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RESUMO 
 

A tecnologia quimiogenética de Receptores projetados ativados exclusivamente por 

medicamentos projetados (DREADD) foi utilizada para silenciamento neuronal induzido por 

Clozapina-N-Óxido (CNO). Foram utilizados DREADD+ que é DREADD hM4D Gi-acoplado, 

fundido com mCherry sob o controle do promotor CaMKIIa (neurônio glutamatérgico) e 

DREADD- que é a proteína verde fluorescente sob controle do promotor CaMKIIa. Os 

resultados demonstraram que os animais DREADD+ tratados com veículo e submetidos ao 

estresse crônico de restrição repetido (CRS) apresentaram um aumento na PAM basal sem 

alterações na FC basal quando comparados com os animais que não foram estressados (naive). Os 

animais DREADD+ tratados com veículo ou CNO e submetidos ao CRS não apresentaram alterações 

nas atividades simpática e parassimpática cardíacas, e na FC intrínseca quando comparados com os 

animais naive. Além disso, os animais DREADD- tratados com veículo ou CNO e submetidos ao 

estresse agudo de restrição (RS) não apresentaram alterações na PAM e FC basais, atividades simpática 

e parassimpática cardíacas, e na FC intrínseca quando comparados com os animais naive. Os resultados 

mostraram também que os o animais DREADD+ tratados com veículo e que foram submetidos 

ao CRS apresentaram um aumento do tempo de permanência no centro da arena no teste do 

campo aberto bem como um queda do tempo na periferia da arena, sugerindo um efeito do tipo 

ansiolítico nos animais cronicamente estressados. O tratamento com CNO nos animais 

DREADD+ que foram submetidos ao CRS reverteu esse efeito no teste do campo aberto, 

sugerindo que a neurotransmissão glutamatérgica do hipocampo ventral (HV) medeia esse 

efeito do tipo ansiolítico nos animais cronicamente estressados. Os animais DREADD+ tratados 

com veículo ou CNO que foram submetidos ao CRS não apresentaram alterações no teste do 

labirinto em cruz elevado (LCE), no teste de esguicho de sacarose ou no teste do nado forçado 

(TNF) quando comparados com os animais naive. Os dados do presente estudo mostraram 

também que os animais DREADD- tratados com veículo e submetidos ao RS apresentaram uma 

redução no número de entradas nos braços abertos no teste do LCE quando comparados com os 

animais naive, sugerindo um efeito do tipo ansiogênico nos animais agudamente estressados. Os 

animais DREADD- tratados com veículo ou CNO submetidos ao RS não apresentaram 

alterações dos testes do campo aberto, do esguicho de sacarose e no TNF quando comparados 

com os animais naive. Diante dos presentes resultados, pode-se concluir que a neurotransmissão 

glutamatérgica do HV tem um papel facilitatório do efeito ansiolítico induzido pelo CRS. Além 

disso, também pode-se concluir que o estresse crônico causa um aumento da PAM basal e o 

estresse agudo causa um efeito do tipo ansiogênico. 



 
 

Palavras-chave : estresse de restrição; hipocampo; glutamato; DREADD. 



 
 

ABSTRACT 

 

Designed Receptors Exclusively Activated by Designed Drugs – DREADD’s chemogenetic 

technology was used for neuronal silencing induced by Clozapine-N-Oxide (CNO). DREADD+ 

which is Gi-coupled DREADD hM4D fused with mCherry under the control of the CaMKIIa 

promoter (glutamatergic neuron) and DREADD- which is the green fluorescent protein under control 

of the CaMKIIa promoter. The results showed that vehicle-treated DREADD+ animals that were 

submitted to repeated chronic restraint stress (CRS) showed an increase baseline MAP without 

changes in baseline HR when compared to animals that were not stressed (naive). Vehicle or CNO- 

treated DREADD+ animals that were submitted to CRS showed no changes in cardiac sympathetic 

and parasympathetic activities, and intrinsic HR when compared to naive animals. Besides, Vehicle 

or CNO-treated DREADD- animals that were submitted to acute restraint stress (RS) showed no 

changes in baseline MAP and HR, cardiac sympathetic and parasympathetic activities, and intrinsic 

HR when compared to naive animals. Vehicle-treated DREADD+ animals that were submitted to 

CRS showed an increase the time spent in the center of the arena as well as a drop in the time spent 

in the periphery of the arena, both observed in the open field test (OFT), suggesting an anxiolytic- 

like effect in chronically stressed animals. CNO treatment in DREADD + animals that underwent 

CRS reversed that effect, suggesting that ventral hippocampus (HV) glutamate neurotransmission 

mediates that anxiolytic-like effect in chronically stressed animals. Vehicle or CNO-treated 

DREADD+ animals that were submitted to CRS showed no changes in the elevated plus maze test 

(EPM) in the Splash test or Forced Swimming test (FST) when compared to naive animals. Data from 

the present study also showed that Vehicle-treated DREADD- animals submitted to RS showed a 

decrease in the number of open arm entries in the EPM test when compared to naive animals, 

suggesting an anxiogenic-like effect in acutely stressed animals. Vehicle-treated DREADD- animals 

submitted to RS showed no changes in OFT, Splash test and FST when compared to naïve animals.  

Given the present results, it can be concluded that the HV glutamate neurotransmission plays a 

facilitatory role in the anxiolytic-like effect induced by CRS. Furthermore, it can also be concluded 

that chronic stress causes an increase in baseline MAP and acute stress causes an anxiogenic-like 

effect. 

 
Keywords: restraint stress; glutamatergic neuron, hippocampus, DREADD. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

O estresse emocional é uma condição inevitável que causa desequilíbrio fisiológico e 

psicológico no corpo (AMIN et al., 2015). As informações relacionadas ao estresse de todos os 

principais sistemas sensoriais são transportadas para o sistema nervoso central (SNC), que 

recruta sistemas neurais e neuroendócrinos para gerar uma resposta. Esta resposta fisiológica 

ao estresse envolve um conjunto eficiente de sistemas (ULRICH; HERMAN, 2009) que 

promovem ajustes fisiológicos, incluindo alterações neuroendócrinas (por exemplo, ativação do 

eixo hipotálamo- hipófise-adrenal - HPA) e cardiovasculares (por exemplo, aumento da pressão 

arterial- PA e frequência cardíaca-FC) desencadeados durante situações aversivas. 

(CRESTANI, 2016; DAMPNEY, 2015; ULRICH; HERMAN, 2009) 

A exposição repetida a estímulos estressantes desencadeia uma série de adaptações 

fisiológicas (HERMAN, 2013) (por exemplo reduções das respostas cardiovasculares e do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal - HPA ) que atuam de forma conjunta para limitar os impactos 

negativos da resposta ao estresse (GIROTTI et al., 2006; HERMAN, 2013), reduzindo o risco 

cardiovascular e o desenvolvimento de processos inflamatórios. Além disso, a elevada 

sinalização do feedback negativo exercido pelos glicocorticóides em estruturas límbicas como 

hipocampo (HERMAN, 2013) atuam no intuito de conter a ativação do eixo HPA. É também 

possível que a habituação do estresse seja mediada por alterações funcionais e estruturais em 

regiões envolvidas com a resposta ao estresse, uma vez que, por exemplo, a exposição a 

estressores induz remodelamento dendrítico em células piramidais hipocampais e diminuição 

da neurogênese no giro denteado do hipocampo de animais experimentais (MAGARIÑOS et 

al., 1997; GOULD, 1999), podendo impactar a regulação das respostas fisiológicas e 

comportamentais ao estresse. 

O estresse agudo por restrição é um modelo de estresse não-condicionado e inescapável 

que causa respostas neuroendócrinas e autônomas caracterizadas por elevação nos níveis 



15 
 

plasmáticos de glicocorticoides, aumento da PA e FC, modulação da atividade do barorreflexo 

e redução da temperatura cutânea, nas quais são mantidas durante todo o período de estresse. 

(BARRON; VAN LOON, 1989; CRESTANI et al., 2010). Adicionalmente, o estresse por 

restrição desencadeia consequências emocionais retardadas caracterizadas por efeito do tipo 

ansiogênico (HARTMANN et al., 2019; BUSNARDO et al., 2019). Estudos prévios têm 

demonstrado a participação do hipocampo na modulação de respostas fisiológicas e 

comportamentais induzidas por estresse agudo de restrição (HARTMANN et al., 2019; 

MORAES et al., 2014; SCOPINHO et al., 2013) . No entanto, pouco se sabe sobre a 

participação dessa estrutura na modulação das repostas ao estresse crônico repetido, em especial 

sobre as consequências relacionadas as respostas autonômicas. 

