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RESUMO

A interacao social € um importante fator ambiental que pode influenciar funcoes
fisiologicas. Estudos em humanos e animais tém demonstrado que periodos de
isolamento social, principalmente em fases iniciais da vida, estdo associados com
alteragbes na funcdo cardiovascular. Entretanto, os mecanismos relacionados com
estas alteragdes ainda s&o pouco compreendidos. Estudos tém sugerido que alteragdes
na atividade do barorreflexo pode ser um mecanismo importante relacionado com a
hipertensao, além de ser um fator de risco para o desenvolvimento de arritmias e morte
subita em diversas patologias cardiovasculares. Diante disso, o objetivo do presente
estudo foi investigar os efeitos imediatos e a longo prazo do isolamento social de ratos
adolescentes sobre parametros cardiovasculares basais e a atividade do barorreflexo.

O isolamento social consistiu na manutencao dos animais em caixas individuais
por trés semanas, do dia pds-natal 27 ao 42. Em um conjunto de animais os
experimentos foram realizados imediatamente apdés o término do isolamento. Outro
grupo de animais foi reagrupado em caixas coletivas, em grupos de quatro animais,
apos o término do isolamento e mantidos nesta condigao por outras trés semanas. Os
grupos controle foram mantidos em caixas coletivas, em grupos de 4 animais, no
mesmo biotério e pelo mesmo periodo que os animais isolados.

Os animais apresentaram peso corporal reduzido apds o periodo de isolamento
social, e este efeito nao foi revertido apos ressocializacdo dos animais. O isolamento
social também elevou os pardmetros basais de pressao arterial, mas este efeito foi
revertido apés o reagrupamento dos animais. O isolamento aumentou a resposta

bradicardica do barorreflexo desencadeada por aumento da pressao arterial, a qual foi



induzida pela infuséo intravenosa de fenilefrina. Também houve facilitagdo da resposta
taquicardica reflexa desencadeada por redugao da pressao arterial, a qual foi induzida
pela infusdo intravenosa de nitroprussiato de sddio. O efeito sobre a taquicardia reflexa
foi revertida apds ressocializacdo dos animais, mas o efeito sobre a resposta
bradicardica do barorreflexo foi observado na idade adulta apds reagrupamento dos
ratos.

Assim, o presente estudo fornece evidéncias de como o ambiente social em
periodos iniciais da vida interfere com a fungao fisiolégica do organismo. Nossos
resultados indicam que a auséncia crbnica de interacao social durante a adolescéncia
eleva os parametros basais de pressdo arterial, e este efeito € acompanhado de
facilitacao do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca. O efeito sobre a presséao
arterial € totalmente revertido apds ressocializagdo dos animais, e a alteragdo da
atividade barorreflexa é parcialmente revertida. Os efeitos do isolamento social sobre a
funcado cardiovascular sdo similares aqueles observados apds exposicdo a outros
protocolos de estresse psicologico cronico. Deste modo, este modelo pode ser
relevante para o estudo de patologias cardiovasculares associadas ao estresse

psicossocial.
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l. INTRODUCAO

Estudos tém fornecido evidéncias que correlacionam fatores
psicossociais com a patogénese de doengas cardiovasculares (KNOX; UVNAS-
MOBERG, 1998; ROZANSKI et al, 1999). Neste sentido, estudos epidemioldgicos tém
apontado correlagdo positiva na ocorréncia de estresses sociais e ambientais, bem
como de transtornos psiquiatricos, e a incidéncia de patologias cardiovasculares
(HAINES et al, 1987; KAWACHI et al, 1994; FORD et al, 1998; KNOX; UVNAS-
MOBERG, 1998). Apesar da importancia do tema, os mecanismos fisiopatolégicos que
relacionam fatores psicossociais com doencas cardiovasculares ainda sao pouco

compreendidos.

A interacdo social € um importante fator ambiental que pode afetar
funcbes comportamentais e fisiolégicas. O isolamento social, a separagdo materna, o
estresse de derrota social e o estresse de subordinacédo sdo modelos experimentais
com validade etoldgica para estudos pré-clinicos do efeito de alteragdes no ambiente
social sobre o organismo (FONE & PORKESS, 2008; MICZEK et al, 2008). Estudos em
animais tém demonstrado que periodos de isolamento social estdo associados com
alteragcbes comportamentais e fisiologicas, que incluem: comprometimento no processo
de aprendizagem e memdéria, aumento nos comportamentos relacionados a ansiedade
e atividade locomotora, alteragbes nos niveis plasmaticos do horménio
adrenocorticotrofico e glicocorticéides, aumento nos parametros basais de presséo
arterial e freqUéncia cardiaca, hipertrofia cardiaca e adrtica, alteracdo no balanco

autondbmico cardiaco e hiperresponsividade a estimulos aversivos, (GARDINER;



BENNETT, 1983; GAMALLO et al, 1986; CARLIER et al, 1988; SANCHEZ et al, 1998;

HELLEMANS et al, 2004; WEISS et al, 2004; GRIPPO et al, 2007).

