogênico do isolamento social corroboram com dados prévios da literatura.  

O isolamento altera a atividade pré-sináptica do receptor 5-HT1B, mas não 

pós-sináptico 5-HT1A no hipocampo (Muchimapura et al., 2003). Além disso, outras 

disfunções no hipocampo incluem redução da neurotransmissão serotoninérgica e 

aumento na atividade muscarínica (Muchimapura et al., 2002; Muchimapura et al., 

2003). Estes efeitos têm sido descritos como parte dos mecanismos neurobiológicos das 

alterações comportamentais do isolamento (Muchimapura et al., 2002; Muchimapura et 

al., 2003). Nesse sentido, os achados do presente estudo não fornecem evidências de um 

envolvimento da neurotransmissão nitrérgica, agindo através da nNOS, no hipocampo 

dorsal no controle do comportamento relacionado à ansiedade em animais isolados. De 

fato, nós não identificamos da inibição da nNOS ou do sequestro do NO no hipocampo 

dorsal  nessa resposta em animais expostos ao estresse social crônico. Além disso, os 

nossos dados são controversos com estudos prévios que identificaram um envolvimento 

da via do receptor NMDA, nNOS e cGMP no hipocampo dorsal na expressão do medo 

condicionado ao contexto (Fabri et al., 2014). Além disso, foi demonstrado um efeito 

ansiogênico do NO no giro denteado do hipocampo dorsal, e a administração local de 

ODQ, um inibidor de guanilato ciclase solúvel (GCs), produziu efeitos ansiolíticos nos 

testes labirinto em cruz elevado e Vogel semelhantes àqueles observados com os 

inibidores da NOS (Spolidório et al., 2007). Desse modo, nossos dados não corroboram 

com as evidências de uma ação ansiogênica do NO oriundo da nNOS no hipocampo 

dorsal. Além disso, os resultados reportados aqui constituem a primeira evidência do 
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envolvimento mecanismo neuroquímico da nNOS e NOS no hipocampo dorsal não 

estarem atuando na resposta ansiogênica ao estresse social crônico. 

Zlatkovic´ et al., (2014) mostraram que o estresse de isolamento social 

durante 21 dias em ratos Wistar alterou os comportamentos dos animais no teste de 

nado forçado, aumentando o tempo de imobilidade e diminuindo comportamentos de 

natação e escalada (Zlatkovic´ et al., 2014). Além disso, foi reportado que o isolamento 

social diminuiu a preferência à sacarose (Zlatkovic´ et al., 2014), o que sugere um efeito 

anedônico desse estressor social. Esses dados corroboram com o nosso em que o 

isolamento promoveu alterações comportamentais do tipo depressivas. Nós 

identificamos que quando os animais isolados foram tratados com NPLA ou carboxy-

PTIO no hipocampo dorsal tiveram um menor tempo de imobilidade em comparação 

aos animais veículos, o que indica um envolvimento da neurotransmissão nitrérgica no 

hipocampo dorsal atuando via a nNOS nos efeitos comportamentais do tipo depressivo 

induzidos pelo isolamento social. Nossos resultados corroboram com dados prévios do 

nosso grupo que evidenciaram que o tratamento crônico com 7-NI inibiu os efeitos do 

estresse crônico variado em aumentar a imobilidade no teste de nado forçado (Almeida 

et al., 2015). Além disso, nossos resultados reforçam evidências prévias que indicaram a 

neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal como um importante mecanismo 

neurobiológico da depressão (Joca e Guimarães, 2006). Entretanto, os resultados 

reportados aqui constituem a primeira evidência do envolvimento desse mecanismo 

neuroquímico no hipocampo dorsal nas respostas comportamentais do tipo depressivas 

a estressores sociais. 

Nós não identificamos alterações estatisticamente significativas na 

expressão da nNOS no hipocampo dorsal após cinco semanas de isolamento social, 

apesar de os dados claramente indicarem uma tendência de aumento (aumento de 53% 

em relação ao grupo controle). Um aumento na formação local de NO no hipocampo 

dorsal foi evidenciado no presente estudo pelo aumento nos níveis de nitrotirosina no 

hipocampo dorsal nos animais isolados. O peroxinitrito, uma espécie reativa de 

nitrogênio, causa a nitração de resíduos de tirosina gerando nitrotirosina (Beal, 2002). O 

peroxinitrito pode ser formado a partir da reação do ânion superóxido com o NO 

(Herce-Pagliai et al., 1998). Desse modo, a dosagem de nitrotirosina é frequentemente 

empregada como um indicador dos níveis locais de NO (Kaur e Halliwell, 1994; Herce-

Pagliai et al., 1998; Hanafy et al., 2001; Ratajczak-Wrona et al., 2013).  Desse modo, os 
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nossos dados indicam um aumento nos níveis locais de NO no hipocampo dorsal dos 

animais isolados. Esses achados estão de acordo com evidências de que situações 

aversivas agudas aumentam a concentração de nitrito (metabólito NO) no hipocampo 

dorsal (Fabri et al., 2014; Moraes-Neto et al., 2014). Nossos dados também reproduzem 

dados anteriores que identificaram aumento nos níveis de nitrito no hipocampo de 

animais isolados (Amiri et al., 2014; Zlatkovic´ et al., 2014). Assim, um envolvimento 

da neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal nas respostas comportamentais e 

cardiovasculares ao estresse de isolamento social está relacionado com um aumento nos 

níveis locais de NO, possivelmente mediada por um aumento na expressão da nNOS 

local.   
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7. CONCLUSÃO 

Em suma, os resultados documentados no presente estudo fornecem 

evidências de que a neurotransmissão nitrérgica no hipocampo dorsal modula as 

respostas cardíacas do barorreflexo. No entanto, o controle das respostas durante o 

aumento e a diminuição da pressão arterial é mediado por isoformas específicas da 

NOS. De fato, nossos resultados indicam que a ativação da nNOS e da iNOS exerce 

uma influência inibitória na bradicardia reflexa, a iNOS medeia a taquicardia reflexa, 

enquanto a eNOS desempenha um papel facilitatório na bradicardia reflexa. 

O isolamento social aumentou a liberação de NO no hipocampo dorsal. 

Nossos resultados indicam que esse aumento nos níveis de NO no hipocampo dorsal 

mediado pela ativação da nNOS esteja envolvido nas alterações comportamentais do 

tipo depressivo, mas não do tipo ansioso desencadeadas pelo isolamento social. O NO 

derivado da nNOS no hipocampo dorsal de animais isolados também desempenha um 

papel inibitório nas respostas de aumento da pressão arterial e FC, além de facilitar a 

vasoconstrição cutânea mediada pelo simpático durante o estresse de restrição em 

animais sujeitos ao isolamento social. 
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