Diante das evidências acima, o presente projeto tem por hipótese que a neurotransmissão 

glutamatérgica do hipocampo ventral (HV) participa das respostas comportamentais 

relacionadas ao estresse crônico repetido (Figura 1). 

Para isso, utilizamos a tecnologia quimiogenética com a aplicação de receptores 

projetados ativados exclusivamente por drogas projetadas (DREADDs), que permitiu a 

inativação de tipos específicos de neurônios, no caso, neurônios glutamatérgicos. 

A tecnologia DREADD representa uma nova ferramenta capaz de modular in vivo a 

sinalização da maior classe de receptores, os receptores acoplados a proteína G (GPCRs) 

(CURADO, 2017). Os DREADDs são receptores muscarínicos mutados que perderam a sua 

capacidade de resposta a seus ligantes endógenos ou sintéticos, e que podem ser ativados com 

alta potência e eficácia por um ligante farmacologicamente inerte, a Clozapina N-Óxido (CNO) 

(WESS et al., 2013). 

O DREADD hM4Di viralmente traduzido é um receptor mutado a partir do receptor 

muscarínico do tipo M4 que está acoplado a uma proteína G inibitória (Gi) (WESS et al., 

2013).O silenciamento neuronal mediado pelo hM4Di envolve a ativação mediada pela Gβγ dos 



16 
 

canais de potássio (K +) retificadores de influxo sensíveis a proteína G (GIRK), levando a 

hiperpolarização (WESS et al., 2013). 

 

 
Figura 1. Hipótese do projeto: A neurotransmissão glutamatérgica do hipocampo ventral (HV) participa 

da modulação das respostas autonômicas basais e comportamentais induzidas pelo estresse crônico de 

restrição (CRS). Imagem criada pelo BioRender. 
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2. REVISAO DA LITERATURA 

 
2.1 Estresse 

 
 

O estresse é fundamental para sobrevivência do indivíduo, e os sistemas biológicos 

sofisticados sofreram evolução com o intuito de se ajustar e lidar eficientemente com ele. 

(MOBERG, 1985). Portanto, o estresse construtivo também chamado de “eustress” atua de 

maneira positiva, em que o indivíduo está em equilíbrio ou dentro de limites toleráveis 

(VENKATESH, 2015) . No entanto, quando está fora dos limites toleráveis, o estresse 

excessivo pode levar a sobrecarga mental e física do indivíduo, tornando-se um estresse 

negativo também denominado de “distress”(VENKATESH, 2015). 

 

O estresse emocional é uma condição inevitável que causa desequilíbrio fisiológico e 

psicológico no corpo (AMIN et al., 2015). Hans Hugo Bruno Seyle definiu o estresse biológico 

como “a resposta neuroendócrina não específica do corpo” - nomeado inicialmente como 

Síndrome Geral de Adaptação - que envolve três estágios progressivos: 1. Reação de Alarme 

na qual o organismo reage produzindo e liberando adrenalina, noradrenalina e glicocorticóides; 

2. Resistência, caracterizada pela adaptação, o corpo aprende a lidar eficientemente com o agente 

estressor e 3. Exaustão caracterizado por um esgotamento das reservas de energia e a perda da 

capacidade adaptativa, levando a fadiga ou doenças relacionadas ao estresse. (SELYE, 1946). 

A sobrevivência e a adaptação de todas as espécies às situações de estresse requerem 

um adequado e coordenado conjunto de respostas fisiológicas (CRESTANI, 2016; STERLING, 

2012; ULRICH; HERMAN, 2009). 

As informações relacionadas ao estresse de todos os principais sistemas sensoriais são 

transportadas para o sistema nervoso central (SNC), que recruta sistemas neurais e 

neuroendócrinos para gerar uma resposta e essas respostas fisiológicas ao estresse são geradas a 

partir de alterações na atividade autônoma, neuroendócrina e imunológica (CRESTANI, 2016; 

MCEWEN, 2017; ULRICH; HERMAN, 2009). 

O estresse pode ser dividido de forma duração-dependente em agudo (curto prazo) e 
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crônico (longo prazo), em que no estresse agudo, há uma ativação sem precedente à um estímulo 

aversivo e os conflitos são curtos e de intensidade exacerbada (RIVERA, 2002) . No estresse 

crônico, uma ativação frequente e/ou prolongada ocorre durante a exposição repetida a uma 

mesma (estresse homotípico) ou distintas (estresse heterotípico) situações aversivas, ou seja, 

em longo prazo a exposição repetida a agentes estressores pode levar a danos teciduais e 

desenvolvimento ou agravamento de doenças ou ainda levar à uma adaptação do organismo 

frente ao estresse (DANESE; MCEWEN, 2012; HERMAN, 2013) que vão depender da 

cronicidade, severidade, controlabilidade e previsibilidade do estresse (HERMAN, 2013). 

 

O estresse por restrição é um modelo de estresse não-condicionado e inescapável bem 

aceito na literatura no qual consiste em colocar o animal em um tubo cilíndrico de contenção 

(BARRON; VAN LOON, 1989). Este modelo causa respostas neuroendócrinas e autônomas 

caracterizadas por elevação nos níveis plasmáticos de glicocorticoides, aumento da pressão 

arterial (PA) e frequência cardíaca (FC), modulação da atividade do barorreflexo e redução da 

temperatura cutânea, nas quais são mantidas durante todo o período de estresse (BARRON; 

VAN LOON, 1989; CRESTANI et al., 2010). Adicionalmente, o estresse por restrição 

desencadeia consequências emocionais retardadas caracterizadas por efeito do tipo ansiogênico 

(BUSNARDO et al., 2019; HARTMANN et al., 2019). 

O estresse crônico de restrição induz também comportamento do tipo depressivo e 

redução nos níveis plasmáticos de corticosterona e hormônio adrenocorticotroina (ACTH), 

déficits de aprendizado e memória e danos neuronais em estruturas cerebrais como hipocampo 

(CHIBA et al., 2012; HUANG et al., 2015; MOGRABI et al., 2020; NEWSON et al., 2013) . 

 

 
2.2. Estresse, Hipocampo e Glutamato 

 
 

O hipocampo está localizado na base do lobo temporal medial e estende-se ao longo de 

um eixo dorsoventral em roedores, correspondendo a um eixo posterior-anterior em humanos 

(STRANGE et al., 2014) . O hipocampo, propriamente dito, é caracterizado por várias regiões 
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distintas em mamíferos, incluindo áreas chamadas de Campos do Corno de Ammon (CA1, CA2, 

CA3 E CA4). O hipocampo, o Giro Denteado (DG), os Córtex Entorrinal e Subcular constituem 

a formação hipocampal. O hipocampo apresenta conectividade com múltiplas estruturas 

subcorticais como o Septo Lateral (LS), o Núcleo Accumbens (NAc), a amigdala e hipotálamo, 

que estão envolvidos em respostas comportamentais, endócrinas e autonômicas. (FARES et al., 

2019; GIAP et al., 2000). 

O hipocampo, quando visto em cortes sagitais, assume a forma de um “C” invertido em 

roedores e pode ser funcionalmente dividido em hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV). (Figura 

2) (PENTKOWSKI et al., 2006), na qual na qual o HV está predominantemente associado ao 

estresse, emoções e afeto e o HD desempenha principalmente funções cognitivas como 

aprendizado espacial e memória contextual (FANSELOW; DONG, 2010). 

 
 

A B 

 
 
 
 

 

Figura 2: A. Representação esquemática comparando as principais estruturas do sistema límbico de 

roedores, destacado em rosa a localização do hipocampo (hipp). Fonte: adaptada (SOKOLOWSKI; 

CORBIN, 2012). 

B. Representação esquemática das sub-regiões hipocampo dorsal (acima) e hipocampo ventral 

(abaixo), em roedores. Fonte: adaptada (KISHI, 2006; STRANGE, 2014). 