A juventude é um periodo importante para o desenvolvimento do
organismo. Episodios adversos neste periodo, como estresse psicossocial, causam
alteragcdes importantes em aspectos comportamentais, neuroquimicos e em fungdes
fisiolégicas (SANCHEZ et al, 1998; SHEN; INGENITO, 1999; FONE; PORKESS, 2008).
Neste sentido, foi relatado que o isolamento social de animais apds o desmame
aumentou comportamentos de ansiedade e atividade locomotora, reduziu o processo
de memoria e aprendizagem e alterou os niveis plasmaticos de glicocorticéides (Parker;
Morinan, 1986; SANCHEZ et al, 1998; VARTY et al, 2000; HELLEMANS et al, 2004;
MASLOVA et al, 2010). Foi relatado o desenvolvimento de hipertensdao moderada em
animais jovens submetidos ao isolamento social (SHEN; INGENITO, 1999; MASLOVA
et al, 2010). Diante disso, apesar dos resultados acima fornecerem evidéncias
importantes de alteracdes fisiologicas associadas ao isolamento social durante as fases
iniciais da vida, os mecanismos fisiopatolégicos relacionados com os efeitos sobre o
sistema cardiovascular ainda sao pouco compreendidos. Além disso, tem sido proposto
que situacdes de estresse vivenciadas em periodos iniciais da vida podem afetar as
fungdes fisiologicas e o estado emocional durante a vida adulta. Entretanto, as
consequéncias a longo prazo do isolamento social durante as fases iniciais da vida

sobre a fungao cardiovascular foram pouco estudadas.

Em ratos, tem sido proposto que a transi¢ao da juventude para a vida
adulta ocorra por volta do dia pos-natal 42 (SPEAR; BRAKE, 1983). Adolescéncia tem

sido definida como o periodo ontogenético entre os dias pos-natal 28 e 42 (SPEAR;



BRAKE, 1983; SPEAR, 2000), periodo no qual estes animais apresentam
caracteristicas neuro-comportamentais tipicas da adolescéncia. Este modelo animal de
adolescéncia tem sido demonstrado como uma ferramenta valida como proposta de
comparagao e extrapolagédo para a adolescéncia em humanos (SPEAR; BRAKE, 1983;
LAVIOLA et al, 1999; SPEAR, 2000). Tem sido proposto que as alteragbes
comportamentais e fisiologicas associadas com o isolamento social s6 s&o
completamente observadas quando o procedimento é iniciado entre os dias pds-natal
21 e 28, no qual € um periodo critico na puberdade destes animais. Além disso, as
alteragdes comportamentais relacionadas com o isolamento social ndo sao totalmente
observadas quando o procedimento é realizado em animais adultos (FONE; PORKESS,
2008). Tem sido usado protocolos que variam de 1 a 12 semanas de isolamento para
estudo dos efeitos do isolamento social sobre a atividade cardiovascular (CARLIER et
al, 1988; BLANC et al, 1997; GRIPPO et al, 2007; MARLOVA et al, 2010). No presente

estudo, os animais foram isolados do dia pds-natal 21 ao 42.

O barorreflexo € um mecanismo neural de controle momento a
momento da pressao arterial (DAMPNEY, 1994). Barorreceptores sdo terminacdes
nervosas localizadas nas paredes das artérias aorta e da carétida, que respondem a
alteragdo na pressao arterial (SVED; GORDON, 1994). Alteragbes na atividade dos
barorreceptores fornecem informagdes ao sistema nervoso central acerca dos niveis
sistémicos de pressao arterial, o qual leva a respostas reflexas de frequéncia cardiaca e
resisténcia periférica, com o objetivo de manutengdo da pressao arterial em uma
estreita faixa de variagdao (SVED; GORDON, 1994). Estudos tém demonstrado que

reducdo na atividade deste mecanismo € comum em modelos experimentais de



hipertensdo e em individuos com hipertensdo essencial (BRISTOW et al, 1969;
IRIGOYEN; KRIEGER, 1998). Além disso, diminuicdo na atividade do barorreflexo tem
sido apontada como um fator de risco para o desenvolvimento de arritmias e morte
subita em diversas patologias cardiovasculares (FARRELL et al, 1991; TAKASE et al,
1992). Apesar da importancia do barorreflexo no controle da atividade cardiovascular, e
seu envolvimento na fisiopatologia de disturbios cardiovasculares, o efeito do
isolamento social na atividade deste mecanismo reflexo cardiovascular nunca foi

investigado.