 
O hipocampo possui grande densidade de receptores para glicorticóides (GCs) que, 

quando ativados desempenham um papel importante na resposta ao estresse, regulando a 

atividade do eixo HPA (HERMAN, 2013) . Tem sido demonstrado que estruturas límbicas 

como o hipocampo estão implicadas em conter a ativação do eixo HPA através de um 
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mecanismo de feedback negativo onde os glicocorticóides liberados na circulação por situações 

estressantes vão ativar receptores de glicocorticóides e mineralocorticóides nas estruturas 

límbicas promovendo inibição do eixo HPA (HERMAN, 2013). 

O eixo HPA constitui um dos principais sistemas endócrinos que mantem a homeostase 

do organismo em situações de desafio ou estresse. O principal hormônio que atua na resposta 

do estresse é o cortisol (em humanos), e corticosterona (em roedores) que é liberado na corrente 

sanguínea e vai agir sobre diversos órgãos e tecido ( VON WERNE et al., 2012). 

Quando o organismo sofre um estímulo estressante, o eixo HPA é ativado, o núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVN) secreta o fator liberador de corticotrofina (CRH) que 

estimula a síntese e liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela hipófise anterior 

que estimula a síntese de glicocorticoides (GCs) pelo córtex da glândula adrenal na circulação 

sanguínea. (LÓPEZ et al., 1999). Como mencionado anteriormente, para que os níveis de GCs 

sejam regulados, existe um controle de feedback negativo, fundamental para o estabelecimento 

de concentrações basais dos hormônios quando o eixo é ativado intensamente durante uma 

situação estressante restabelecendo a homeostase (HERMAN; CULLINAN, 1997). 

Por outro lado, a exposição a estressores pode induzir alterações morfológicas como 

remodelamento dendrítico das células piramidais hipocampais e diminuição da neurogênese no 

Giro Denteado do hipocampo que podem ser mediadas por aumento de GCs que teria um efeito 

neurotóxico no hipocampo, predispondo ao desenvolvendo de transtornos psicológicos como 

depressão (BAIN et al., 2004; JOCA et al., 2007). Portanto, tem sido sugerido que os 

glicocorticóides estão envolvidos na supressão da neurogênese, levando ao encolhimento do 

GD (CAMERON; GOULD, 1994). No entanto, o papel exato dos glicocorticóides na 

neurogênese do hipocampo ainda é controverso, pois durante a experiência sexual, o alto nível 

de glicocorticóides mostrou aumentar a neurogênese (LEUNER et al., 2010). 

Estudos neuroquímicos e eletrofisiológicos mostram que o processo de neurogênese no 

hipocampo gera uma série de neurônios funcionais e integrados aos circuitos hipocampais e que 

esses neurônios poderiam repor a perda de outros neurônios, conferindo maior plasticidade ao 
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hipocampo (JOCA et al., 2003). Os novos neurônios são mais susceptíveis a sofrerem 

potencialização de longa duração no hipocampo (LTP -Long-Term Potentiation), um fenômeno 

relacionado ao aprendizado e à memória. 

O aprendizado de novas tarefas facilita a neurogênese, enquanto seu bloqueio prejudica 

o aprendizado em tarefas que dependem do hipocampo. Situações de estresse poderiam, por 

inibir a neurogênese (JOCA et al., 2003; SIQUEIRA-BATISTA; ANTONIO, 2008). 

O sistema glutamatérgico hipocampal tem papel fundamental nos processos envolvendo 

plasticidade neuronial (neurogênese, remodelação dendrítica e potencialização de longa 

duração), possivelmente atuando de forma sinérgica com os glicocorticóides (JOCA et al., 

2003; MCEWEN., 2000). O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais abundante do 

SNC, e participa de múltiplas vias de controle das funções cardiovasculares, neuroendócrinas, 

metabólicas e comportamentais (ZHOU; DANBOLT., PADOVAN et al., 2000; BUSNARDO 

et al., 2013, CAMPOS; RITTER, 2015). 

O glutamato é liberado pelos neurônios do hipocampo e se liga a receptores de glutamato 

presentes em neurônios pós-sinápticos, desencadeando um influxo de íons que pode levar à 

despolarização e à ativação desses neurônios. Existem vários tipos de receptores de glutamato 

no hipocampo, incluindo receptores ionotrópicos ionotrópicos N- metil-D-aspartato (NMDA), 

Amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolproprionato (AMPA) e kainato e receptores 

metabotrópicos (ligados a proteína G). Os receptores NMDA são particularmente importantes 

para a plasticidade sináptica de longa duração, que é considerada a base neural da aprendizagem 

e da memória (LIU et al., 2022). 

De acordo com Hagena e colaboradores, a relação entre os receptores de glutamato e a 

plasticidade sináptica no hipocampo em ratos sugere que a plasticidade sináptica depende de 

NMDA e é essencial para a formação de memória e aprendizagem, em resumo, o glutamato 

desempenharia um papel fundamental na formação do hipocampo (HAGENA et al., 2016). 

Adicionalmente, estudos pré-clínicos indicaram que o tratamento repetido com 

antagonistas dos receptores glutamatérgicos NMDA possui propriedades antidepressivas 
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em diferentes modelos animais (BERMAN et al., 2000; PETRIE et al., 2000; SOFIA; 

HARAKAL., 1975; TRULLAS; SKOLNICK., 1990) e evidências apontam o hipocampo como 

um alvo importante para ação desses fármacos (JOCA et al., 2007). Corroborando com esses 

dados, estudos comportamentais mostram que o tratamento crônico com antidepressivos reduz 

a liberação de glutamato nos sinaptossomas do hipocampo, desregula os receptores NMDA e 

diminui a responsividade ao glutamato, sugerindo o envolvimento do sistema glutamatérgico 

do hipocampo na neurobiologia dos distúrbios relacionados ao estresse (BONANNO et al., 

2005; BOYER et al., 1998; ZAHORODNA; BIJAK., 1999). 

 

 

2.3. Modelos Animais 

 
A utilização de modelos animais na pesquisa básica para investigar os aspectos 

fisiológicos e comportamentais dos transtornos mentais representa uma ferramenta fundamental 

para o entendimento de mecanismos subjacentes às alterações clínicas observadas, auxilia na 

elaboração de possíveis alvos terapêuticos, além de representar uma importante base para a 

identificação de fatores que contribuem para a vulnerabilidade ou resiliência individual 

(GIRARDI, 2013). 

Em modelos animais, diversos protocolos tem sido utilizados onde testes 

comportamentais são amplamente utilizados na investigação de doenças mentais, , por exemplo 

Teste do Campo Aberto e o Teste de Labirinto em Cruz Elevado para estudo de comportamentos 

relacionados à ansiedade, e o Esguicho de Sacarose e o Teste do Nado forçado para estudo de 

comportamentos relacionados à depressão. 

No Campo Aberto, geralmente avalia-se o comportamento exploratório em um ambiente 

desconhecido. Além de medir a ambulação geral, pode-se também comparar a exploração em 

diferentes regiões da arena. Os roedores tendem a permanecer na zona periférica, que é uma 

zona protegida pelas paredes. Drogas ansiolíticas tendem a aumentar a exploração da região 
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central. As manipulações que diminuem a ambulação total, ou aumentam a permanência na 

periferia em relação a animais controle são consideradas ansiogênicas (CRAWLEY; 

GOODWIN., 1980). 

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um teste que permite avaliar o comportamento 

tipo ansiogênico em roedores. O labirinto consiste em uma plataforma em formato de cruz, 

elevada do solo a geralmente 50 cm, com dois braços protegidos por paredes altas e dois braços 

abertos. O animal é colocado no centro do labirinto e deixado para exploração livre por, 

geralmente, 5 minutos. Os roedores expressam uma preferência pelos compartimentos 

protegidos, porém, também exploram os braços abertos, considerados mais aversivos, com uma 

menor frequência. Consideram-se ansiolíticas as manipulações (comportamentais ou 

farmacológicas) que provocam aumento na exploração (número de entradas e/ou tempo de 

permanência) dos braços abertos e ansiogênicas as manipulações que provocam diminuição na 

exploração dos braços abertos, em relação a indivíduos controle (PELLOW et al., 1985). 