Diante do exposto, o presente estudo testou a hipétese de que o
isolamento social de ratos durante a juventude desencadeia alteragdes nos parametros
cardiovasculares basais e na atividade do barorreflexo; e estas alteragdes

permanecem, mesmo apos ressocializacao, até a fase adulta.



Il. OBJETIVOS

- Investigar os efeitos imediatos e a longo prazo do isolamento social de ratos durante a

juventude sobre parametros cardiovasculares basais e a atividade do barorreflexo.



IIl. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista. Os animais foram transferidos para o biotério do
laboratério de farmacologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia - UNESP imediatamente apés o desmame (dia pds-natal 21), e foram
mantidos por sete dias em condi¢cdes controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo
12/12 horas, luzes acesas as 7h), com livre acesso a alimento e agua. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

(FCF/UNESP).

3.2 Canulacéo da artéria e veia femoral

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, os animais foram
anestesiados com tribomoetanol na dose de 250 mg/Kg (i.p.), € foi implantado um
cateter (um segmento de 4 cm de tubo de polietileno PE-10 soldado a um segmento de
13 cm de tubo de polietileno PE-50) (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) na artéria para
registro da presséao arterial e frequéncia cardiaca. Outro cateter foi implantado na veia
femoral para infusdo das drogas vasoativas. Apds implantagdo dos cateteres, estes
foram exteriorizados na regido dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirurgica.
Todos os animais foram mantidos em caixas individuais apés a cirurgia. Como medida

profilatica, apds a cirurgia, os animais receberam 80.000 Ul de Pentabidtico Veterinario



(Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.). Os animais também receberéo 2,5
mg/ kg (s.c.) do analgésico nao-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering

Plough, Brazil).

3.3 Registro da presséao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor
de pressao. A pressao arterial pulsatil foi registrada utilizando um amplificador (Bridge
Amp, ML221, ADInstruments), conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments), usando um programa
apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments). Os valores de presséo arterial média,
sistélica e diastdlica, bem como a frequéncia cardiaca foram derivadas dos sinais de

pressao arterial pulsatil.

3.4 Avaliacao da atividade barorreflexa

O barorreflexo foi testado através da infusdo intravenosa de
fenilefrina (70ug/mL/kg a 0.4 mL/min), agonista seletivo dos adrenoceptores a4, ou de
nitroprussiato de sédio (100ug/mL/kg a 0.8 mL/min), doador de 6xido nitrico, utilizando
uma bomba de infusédo (K.D. Scientific, EUA) (CRESTANI et al, 2006). A fenilefrina e o
nitroprussiato de sodio causam, respectivamente, aumento e redugdo na pressao
arterial. As infusbes das drogas vasoativas foram randomizadas e duraram 20-30
segundos, o que resultou na inje¢cdo de uma dose total de 10-14 ug/Kg de fenilefrina e

27-40 pg/Kg de nitroprussiato de sédio.



A analise foi feita relacionando a variagdo de pressao arterial média
(10, 20, 30 e 40 mmHg) com a variagao reflexa correspondente da frequéncia cardiaca.
Utilizando os pontos obtidos da correlacdo na variacdo da pressao arterial e frequéncia
cardiaca foram tragadas curvas de regressao linear para as respostas de frequéncia
cardiaca durante o efeito pressor e depressor na pressao arterial (KORNER et al, 1972;
CRESTANI et al, 2006 e 2010b). As inclinagdes das curvas (ganho) e as alteracdes
maximas de frequéncia cardiaca foram utilizadas para determinagdo da atividade do

barorreflexo.

3.5 Solucgbes e drogas

Fenilefrina (Sigma, St Louis, MO, EUA) e nitroprussiato de sddio
(Sigma) foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabiético (Fontoura-Wyeth,
Brasil) e o anti-inflamatdério flunexina meglumine (Banamine®, Schering Plough, Brazil)

foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = erro padrao da média
(EPM). Os valores de pressao arterial e frequéncia cardiaca basais, bem como os
parametros das curvas do barorreflexo foram analisadas utilizando analise de variancia
(ANOVA) bifatorial, com condigéo (controle vs isolado) e idade (jovens e adultos) como
fatores independentes. Quando interagbes entre os fatores foram observadas, os

grupos foram comparados utilizando o teste post-hoc de Bonferroni.