O Teste do Nado Forçado (TNF) baseado no modelo ou paradigma de “desemparo 

comportamental” (PORSOLT et al., 1977), o teste de nado forçado é um teste comportamental 

empregado na avaliação de fármacos com potencial atividade antidepressiva (BORSINI et al., 

1989; DAL-ZOTTO et al., 2000; DETKE et al., 1997; PORSOLT et al., 1977; KITAMURA et 

al., 2004). Neste teste, roedores são expostos a uma situação supostamente aversiva: nadar em 

um tanque cilíndrico com uma quantidade de água que impeça o apoio das patas no fundo do 

cilindro e que impeça a fuga pela borda superior. 

No início do teste os animais nadam e fazem movimentos de “escalar” as paredes 

internas do cilindro e com o passar do tempo adotam uma postura de imobilidade. Uma possível 

explicação deste padrão comportamental é que após o período inicial de “luta”, conhecido pelo 

termo “desemparo comportamental” utilizado por Porsolt e colaboradores em 1977, e depois os 

animais “percebem” que não tem rota de fuga do cilindro e “desistem” de tentar escapar, 
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adotando uma postura de imobilidade (PORSOLT et al., 1977). 

 

O Esguicho de Sacarose tem por objetivo analisar o autocuidado e as dificuldades 

emocionais. A atividade de autolimpeza (“gromming”) em reposta a uma solução doce (solução 

de sacarose a 10%) é considerada como uma medida indireta da ingestão de solução palatável. 

O grooming é um comportamento inato e instintivo observado em roedores, no qual eles dedicam 

tempo para a higienização de suas pelagens (SMOLINSKY et al., 2009). Esse comportamento pode 

ser empregado como um indicador na avaliação de níveis de estresse e anedonia (SMOLINSKY et 

al., 2009). O comportamento de higiene reduzido é considerado como um comportamento do tipo 

depressivo em ratos (BOUGUIYOUD, 2022). A solução é jorrada no revestimento dorsal do 

animal, com eles permanecendo em caixas individuais e filmados por um período de 5 minutos 

para registro. (AMINI- KHOEI et al., 2017). 

 

 

2.4. Designed Receptors Exclusively Activated by Designed Drugs (DREADDS) 

 
 

Os DREADDS são amplamente utilizados em estudos de neurociência para investigar a 

função de circuitos neurais em animais e representam uma nova ferramenta capaz de modular 

in vivo a sinalização da maior classe de receptores, os receptores acoplados a proteína G 

(GPCRs) (CURADO, 2017), que com mais de 800 membros, os GPCRs são considerados a 

maior classe de receptores de sinalização transmembrana sendo responsáveis pela modulação 

de uma ampla gama de respostas fisiológicas (ELLISDON; HALLS., 2016). 

Os DREADDs são receptores muscarínicos mutados de modo que perderam a 

capacidade de resposta a seus ligantes naturais (ARMBRUSTER et al., 2007). Em vez disso, 

eles incorporam receptores sintéticos que podem ser ativados somente por um metabólito 

farmacologicamente inerte da droga antipsicótica atípica clozapina (clozapina-Nóxido - CNO). 

(ALEXANDER et al., 2009; FERGUSON et al., 2011). Estruturalmente o CNO difere da 

Clozapina somente pela presença do grupo N-óxido (WESS, 2013; SMITH; KYLE et al., 
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2016). Os níveis plasmáticos de CNO atingem seu pico em 15 minutos e declinam 

significativamente após 2 horas, com a administração intraperitoneal (ip) de 1mgkg de CNO 

em camundongos (WESS, 2013). Apesar da curta meia-vida plasmática do CNO, os efeitos 

biológicos observados após o tratamento agudo em animais experimentais que expressam 

DREADD geralmente apresentam uma duração muito mais prolongada (6-10 horas) (WESS, 

2013). 

Vários promotores são inseridos nos DREADDS para selecionar quais células-alvo serão 

infectadas (ROTH, 2016), incluindo específicos de neurônios (por exemplo, sinapsina; hSyn) 

ou preferencias a tipos específicos de neurônios (por exemplo, dinorfina ou encefalina; 

CaMKII, que são preferenciais para células glutamatérgicas corticais (SMITH, .2016). 

Embora o promotor CaMKIIα seja preferencial para neurônios glutamatérgicos corticais, 

pode atingir também neurônios GABAérgicos (VERES, 2023). Trabalhos prévios da literatura 

também utilizaram o promotor CaMKIIα para expressão de DREADD, visando especificamente 

neurônios hipocampais excitatórios como as células granulares no giro denteado (DG) e as 

células piramidais nas regiões CA do hipocampo (GOOSEENS, 2021; STHITAPRANJYA, 

2019). Outra isoforma da CaMKII, γCaMKII, parece ser expressa especificamente em 

neurônios inibitórios no hipocampo (HE, 2021). 

Os receptores hM1Dq, hM3Dq e hM5Dq foram os primeiros DREADDs sintetizados, 

todos são derivados do receptor muscarínico humano que está acoplado a uma proteína Gq 

(ligada a uma fosfolipase C) e podem ser usados como DREADDs excitatórios (ALEXANDER 

et al., 2009; FERGUSON et al., 2011; ROTH, 2016). O DREADD hM4Di viralmente traduzido 

é um receptor mutado a partir do receptor muscarínico do tipo M4 que está acoplado a uma 

proteína G inibitória (Gi) (WESS et al., 2013). Até o momento, existem três Gi- DREADDs: 

hM2Di, hM4Di e KORD. Destes, hM2Di e hM4Di podem ser ativados por CNO, Composto 21 

e Perlapina (ARMBRUSTER et al., 2007). DREADD inibitório hM4Di é o mais usado de 
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acordo com a literatura pois relatam um silenciamento neuronal bem sucedido (BOURANE et 

al., 2015; URBAN; ROTH, 2015). O DREADD acoplado a Gs (estimulatória) foi desenvolvido 

trocando as regiões intracelulares do receptor β adrenérgico de eritrócitos de peru por regiões 

equivalentes de um M3 DREADD de rato para criar um Gs-DREADD de rato que atua 

aumentando as concentrações intracelulares de adenosina monofostado cíclica (cAMP) 

(GUETTIER et al., 2009; ROTH, 2016). Finalmente, um DREADD que aparentemente sinaliza 

exclusivamente via β-arrestina foi desenvolvido, o (Rq(R165L) (NAKAJIMA; WESS., 2012). 

Observa-se na figura 3 os DREADDs atualmente disponíveis. 

 

Figura 3: DREADDs atualemnte disponíveis, com sua nomenclatura de acordo com a literatura, e seus 

potenciais efeitos neuronais mediante a ativação. Fonte Adaptada: DREADDs for Neuroscientists 

(ROTH, 2016). 

 

 

De acordo com o estudo de Gomez e colaboradores, foi utilizada a tecnologia DREADD 

para ativar seletivamente os neurônios do hipocampo em  camundongos, e essa ativação 
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aumentou a liberação de glutamato nessa região cerebral. Essa ativação dos neurônios do 

hipocampo por meio dos DREADDS aumentou a plasticidade sináptica no hipocampo, o que 

sugere que a ativação seletiva de neurônios do hipocampo por meio dos DREADDs pode ser 

uma ferramenta útil para o estudo da plasticidade sináptica e função neural (GOMEZ et al., 

2017). 

De acordo com a literatura o efeito da modulação DREADD na potencialização de longo 

prazo (LTP), uma forma de plasticidade sináptica, é limitada, especialmente no hipocampo 

(LÓPEZ et al., 2016). Portanto, é fundamental ter uma compreensão mais clara de como os 

DREADDs induzem alterações na função sináptica no hipocampo, uma vez que, essas 

modificações podem alterar o aprendizado, o desempenho da memória e, muito provavelmente, 

as respostas ao estresse. 