IV. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
4.1 Grupos experimentais e isolamento social

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: (I)
controle jovem (n=8), (ll) isolado jovem (n=7), (lll) controle adulto (n=6) e (IV) isolado
adulto (n=8). Os animais submetidos ao protocolo de isolamento social foram mantidos
em caixas plasticas individuais (30 Comp. x 20 Larg x 15 Alt.) por trés semanas, do dia
poés-natal 27 ao 42. Os animais controle foram mantidos em caixas coletivas (50 Comp.
x 40 Larg x 20 Alt.), em grupos de 4 animais, pelo mesmo periodo que os animais
isolados. Os animais criados isolados e em caixas coletivas foram mantidos na mesma
sala, de maneira que os ratos isolados mantinham contato visual, auditivo e olfativo
com os demais animais (FONE; PORKESS, 2008; MARTIN et al, 2010).

Os animais do grupo isolado adulto foram transferidos para caixas
coletivas, em grupos de 4 animais, apos as trés semanas de isolamento durante a

adolescéncia, e foram mantidos nesta condigdo por outras trés semanas.

4.2 Procedimento experimental
Os animais dos grupos controle jovem e isolado jovem foram
submetidos a cirurgia para implantacao de cateteres na artéria e veia femoral no ultimo
dia de isolamento. Os experimentos foram realizados 24 horas apos o procedimento
cirurgico. Este protocolo objetivou investigar os efeitos imediatos do isolamento social.
Os animais do grupo isolado adulto e controle adulto foram
submetidos a cirurgia para implantacdo de cateteres na artéria e veia femoral apos

periodo de ressocializagdo de 3 semanas, e os experimentos foram realizados 24 horas



apos. Estes grupos tiveram o objetivo de investigar os efeitos a longo prazo do
isolamento social durante a adolescéncia.

No dia do experimento, os animais foram transferidos para a sala de
experimento e mantidos por 60 minutos, para habituacdo as condi¢cdes de som e
iluminagédo, antes do inicio dos experimentos. Em seguida, os animais foram
conectados ao sistema de registro cardiovascular, e foi realizado registro dos
parametros basais de pressao arterial e frequéncia cardiaca por 30 minutos. Todos os
animais receberam infusdo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio, de maneira
randomizada, para estudo da atividade do barorreflexo. Apdés o término dos
experimentos, todos os animais foram sacrificados e o coracdo e os rins foram

removidos e pesados.



V. RESULTADOS

5.1 Efeito imediato e alongo prazo do isolamento social durante a adolescéncia
sobre o peso corporal, do coracao e dos rins.

A analise dos dados de peso corporal indicou efeito significante do
isolamento (F(125=18, P<0.0003) e da idade (F(125=20, P<0.0002), mas n&o
demonstrou interagéo entre os fatores (F(125=0.2, P>0.05). Analise post-hoc indicou
que o isolamento social durante a adolescéncia reduziu o peso corporal tanto dos
animais jovens (P<0.01) quanto dos adultos (P<0.05), quando comparado com o0s

respectivos grupos controle (Figura 1 e Tabela 1).

A analise do peso absoluto do coragdo nao indicou efeito do
isolamento (F(125=2, P>0.05), mas mostrou efeito da idade (F25=147, P<0.0001).
Analise do peso relative do coragcdo também nao demonstrou efeito do isolamento
(F1,25=0.6, P>0.05), mas indicou efeito da idade (F(125=58, P<0.0001) (Tabela 1 e

Figura 1).

A analise do peso absoluto dos rins nao indicou efeito do isolamento
(F1.25=3, P>0.05), mas mostrou efeito da idade (F(1 25=176, P<0.0001). Analise do peso
relativo dos rins também ndo demonstrou efeito do isolamento (F(1,25=0.6, P>0.05), mas

indicou efeito da idade (F(1,25=50, P<0.0001) (Tabela 1 e Figura 1).



Tabela 1- Peso corporal, do coragado e dos rins de ratos jovens e adultos mantidos em

isolamento social por trés semanas durante a adolescéncia.

Peso Coracio Rim
Grupo cor(g()Jral 5 Peso  Peso
€s0 ~ Peso  gapsoluto relativo ®
absolute relative (mg)
(mg)
Jovem
Controle n=8 20716 814+21 3.9+0.2 1812478 8.5£0.5
Isolado n=7 1805  714%12 3.910.1 1557468 8.7+0.3
Adulto
Controle n=6 2303 1333481 5.7+0.3 2700144 11.71£0.2
Isolado n=8 207+5* 1300153 6.2+0.3 2662+84 12.41+0.6

Valores sdo a média £+ EPM

% Peso do 6rgéo (mg) / peso corporal (g)

* P<0.05 vs respectivo controle. ANOVA bifatorial acompanhado do teste post hoc
de Bonferroni.
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Figura 1 - Peso corporal e peso relativo (peso do 6rgao/peso corporal) do coragéo e
rins de animais jovens e adultos, que foram mantidos em isolamento social por trés
semanas durante a adolescéncia. *P<0.05 vs respectivo controle, ANOVA bifatorial
acompanhado do teste post hoc de Bonferroni.