 
 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 
O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito da inativação de neurônios 

glutamatérgicos do HV por meio da técnica de DREADD durante um protocolo de estresse 

crônico repetido sobre as respostas cardiovasculares basais bem como sobre as respostas 

comportamentais relacionadas à ansiedade e a à depressão. Para tanto, os objetivos específicos 

foram: 

1) Avaliar o efeito da inativação da neurotransmissão glutamatérgica do HV pela técnica de 

DREADD+ sobre as alterações induzidas pela exposição a um protocolo de 21 dias de 

estresse crônico de restrição (CRS) nos parâmetros basais de pressão arterial média (PAM), 

frequência cardíaca (FC) e no balanço autonômico cardíaco (atividade simpática e 

parassimpática cardíacas; e frequência cardíaca intrínseca); 

2) Avaliar o efeito da inativação da neurotransmissão glutamatérgica do HV pela técnica de 
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DREADD+ sobre as alterações induzidas pela exposição a um protocolo de 21 dias de 

estresse crônico de restrição (CRS) nas respostas comportamentais do tipo ansiogênicas 

observadas nos teste do labirinto em cruz elevado e campo aberto e do tipo depressivas 

observadas no teste de esguicho de sacarose e no teste do nado forçado; 

3) Avaliar o efeito inespecífico da Clozapina-N-Óxido (CNO) sobre as alterações induzidas 

pela exposição a um protocolo de estressde agudo de restrição (RS, 2h) nos parâmetros 

basais de pressão arterial média (PAM), frequência cardíaca (FC) e no balanço autonômico 

cardíaco (atividade simpática e parassimpática cardíacas; e frequência cardíaca intrínseca); 

4) Avaliar o efeito inespecífico da Clozapina-N-Óxido (CNO) sobre as alterações induzidas 

pela exposição a um protocolo de estressde agudo de restrição (RS, 2h) nas respostas 

comportamentais do tipo ansiogênicas observadas nos teste do labirinto em cruz elevado e 

campo aberto e do tipo depressivas observadas no teste de esguicho de sacarose e no teste 

do nado forçado. 

 
 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
4.1. Animais 

 
 

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal variando entre 250-270g. Os animais 

foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (Botucatu/SP). Os 

animais foram transferidos para o Biotério do Laboratório de Farmacologia da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas (FCFAr/UNESP) no mínimo sete dias antes do início dos experimentos. 

Os animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (23±2°C) e luz (ciclo 

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

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

número 02/2021. 
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4.2. Cirurgia Estereotáxica e injeção intrahipocampal de DREADD. 

 
 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (87mg/kg) e xilazina 

(13mg/kg), injetada por via intraperitonial (0,1 ml para cada 100 g de peso do animal). Após a 

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

realizada assepsia do campo cirúrgico com iodo. Para redução do sangramento durante a 

cirurgia, foram injetados 0,3 ml de solução de lidocaína com vasoconstritor. A calota craniana 

foi exposta por meio de uma incisão na pele de aproximadamente 1,5 cm. A limpeza da região 

foi feita utilizando-se solução salina e água oxigenada a 10% (BUSNARDO et al., 2013). Todas 

as coordenadas tiveram como referência parâmetros obtidos do Atlas de Paxinos & Watson 

(1997), e foram como segue: 

Hipocampo Ventral (HV): 

 

Ântero-posterior: -5,0 mm em relação à a linha do bregma; Lateral: +5,2 mm a partir da linha 

média; 

Vertical: -5,0 mm em relação ao osso; Abaixamento da barra do incisivo = 3,2 mm 

 

Após realizada a incisão na pele, foram feitos orifícios no crânio com auxílio de uma 

broca odontológica, direcionadas ao HV. Com o auxílio de uma seringa Halmiton 7634-01, 5 

µL, Modelo 75 RN SYR conectada a uma agulha 33 gauge (Hamilton-7803- 05 Small Hub RN) 

foi microinjetado 0.3 microlitros, bilateralmente no Hipocampo Ventral, de DREADD hM4D 

acoplado a Gi fundido com mCherry sob o controle do promotor CaMKIIa (pAAV- CaMKIIa- 

hM4D(Gi)-mCherry; plasmídeo #50477, Addgene, Cambridge, MA, EUA). Como medida 

profilática, ao final da cirurgia os animais receberam 0,4 mL de pentabiótico veterinário 

(Fontoura-Wyeth, São Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,4 mL do antiinflamatórionão- 

esteroidal flunixinameglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutânea. 

 

 
4.3. Drogas e soluções utilizadas 
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As drogas utilizadas foram: 

 

i. Lidocaína, anestésico local, administrada 3 μL por animal, via subcutânea; 

 

ii. Pentabiótico (Fountora-Wyeth, Brasil), antibiótico, 560 mg/mL/kg, 

via intramuscular; 

iii. Flunixina meglumina (Banamine ®, Schering Plough, Brasil), anti-inflamatório, 0,5 

mg/mL/kg, via subcutânea; 

iv. Cetamina, via intraperitonial, 87mg/kg, via intraperitonial; 

 

v. Xilazina, via intraperitonial, 13mg/kg, via intraperitonial; 

 

vi. CNO, Clozapina-N-Óxido, (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA), 2,5 

mg/kg,via intraperitonial; 

vii. DMSO, Dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich, EUA); 

 

viii. Uretana (Sigma-Aldrich, EUA), anestésico, na dose de 1,2 g/kg, via 

intraperitoneal; 

ix. Metilatropina, antagonista dos receptores muscarínicos, 3mg/mL, infusão intravenosa; 

 

x. Atenolol, antagonista adrenérgico, 4mg/mL, via infusão intravenosa; 

 

O antibiótico e o anti-inflamatório foram diluídos de acordo com as orientações do 

fabricante. As demais drogas foram dissolvidas em salina (NaCl 0,9%). As doses dos fármacos 

utilizados foram retiradas de estudos prévios da literatura (COSTA-FERREIRA, 2016; REIS, 

2014; BUSNARDO, 2019; WIRTSHAFTER, 2016; WICKER, 2016; BUSNARDO, 2016; 

BUSNARDO, 2010). 

 

 

4.4. Protocolos de estresse 

 
 

4.4.1. Estresse de restrição 

 

O estresse de restrição consistiu na introdução dos animais em tubos cilíndricos plásticos 
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(diâmetro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de 1/2 polegada que preencham 

aproximadamente 20% do tubo) (BECHTOLD et al., 2009). 

 
 

4.4.2. Estresse de restrição repetido (ERR) ou estresse crônico de restrição (do 

inglês, chronic restrain stress - CRS) 

Para o ERR, os animais foram submetidos a sessões diárias de duas horas de estresse de 

restrição, durante um período de 21 dias consecutivos (BECHTOLD et al., 2009). As sessões 

de estresse foram realizadas no período da manhã. 

 

4.5 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

 
O teste de LCE foi conduzido como descrito por Padovan e colaboradores, e foi 

realizado 24h após a último dia de exposição ao estresse crônico. Resumidamente, o aparelho 

consistia de dois braços abertos opostos (50x10 cm) cruzadas em ângulo reto por dois braços 

fechados (50x10x40 com). O labirinto está localizado a 50 cm acima do chão. Foi avaliado a 

frequência de entrada e tempo de permanência nos braços abertos, fechados e centro, registrados 

por uma câmera conectada ao computador contendo um software Any Mazy TM (versão 4.7, 

Stoelting). (PADOVAN, 2000; BUSNARDO et al., 2013). 

 

 
4.6 Teste do Campo Aberto 

 
O dispositivo do campo aberto consiste de uma caixa circular de vidro (60 cm x 60 cm 

x 30 cm) com pouca iluminação. Vinte quatro horas (24h) após a última sessão de restrição e 

logo após o teste LCE, cada animal foi colocado na zona central no aparelho e seu 

comportamento foi registrado por uma câmera, em um período de 5 minutos, e avaliado pelo 

mesmo software Any Mazy TM (versão 4.7, Stoelting). (SPIACCI et al., 2016). 
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4.7 Teste do nado forçado (TNF) 

 
Os animais foram submetidos em cilindros recobertos com papel pardo (50 cm de altura 

e 22 cm de diâmetro) com água em uma temperatura média de 25± 2̊ C, com uma profundidade 

de 30 cm de água. Os testes foram realizados durante um período de 5 minutos para cada animal 

e analisados pelos 3 minutos finais. Não foi realizado o pré-teste. O registro comportamental 

foi analisado a partir da natação e imobilidade . Durante esse período, o registro foi realizado 

através de uma webcam Logitech C920 HD PRO para filmagem e posterior análise. (SARTIM 

et al., 2016). 

 

4.8 Teste Esguicho de Sacarose 

 
O teste teve por objetivo analisar o autocuidado e a atividade de limpeza do animal. A 

atividade de limpeza em reposta a uma solução doce (solução de sacarose a 10%) é considerada 

como uma medida indireta da ingestão de solução palatável. A solução foi jorrada no 

revestimento dorsal do animal, com eles permanecendo em caixas individuais e filmados por 

um período de 5 minutos para registro. Foram avaliados na filmagem, a atividade de limpeza 

(nariz, rosto, cabeça e corpo). (AMINI et al., 2017). 