5.2 Efeito imediato e tardio do isolamento social durante a adolescéncia sobre os
parametros basais de pressado arterial média, sistdlica, diastélica e frequéncia

cardiaca.

A analise dos parametros basais de pressao arterial média indicou
significante efeito do isolamento (F(125=12, P<0.002) e interacdo entre os fatores
(Fr1,25=6, P<0.02), porém sem efeito da idade (F(125=2, P>0.05). Andlise post-hoc
indicou que o isolamento social durante a adolescéncia elevou a pressao arterial média
nos animais jovens (P<0.001), mas este efeito foi revertido nos animais adultos apos

ressocializagao (P>0.05) (Figura 2 e Tabela 2).

A analise pressdo arterial diastdlica indicou efeito significante do
isolamento (F(125=6, P<0.02), da idade (F25=6, P<0.02) e uma interagéo entre os
fatores (F(1,25=9, P<0.005). Analise post-hoc indicou que o isolamento social durante a
adolescéncia elevou a pressao arterial diastolica nos animais jovens (P<0.001), mas
este efeito foi revertido nos animais adultos apos ressocializagao (P>0.05) (Figura 2 e

Tabela 2).

Foi observado significante efeito do isolamento (F(125=8, P<0.01) e
interagdo entre os fatores (F(125=5, P<0.03), porém sem efeito da idade (F,25=3,
P>0.05) nos parametros basais de presséao arterial sistdlica. Analise post-hoc indicou
que o isolamento social durante a adolescéncia elevou a presséao arterial sistolica nos
animais jovens (P<0.001), mas este efeito foi revertido nos animais adultos apos

ressocializacdo (P>0.05) (Figura 2 e Tabela 2).



Tabela 2 — Pressao arterial média (PAM), sistélica (PAS), diastdlica (PAD) e frequéncia
cardiaca em animais jovens e adultos, que foram mantidos em isolamento social por

trés semanas durante a adolescéncia.

Group PAM PAS PAD FC
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)
Jovens
Controle 98+2 11943 78+1 357+8
Isolado 108+3* 130+2* 87+1* 35949
Adultos
Controle 99+2 12041 79+3 365+8
Isolado 100+1 12142 78+2 35448

Valores s&o a média £+ EPM
* P<0.05 vs respectivo controle. ANOVA bifatorial acompanhado do teste post hoc
de Bonferroni.
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Figura 2 — Pressao arterial média (PAM), diastdlica (PAD), sistolica (PAS) e frequéncia
cardiaca (FC) de animais jovens e adultos, que foram mantidos em isolamento social
por trés semanas durante a adolescéncia. *P<0.05 vs respectivo controle, ANOVA

bifatorial acompanhado do teste post hoc de Bonferroni.



A anadlise dos parametros basais de frequéncia cardiaca n&o indicou efeito do

isolamento (F(1,25=0.2, P>0.05) e da idade (F(1,25=0.02, P>0.05) (Figura 2 e Tabela 2).

5.3 Efeito imediato e tardio do isolamento social durante a adolescéncia sobre a
resposta bradicéardica e taquicardica do barorreflexo.

A andlise do ganho da resposta bradicardica desencadeada por
aumento da pressdo arterial indicou significante efeito do isolamento (F125=12,
P<0.002), porém sem efeito da idade (F(125=0.1, P>0.05). Teste post-hoc indicou que o
isolamento social durante a adolescéncia aumentou o ganho da resposta bradicardica
do barorreflexo nos animais jovens (P<0.05) e adultos (P<0.05), quando comparado

com os respectivos grupos controle (Figura 3 e Tabela 3).

A analise da resposta maxima de bradicardia também indicou efeito
do isolamento (F(125=18, P<0.0003), porém sem efeito da idade (F125=0.1, P>0.05).
Teste post-hoc indicou que o isolamento social durante a adolescéncia aumentou a
resposta maxima de bradicardia nos animais jovens (P<0.05) e adultos (P<0.01),

quando comparado com os respectivos grupos controle (Figura 3 e Tabela 3).
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Figura 3 - (Superior) Andlise de regressao linear do barorreflexo

correlacionando variagdes da pressao arterial média (APAM) com a resposta reflexa de
frequéncia cardiaca (AFC) em animais jovens e adultos, que foram mantidos em
isolamento social por trés semanas durante a adolescéncia. (Inferior) Inclinacdo das
curvas de regressao linear (Ganho) e resposta maxima de frequéncia cardiaca (AFC)
durante elevacao da pressao arterial em animais jovens e adultos, que foram mantidos
em isolamento social por trés semanas durante a adolescéncia.