 

 
4.9. Canulação da Artéria Femoral 

 
Todos os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (87mg/kg) e xilazina 

(13mg/kg), injetada por via intraperitonial (0,1 ml para cada 100 g de pesos do animal) e foi 

implantado um cateter na artéria e veia femoral para registro dos parâmetros cardiovasculares. 

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

segmentos de polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchidos por solução salina e 

anticoagulante (20 U/mL de heparina em solução salina), e obstruídos com pino de metal. Após 

a implantação do cateter, o mesmo foi exteriorizado na região dorsal do animal e fixado à pele 
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por sutura cirúrgica. Ao término da cirurgia, os animais receberam 0,4 mL do anti-inflamatório 

não- esteroidal flunixinameglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) por via subcutânea 

para analgesia pós-operatória. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo 

o período pós-operatório e de registro cardiovascular (CRESTANI; ALVES et al., 2010). 

 

 
5.0. 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) através de um auxílio de um segmento de 

polietileno PE-50. A pressão arterial pulsátil (PAP) é registrada utilizando de um amplificador 

(Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Australia), conectado a um sistema de aquisição de 

dados computadorizado (PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments, Australia), usando um 

programa apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de pressão 

arterial média (PAM), sistólica (PAS) e diastólica (PAD), bem como a frequência cardíaca,  

foram obtidos a partir dos sinais da PAP (BUSNARDO et al., 2013). 

 

 
5.1. Avaliação da atividade autonômica cardíaca e frequência cardíaca intrínseca (FCi). 

 
Foram avaliadas a atividade autonômica cardíaca e a FCi pela administração intravenosa 

do antagonista dos receptores muscarínicos metilatropina (4 mg/mL) e do antagonista seletivo 

do receptores β1-adrenérgicos atenolol (3 mg/mL), administrados durante o protocolo de 

registro cardiovascular, injetadas por via intraperitonial (0,1 ml para cada 100 g de peso do 

animal). No primeiro dia, i a metilatropina foi administrada 30 minutos após a administração 

de Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5 mg/kg) ou salina (0,1mL para cada 100g de peso do animal) 

nos respectivos animais, 10 minutos depois foi feita a administração de atenolol. Por fim, os 

animais ficaram conectados ao registro 
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por um período de mais 10 minutos e, em seguida, retirados. Os animais voltaram para suas 

respectivas caixas e permaneceram na mesma sala. No segundo o dia, os animais receberam 

primeiramente atenolol e 10 minutos depois metilatropina, seguindo o mesmo protocolo do dia 

anterior. A atividade parassimpática foi determinada pela análise da alteração na FC basal 

causada pela metilatropina, enquanto a atividade simpática foi obtida a partir da resposta de FC 

causada pelo tratamento com atenolol. A iFC foi obtida após o tratamento combinado com 

atenolol e metilatropina no primeiro e segundo dias, e uma média dos dois valores foi calculada 

para cada animal (VIEIRA et al.,2018). 

 

 

5.2. Perfusão dos Animais 
 

Foram preparadas as soluções de 1x PBS, 4% de paraformaldeído (PFA) e 30% de 

sacarose (em PBS). Foi preparado aproximadamente 100 mL de PBS e 500 mL de PFA a 4% 

por rato. Após a preparação das soluções, os animais foram anestesiados com uretana, 1,2 g/kg, 

intraperitonealmente (i.p.). Com um auxílio de uma pinça hemostática, o processo xifóide foi 

exposto e a parede anterior do corpo levantada. 

Os músculos abdominais ao longo da margem inferior das costelas e o diafragma ao 

longo de sua fixação às margens ventral e lateral da caixa torácica foram cortados. A parte 

lateral da caixa torácica em ambos os lados até a clavícula foi cortada. Usando uma tesoura, foi 

feito um corte transversal através do aspecto posterior esquerdo do coração para abrir o 

ventrículo esquerdo do rato (no vértice do coração). Após confirmar o posicionamento da ponta 

da agulha, foi feito uma pequena incisão no átrio direito para fazer uma saída. Em seguida, a 

bomba de perfusão foi ligada e perfundiu-se PBS no animal a uma taxa de fluxo de 20 mL/min. 

Uma vez que o PBS substituiu o sangue no sistema vascular do animal e o fluido que escapa do 

átrio estava claro, a entrada da bomba do PBS foi transferida para a solução de PFA a 4%. 

Posteriormente, os animais foram decapitados e os encéfalos removidos. Os cérebros foram 
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pós-fixados por imersão em 4% PFA por 1-4 horas e transferidos para um pequeno recipiente 

contendo 30% de solução de sacarose diluída em PBS. Os cérebros permaneceram nesta solução 

de sacarose a 4°C até afundar em torno de 2 a 3 dias. A partir disso, os cérebros foram 

armazenados a -80°C até uso posterior. (GOMES et al., 2020). 

 

 

5.3. Análise Estatística 
 

Os dados comportamentais foram expressos como media ± erro padrão da media (EPM) 

e foram analisados utilizando a análise de variância unifatorial (ANOVA) seguida pelo pós-teste 

de Bonferroni. O nível de significância assumido para todos os testes foi de p<0,05. 

 

 
5.4. Imunofluorescência 

 

As seções coronais dos cérebros congelados foram cortadas em fatias de 40 μm usando 

um criostato (HM 560, Thermo Scientific, Walldorf, Alemanha) e o tecido foi armazenado a - 

20°C. As lâminas foram mantidas em temperatura ambiente por 5 minutos e depois reidratadas 

com PBS. A expressão dos vírus pAAV5-hM4D(Gi)-CaKIIa-mCherry foi confirmada pela 

expressão positiva de mCherry nos neurônios glutamatérgicos no HV. As imagens foram 

capturadas e examinadas em microscópio de Fluorescência (Leica Biosystems, Illinois, EUA). 

Foi utilizado o seguinte filtro: mCherry: excitação 650 nm e emissão: 673 nm; A expressão do 

pAAV5-CaKIIa-GFP foi confirmada pela expressão positiva de GFP nos neurônios 

glutamatérgicos no HV. As imagens foram capturadas e examinadas em microscópio de 

Fluorescência (Leica Biosystems, Illinois, EUA). Foram utilizados os seguintes filtros: EGFP: 

excitação 488 nm e emissão: 509 nm. 
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Figura 4 : Diagrama esquemático da construção de DREADDs. Criado pelo BioRender. 
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6. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 
6.1 Efeito da inativação de neurônios glutamatérgicos do HV por meio da técnica de 

DREADD durante um protocolo de estresse crônico repetido sobre os parâmetros 

cardiovasculares basais e a atividade autonômica cardíaca. 

 
Este protocolo teve o objetivo de investigar o efeito da inativação de neurônios glutamatérgicos 

do HV por meio da técnica de DREADD+ sobre as alterações cardiovasculares basais (PAM e FC), 

autonômica cardíaca (FC intrínseca, atividade simpática e parassimpática cardíaca) em condições de 

repouso causadas por um protocolo de estresse crônico repetido. Os animais foram divididos em 2 

grupos experimentais: 1) DREADD +/veiculo (salina, 0,1mL para 100g de peso do animal), onde os 

animais cronicamente estressados receberam salina (NaCl 0,9% i.p) 30 minutos antes do registro 

cardiovascular e 2) DREADD+/CNO (2,5mg/kg) onde os animais cronicamente estressados receberam 

CNO 30 minutos antes do registro cardiovascular. Os dois grupos foram submetidos a sessões diárias de 

2h de estresse durante 21 dias consecutivos. Os testes para avaliação da função cardiovascular e atividade 

autonômica cardíaca em condições basais foram realizados no 3° e 4° dias após a última sessão de estresse. 

Para a avaliação da função cardiovascular e atividade autônoma em condições basais, os animais, 

previamente injetados com salina ou CNO, foram conectados individualmente ao sistema de registro 

cardiovascular e submetidos a um período de 30 minutos de registro cardiovascular. Os animais 

receberam administração intravenosa de metilatropina e atenolol para determinação da atividade 

autonômica cardíaca. No segundo dia, os animais foram tratados com metilatropina e atenolol na 

sequência oposta ao realizado no primeiro dia. No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados 

por overdose de anestésico (uretana, 250 mg / mL / 200 g de peso corporal, i.p.) e o cérebro foi retirado via 

perfusão. 
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6.2 Efeito da inativação de neurônios glutamatérgicos do HV por meio da técnica de 

DREADD durante um protocolo de estresse crônico repetido sobre as respostas 

comportamentais. 