Tabela 3 — Inclinagdo das curvas de regressao linear para a resposta bradicardica
(ganho bradicardia) e taquicardica (ganho taquicardia) do barorreflexo e bradicardia
(bradicardia maxima) e taquicardica (taquicardia maxima) reflexa maxima em animais
jovens e adultos, que foram mantidos em isolamento social por trés semanas durante a
adolescéncia.

Ganho Bradicardi Ganho Taquicardia
Group bradicardia ~ amaxima taquicardia maxima
(bpm/mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) (bpm)
Jovens
Controle -1.0£0.2 -44+5 -2.0£0.2 8119
Isolado -1.61£0.2* -65+5* -2.9+0.2* 117+6*
Adultos
Controle -1.0+0.1 -36+3 -1.910.3 7218
Isolado -1.5+0.1* -5916* -2.0£0.2 7215

Valores s&o a média £+ EPM
* P<0.05 vs respectivo controle. ANOVA bifatorial acompanhado do teste post hoc

de Bonferroni.



A anadlise do ganho da resposta taquicardica desencadeada por
redugdo da pressdo arterial indicou significante efeito do isolamento (F1 25=5, P<0.03) e
da idade (F(1,25=5, P<0.03), porém sem interacdo entre os fatores (F(25=1, P>0.05).
Teste post-hoc indicou que o isolamento social durante a adolescéncia aumentou o
ganho da resposta taquicardica do barorreflexo nos animais jovens (P<0.05), e o efeito
foi revertido nos ratos adultos apds ressocializagdo dos animais (P>0.05) (Figura 4 e

Tabela 3).

A analise da resposta maxima de taquicardia também indicou efeito
do isolamento (F1,25=6, P<0.02) e da idade (F1,25=14, P<0.001), porém sem interagdo
entre os fatores (Fz25=1, P>0.05). Teste post-hoc indicou que o isolamento social
durante a adolescéncia aumentou a resposta maxima de taquicardia nos animais jovens
(P<0.01), e o efeito foi revertido nos ratos adultos apds ressocializagdo dos animais

(P>0.05) (Figura 4 e Tabela 3).
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Figura 4 - (Superior) Andlise de regressao linear do barorreflexo

correlacionando variagdes da pressao arterial média (APAM) com a resposta reflexa de
frequéncia cardiaca (AFC) em animais jovens e adultos, que foram mantidos em
isolamento social por trés semanas durante a adolescéncia. (Inferior) Inclinagdo das
curvas de regressao linear (Ganho) e resposta maxima de frequéncia cardiaca (AFC)
durante redugado da pressao arterial em animais jovens e adultos, que foram mantidos
em isolamento social por trés semanas durante a adolescéncia. *P<0.05 vs respectivo
controle, ANOVA bifatorial acompanhado do teste post hoc de Bonferroni.



VI. DISCUSSAO

A questdo do estresse psicossocial na patogénese da hipertensao
tem sido sujeito de intensa discussdo na literatura médica (ROZANSKI et al, 1999;
GRIPPO, 2009). No presente estudo, foi observado que o isolamento social dos
animais durante a adolescéncia causou aumento significativo da pressao arterial. Este
resultado corrobora dados prévios da literatura mostrando que o isolamento social
aumenta a pressao arterial sistélica (GARDINER; BENNETT, 1983; CARLIER et al,
1988; MASLOVA et al, 2010). Outro estudo nao observou efeito do isolamento social
por oito dias sobre a pressao arterial (BLANC et al, 1997). Diferengas no protocolo
experimental podem explicar a diferenga. Além disso, o isolamento social foi realizado
em animais adultos. Tem sido proposto que as alteragbes comportamentais e
fisiologicas associadas com o isolamento social em ratos s6 sdo completamente
observadas quando o procedimento € iniciado na primeira semana apos o desmame
(dia pos-natal 21-28), e ndo sao totalmente observados em animais adultos (FONE;

PORKESS, 2008).

Interessantemente, o efeito do isolamento social sobre a presséo
arterial foi revertido apds a ressocializacdo dos animais. Este dado contrasta com
resultados de Maslova e colaboradores (2010), que relataram que o aumento na
pressao arterial sistolica apos isolamento social durante a adolescéncia persistiu até a
fase adulta. Diferengas nos procedimentos experimentais podem explicar as diferencgas.
No estudo por Maslova e colaboradores (2010) a pressao arterial sistolica foi medida

em animais anestesiados usando um método esfigmografico indireto.



Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no aumento da pressao
arterial induzido pelo isolamento social ndo estao totalmente esclarecidos. No presente
estudo, nds investigamos o possivel envolvimento de alteragcbes na frequéncia cardiaca
basal e na atividade do barorreflexo. Aumento na frequéncia cardiaca de repouso tem
sido descrito em humanos com transtornos afetivos e em modelos animais de
depresséao (PITZALIS et al, 2001; GRIPPO et al, 2002). No entanto, o isolamento social
nao alterou os parametros basais de frequéncia cardiaca. Este dado contrasta com
resultados prévios que relataram taquicardia de repouso apds quatro semanas de
isolamento em Prairie vole fémeas adultas (GRIPPO et al, 2007), um roedor altamente
sensivel ao isolamento social. Os autores reportaram no mesmo estudo que o aumento
na frequéncia cardiaca decorre de uma simpatoexcitacdo cardiaca associada a uma
diminuicdo no ténus vagal. Diferencas na espécie utilizada e no protocolo de isolamento
podem explicar as diferengas entre nossos dados e estes resultados prévios. De
qualquer maneira, os dados do presente estudo sugerem que o0 aumento na pressao
arterial ndo decorre de alteragdes cronotropicas cardiacas.

Alteragdes na atividade do barorreflexo tém sido propostas como um
mecanismo fisiopatoldgico envolvido no desenvolvimento da hipertensao (GRASSI et al,
2006). Neste sentido, diminuicdo na atividade do barorreflexo tem sido relatado em
humanos hipertensos e em modelos animais de hipertensdao (IRIGOYEN; KRIEGER,
1998; GRASSI et al, 2006). Além disso, alteragdes na atividade do barorreflexo tém
sido relatadas em humanos com transtornos afetivos (PITZALIS et al, 2001; GRIPPO,
2009). Do nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a investigar o efeito do
isolamento social sobre a atividade do barorreflexo. No6s observamos aumento na

resposta bradicardica desencadeada pelo aumento na pressao arterial associada a



infusdo de fenilefrina, bem como na resposta taquicardica induzida por queda na
pressao arterial associada a infusdo de nitroprussiato de sodio. Considerando o
possivel envolvimento de comprometimentos na atividade do barorreflexo na
patogénese da hipertensdo, os nossos resultados ndo suportam o envolvimento de
alteracbes no controle barorreflexo da frequéncia cardiaca no aumento da pressao
arterial desencadeado pelo isolamento social. No entanto, nossos dados sugerem uma
facilitacdo nas respostas cardiacas reflexas apds o isolamento social. N6és também
observamos que o efeito sobre a resposta taquicardica do barorreflexo foi revertido
apods ressocializagdo dos animais. Por outro lado, o isolamento social durante a
adolescéncia causou alteragdes a longo prazo na bradicardia reflexa, que foi observada
apos ressocializagdo dos animais.

As respostas bradicardicas e taquicardicas do barorreflexo s&o
principalmente mediadas por aumento na atividade parassimpatica e simpatico
cardiaca, respectivamente (HEAD; McCARTY, 1987; CRESTANI et al, 2010a, 2010b).
Deste modo, nossos dados sugerem que o isolamento social facilita as respostas
simpaticas e parassimpaticas do barorreflexo. Aumentos no controle parassimpatico
cardiaco e na resposta bradicardica do barorreflexo tem sido proposto ser um fator
protetor para o organismo (DE FERRARI et al, 1992; SCHWARTZ et al, 1992;
BILLMAN, 2002). No entanto, facilitacao da atividade simpatica cardiaca predispde a
ocorréncia de arritmias, insuficiéncia cardiaca e isquemia do miocardio, o que pode
levar a morte subita (DYER et al, 1980; CARNEY et al, 1993; PALATINI; JULIUS, 1997;
BILLMAN, 2002).

As alteragdes no controle reflexo da frequéncia cardiaca podem

envolver modificagcbes nos componentes aferente, central e eferente do barorreflexo.