 

Este protocolo teve o objetivo de investigar o efeito da inativação de neurônios 

glutamatérgicos do HV por meio da técnica de DREADD+ sobre as alterações comportamentais 

(efeitos do tipo ansiogênico e depressivo) causadas por um protocolo de estresse crônico 

repetido. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: 1) Naives, onde os animais não 

foram estressados e permaneceram no biotério sem serem perturbados, exceto no período de 

limpeza das caixas; 2) DREADD+/veiculo (salina, 0,1 mL para cada 100g de peso do animals), 

onde os animais cronicamente estressados receberam por via intraperitoneal salina (NaCl 0,9% 

i.p), 30 minutos antes dos testes comportamentais e 3) DREADD+/CNO (2,5mg/kg) onde os 

animais cronicamente estressados receberam por via intraperitoneal CNO, 30 minutos antes dos 

testes comportamentais. Os dois grupos estressados foram submetidos a sessões diárias de 2h 

de estresse durante 21 dias consecutivos. 24h e 48h após a última sessão de estresse foram 

realizados, respectivamente, os testes comportamentais relacionados à ansiedade e à depressão. 

As consequências emocionais induzidas pelo CRS, foram avaliadas através dos testes:Teste de 

Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto para avaliação de comportamentos relacionados a 

ansiedade; e Teste de Nado Forçado e o Teste de Esguicho de Sacarose para avaliação de 

comportamentos relacionados a depressão. 
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Figura 5: Desenho experimental representado pelo protocolo utilizado em animais DREADDs (+). A 

droga CNO foi administrada via intraperitonealmente 30 minutos antes dos testes comportamentais e 

avaliação cardiovascular . Desenho criado pelo BioRender. 

 Labirinto em cruz elevado (LCE) - Avaliar o efeito preditivo de fármacos ansiolíticos. 

 Teste do Campo Aberto - Avaliar o efeito preditivo de fármacos e ansiolíticos. 

 Teste do Nado Forçado - Avaliar o efeito preditivo de fármacos antidepressivos. 

 Teste Esguicho de Sacarose - Avaliar o efeito preditivo de fármacos antidepressivos. 

Avaliação Cardiovascular 1: 

 Registro da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC). 

 

 Avaliação da atividade autonômica cardíaca e frequência cardíaca intrínseca pela administração 

intravenosa (i.v.) de metilatropina e atenolol. 

 
Cirurgia de 

Estereotaxia 

 

Estresse Crônico 
de Restrição – 2 
horas/21 dias 

Teste de 
Esguicho de 

Sacarose e Teste 
do Nado Forçado 

Recuperaçã 
o – 14 dias 

Teste LCE e 
Teste Campo 

Avaliação 
Cardiovascul 

ar Dia 01 
Perfusão 

Avaliação 
Cardiovascul 

ar Dia 02 

Visualização 
DREADD em 
microscópio 



40 
 

Avaliação Cardiovascular 2: 
 

 Avaliação da atividade autonômica cardíaca e frequência cardíaca intrínseca pela administração i.v. 

de atenolol e metilatropina (administração inversa ao primeiro dia). 

 

 

6.3 Efeito inespecífico do CNO nos animais DREADD- durante um protocolo de estresse 

agudo sobre os parâmetros cardiovasculares basais e a atividade autonômica cardíaca. 

 

Este protocolo teve o objetivo de investigar o efeito inespecífico do CNO nos animais 

DREADD- sobre as alterações cardiovasculares basais (PAM e FC), autonômica cardíaca (FC 

intrínseca, atividade simpática e parassimpática cardíaca) em condições de repouso causadas 

por um protocolo de estresse agudo de restrição. Os animais foram divididos em 2 grupos 

experimentais: 1) DREADD -/veiculo (salina, 0,1mL para 100g de peso do animal), onde os 

animais agudamente estressados receberam salina (NaCl 0,9% i.p) 30 minutos antes do registro 

cardiovascular e 2) DREADD-/CNO (2,5mg/kg) onde os animais agudamente estressados 

receberam CNO 30 minutos antes do registro cardiovascular. Os dois grupos foram submetidos 

a uma única sessão de 2h de estresse no dia anterior aos testes comportamentais, ou seja, os 

testes para avaliação da função cardiovascular e atividade autonômica cardíaca em condições 

basais foram realizados no 3° e 4° dias após a sessão de estresse. Para a avaliação da função 

cardiovascular e atividade autonômica cardíaca em condições basais, os animais previamente 

injetados com salina ou CNO, foram conectados individualmente ao sistema de registro 

cardiovascular e submetidos a um período de 30 minutos de registro cardiovascular. 

Os animais receberam administração intravenosa de metilatropina e atenolol para 

determinação da atividade autonômica cardíaca. No segundo dia, os animais foram tratados com 

metilatropina e atenolol na sequência oposta ao realizado no primeiro dia. No final dos 

experimentos, os animais foram eutanasiados por overdose de anestésico (uretana, 250 mg / mL 

/ 200 g de peso corporal, i.p.) e o cérebro foi retirado via perfusão. 
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6.4 Efeito inespecífico do CNO nos animais DREADD- durante um protocolo se estresse 

agudo sobre as respostas comportamentais. 

 

Este protocolo teve o objetivo de investigar o efeito inespecífico do CNO nos animais 

DREADD- sobre as alterações comportamentais (efeitos do tipo ansiogênico e depressivo) 

causadas por um protocolo de estresse agudo de restrição. Os animais foram divididos em 3 

grupos experimentais: 1) Naives, onde os animais não foram estressados e permaneceram no 

biotério sem serem perturbados, exceto no período de limpeza das caixas; 2) DREADD- 

/veiculo (salina, 0,1 mL para cada 100g de peso do animals), onde os animais agudamente 

estressados receberam por via intraperitoneal salina (NaCl 0,9% i.p), 30 minutos antes dos testes 

comportamentais e 3) DREADD-/CNO (2,5mg/kg) onde os animais agudamente estressados 

receberam por via intraperitoneal CNO, 30 minutos antes dos testes comportamentais. Os dois 

grupos estressados foram submetidos a uma sessão de estresse por restrição de 2 horas. 24h e 

48h após a sessão de estresse foram realizados, respectivamente, os testes comportamentais 

relacionados à ansiedade e à depressão. As consequências emocionais, foram avaliadas através 

dos testes: Teste de Labirinto em Cruz Elevado e Teste de Campo Aberto para avaliação de 

comportamentos relacionados a ansiedade; e Teste de Nado Forçado e o teste de Esguicho de 

Sacarose para avaliação de comportamentos relacionados a depressão. 
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Figura 6: Desenho experimental representado pelo protocolo utilizado em animais DREADDs (+). A droga 

CNO foi administrada via intraperitonealmente 30 minutos antes dos testes comportamentais e avaliação 

cardiovascular . Desenho criado pelo BioRender. 

 Labirinto em cruz elevado (LCE) - Avaliar o efeito preditivo de fármacos ansiolíticos. 

 Teste do Campo Aberto - Avaliar o efeito preditivo de fármacos e ansiolíticos. 

 Teste do Nado Forçado - Avaliar o efeito preditivo de fármacos antidepressivos. 

 Teste Esguicho de Sacarose - Avaliar o efeito preditivo de fármacos antidepressivos.  

Avaliação Cardiovascular  - Dia 01: 

 Registro da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC). 
 

 Avaliação da atividade autonômica cardíaca e frequência cardíaca intrínseca pela administração 

intravenosa (i.v.) de metilatropina e atenolol. 
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Avaliação Cardiovascular - Dia 02: 
 

 Avaliação da atividade autonômica cardíaca e frequência cardíaca intrínseca pela administração i.v. de 

atenolol e metilatropina (administração inversa ao primeiro dia). 



44 
 

7. RESULTADOS 

 
7.1 Expressão do DREADD hM4Di mCherry no hipocampo ventral (HV) 

 
Uma figura representativa do grupo DREADD (+) indicando a expressão do DREADD hM4Di 

no hipocampo ventral (HV) pode ser vista na Figura 7. 