Foi relatado que o isolamento social por 9 semanas iniciado apés o desmane causou
alteragcbes na expressdo de canais de potassio-voltagem dependentes do tipo Eg1 e
Eg2 no tronco cerebral e em estruturas prosencefalicas limbicas (MARTIN et al, 2010).
Regides no tronco cerebral e estruturas limbicas estdo envolvidas no controle
barorreflexo da frequéncia cardiaca (DAMPNEY, 1994; NOSAKA, 1996; RESSTEL;
CORREA, 2006). Deste modo, reducdo na expressdo de canais de potassio pode
alterar a excitabilidade neural nestas regides e afetar a atividade do barorreflexo.
Estudos prévios relataram alteragdo no balango autbnomo cardiaco apds quatro
semanas de isolamento social em Prairie vole fémeas adultas (GRIPPO et al, 2007). Foi
relatado aumento na atividade simpatica e redugédo no componente vagal cardiaco
(GRIPPO et al, 2007). A facilitagdo simpatica pode explicar o aumento na resposta
taquicardica do barorreflexo observado no presente estudo apds o isolamento social.

Nés observamos que o peso corporal dos animais isolados foi menor
apos o protocolo de isolamento social. Estudos prévios apresentam dados controversos
sobre o efeito do isolamento social sobre a ingestao alimentar e o ganho de peso em
animais. Alguns estudos relatam auséncia de efeito (GRIPPO et al, 2007; FONE;
PORKESS, 2008; RYU et al, 2009; MASLOVA et al, 2010), ao passo que outros tem
observado aumento na ingestado alimentar e no ganho de peso (PEREZ et al, 1997;
NAKHATE et al, 2011). As razbes para a discrepancia nao estao claras, mas podem
resultar de diferencas no tempo de isolamento, na espécie utilizada ou na utilizagao de
animais jovens ou adultos.

Estudos tem demonstrado redu¢do no consumo caldrico e no ganho
de peso durante protocolos de estresse crénico, como o estresse por restrigao repetido

e o estresse variavel (MARTI et al, 1994; CHOI et al, 2008). Deste modo, o isolamento



social pode ter produzido um estresse psicoldgico crénico nos animais, o que reduziu o
ganho de peso. Esta ideia é reforcada por dados mostrando aumento nos niveis
plasmaticos do horménio adrenocorticotréfico e de glicocorticoides apds o isolamento
social (WEISS et al, 2004; HEIDBREDER et al, 2000). O isolamento social altera varios
mecanismos neuroquimicos no sistema nervosa central em regides envolvidas na
regulagdo da ingestao alimentar (FONE; PORKES, 2008), o que pode explicar a
alteracao no peso corporal observada no presente estudo.

A ressocializagcdo dos animais nao reverteu o efeito do isolamento
social sobre o peso corporal. Alguns dados tem sugerido que o reagrupamento dos
animais ap6s um periodo de isolamento reduz a ingestdo alimentar e pode afetar o
peso corporal (LOPAK; EIKELBOOM, 2000, 2004). No entanto, a diferenga no peso
corporal entre os grupos controle e isolados imediatamente apdés o protocolo de
isolamento e apds a ressocializagao sao similares (27g vs 22g), o que sugere que as
diferencas apds a ressocializacdo decorrem de alteragdes durante o protocolo de

isolamento social.



VIl. CONCLUSOES

O presente estudo fornece evidéncias de como o ambiente social em periodos
iniciais da vida interfere com a fungao fisioldgica do organismo. Os nossos resultados
sugerem que a auséncia crbnica de interacdo social durante a adolescéncia induz
alteracdes relevantes na funcao cardiovascular, e algumas dessas alteragbes nédo sao
revertidas na fase adulta apos ressocializagcédo. As alteragdes reportadas no presente

estudo incluiram:

1. Reducdo no peso corporal apds periodo de isolamento social. O efeito do

isolamento sobre o peso corporal ndo foi revertida apds ressocializacdo dos animais.

2. Os animais criados isoladamente apresentaram aumento nos parametros basais
de pressao arterial. No entanto, a pressao arterial retornou para os parametros normais

apos ressocializagcao dos animais.

3. A manutencdo dos animais em ambiente individual facilitou o controle
barorreflexo da frequéncia cardiaca. Foi observado aumento na resposta taquicardica
reflexa decorrente de redugdes na pressao arterial, bem como na resposta bradicardica
do barorreflexo observada durante aumentos na pressao arterial. Este efeito sobre a
bradicardia reflexa foi observado mesmo apés ressocializagdo dos animais. Facilitacdo
da resposta taquicardica do barorreflexo pode predispor o organismo a ocorréncia de

problemas cardiacos. No entanto, este efeito é revertido apds ressocializagao.



Os efeitos do isolamento social sobre a funcdo cardiovascular sdo similares
aqueles observados apds exposicdo a outros protocolos de estresse psicologico
cronico. Deste modo, este modelo pode ser relevante para o estudo de patologias

cardiovasculares associadas ao estresse psicossocial.
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