 

 

Figura 7: Imagens indicando os locais de injeção de DREADD (+) (AVV5-CaMKIIa-Hm4Di-Mcherry) 

no Hipocampo Ventral (VH). DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) representa o núcleo da célula (azul). 

Foto à esquerda: Objetiva 5x. Foto a direita: representacao de acordo com Atlas de Paxinos e Watson. 

Microscópio de Fluorescência (Leica Biosystems, Illinois, EUA). 
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7.2 Efeito da inativação de neurônios glutamatérgicos do HV por meio da técnica de 

DREADD durante um protocolo de estresse de restrição crônico sobre os parâmetros 

cardiovasculares basais e a atividade autonômica cardíaca. 

 
Parâmetros cardiovasculares basais : Os ratos DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição 

e que foram tratados com veículo (n= 8) ou CNO (n= 10) e animais naive (n= 8) não apresentaram 

alterações significativas nos valores basais de FC ( F (2, 23) =1.565, p= 0.2305). No entanto, os ratos 

DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo apresentaram 

um aumento na PAM basal quando comparados com os animais não estressados (naives) ( F (2, 23) = 

4.599, p = 0.0209) (Figura 8). 
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Figura 8 - Parâmetros basais de pressão arterial média (PAM) e frequência Cardíaca (FC) dos animais 

não estressados (naive, barras brancas, n=8) e dos animais DREADD+ submetidos ao estresse crônico 

de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, 

n=8) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=10). O tratamento farmacológico foi 

realizado 30 minutos antes do início da avaliação cardiovascular. As colunas representam as médias ± 

EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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Atividade autonômica cardíaca e FC intrínseca. 

 

 

Atividade simpática cardíaca: A análise da variação da FC induzida pela administração intravenosa 

de atenolol (bloqueador da atividade simpática) não indicou um efeito significativo entre ratos 

DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição que foram tratados com veículo (n=5) ou CNO 

(n=9) e animais naive (n= 7) (F (2, 17) = 0.7167, P=0.5025) Figura 9. 

Atividade parassimpática cardíaca: A análise da variação da FC induzida pela administração 

intravenosa de metilatropina (bloqueador da atividade parassimpática) não indicou um efeito 

significativo entre ratos DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados 

com veículo (n=6) ou CNO (n=9) e animais naive (n= 8) (F (2, 18) = 0.3623, P=0.7010) Figura 9. 

FC intrínseca: A análise dos valores de FC após o tratamento combinado com Atenolol e Metilatropina 

(FCi) não indicou efeito significativo entre os animais tratados com veículo (n=8) ou CNO (n=10) e 

animais naive (n=7) (F (2, 21) = 3.343, P= 0.0549) Figura 9. 
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Figura 9 – Atividade autonômica cardíaca e Frequência cardíaca intrínseca (FCi) dos animais não 

estressados (naive, barras brancas, n=7) e dos animais DREADD+ submetidos ao estresse crônico de 

restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, 

n=5) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=9). O tratamento farmacológico foi 

realizado 30 minutos antes do início da avaliação cardiovascular. As colunas representam as médias ± 

EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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7.3 Efeito da inativação de neurônios glutamatérgicos do HV por meio da técnica de 

DREADD durante um protocolo de estresse crônico repetido sobre as respostas 

comportamentais. 

 

LCE: A análise do número de entradas no braços abertos (F (2, 26) = 0.6620 , P=0.5243) bem como do 

tempo gasto nos braços abertos (F (2, 26) = 0.2488, P=0.7815) não indicou diferença significativa entre 

os grupos não estressado (naive, n=10) e grupos cronicamente estressados DREADD+ e tratados com 

veículo (n=10) ou CNO (n=9). A análise do número de entradas nos braços fechados (F (2, 26) = 0.9193, 

P=0.4114) do LCE também näo indicou diferença entre os grupos experimentais avaliados. 
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Figura 10: Parâmetros comportamentais avaliados durante a exploração do labirinto em cruz elevado 

(LCE) por cinco minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=10) e dos animais 

DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 

0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, n=10) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras 

vermelhas, n=9). O tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste LCE. As 

colunas representam as médias ± EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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Campo Aberto: A análise da distância percorrida no teste do Campo Aberto (OFT) (F (2, 26) = 1,268, 

P=0,2983) não indicou diferença significativa entre os grupos não estressado (naive, n=10) e grupos 

cronicamente estressados DREADD+ e tratados com veículo (n=10) ou CNO (n=9). A análise do tempo 

gasto no centro da arena (F (2, 26) = 6,847, P=0,0041) indicou diferença significativa entre os grupos 

não estressado (naive) e grupos cronicamente estressados DREADD+ e tratados com veículo ou CNO. 

O pós-teste indicou que animais cronicamente estressados DREADD+ e tratados com veículo 

apresentaram um tempo gasto maior no centro da arena quando comparados com os animais do grupo 

naive (P<0,01). Além disso, animais cronicamente estressados DREADD+ e tratados com CNO 

apresentaram um tempo gasto maior no centro da arena quando comparados com os animais do grupo 

veículo (P<0,01). A análise no tempo gasto na periferia (F (2, 26) = 5,519, P=0,0100) indicou diferença 

significativa entre os grupos não estressado (naive) e grupos cronicamente estressados DREADD+ e 

tratados com veículo ou CNO. O pós-teste indicou que animais naive permaneceram um tempo maior 

na periferia quando comparados aos animais cronicamente estressados DREADD+ tratados com veículo 

(P<0,05). 
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Figura 11: Parâmetros comportamentais avaliados durante a exploração do Campo Aberto por cinco 

minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=10) e dos animais DREADD+ submetidos 

ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 

0,1mL/100g, barras cinzas, n=10) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=9). O 

tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste do LCE. As colunas 

representam as médias ± EPM. *P<0,05 ** P<0,01. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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Esguicho de Sacarose: A análise do tempo de autolimpeza (“Grooming”) (F (2, 35) = 1,895, P=0,1654) 

e a latência para o início do primeiro gromming (F (2, 35) = 1,977, P=0,1491) não indicou diferença 

significativa entre os grupos não estressado (naive, n=10) e grupos cronicamente estressados 

DREADD+ e tratados com veículo (n=15) ou CNO (n=13). 
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Figura 12: Parâmetros comportamentais avaliados durante o teste de esguicho de sacarose realizado em 

um período de cinco minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=10) e dos animais 

DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 

0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, n=15) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras 

vermelhas, n=13). O tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste de 

esguicho de sacarose. As colunas representam as médias ± EPM. *P<0,05 ** P<0,01. ANOVA seguida 

pelo pós-teste de Bonferroni. 
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TNF: A análise do nado (F (2, 51) = 1,193, P=0,3115) e da imobilidade (F (2, 51) = 2,070, P=0,1366) 

no Teste do Nado Forçado não indicou diferença significativa entre os grupos não estressado (naive, 

n=19) e grupos cronicamente estressados DREADD+ e tratados com veículo (n=18) ou CNO (n=17). 
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Figura 13: Parâmetros comportamentais avaliados durante o teste de nado forçado realizado em um 

período de três minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=19) e dos animais 

DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 

0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, n=18) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras 

vermelhas, n=17). O tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste de 

esguicho de sacarose. As colunas representam as médias ± EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de 

Bonferroni. 
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7.4 Expressão do DREADD (-) no hipocampo ventral (HV) 

 

Uma figura representativa do grupo DREADD (-) indicando a expressão da proteína verde fluorescente 

(GFP) no hipocampo ventral (HV) pode ser vista na figura. 

 

 

 
Figura 14: Imagens indicando os locais de injeção de DREADD (-) (AVV5-CaMKIIa-GFP) no 

Hipocampo Ventral (VH). DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) representa o núcleo da célula (azul). Foto 

à esquerda: Objetiva 5x Foto a direita: representacao de acordo com Atlas de Paxinos e Watson. 

Microscópio de Fluorescência (Leica Biosystems, Illinois, EUA). Microscópio de Fluorescência (Leica 

Biosystems, Illinois, EUA). 
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7.5 Efeito inespecífico do CNO nos animais DREADD- durante um protocolo de estresse 

de restrição agudo sobre os parâmetros cardiovasculares basais e a atividade autonômica 

cardíaca. 

Parâmetros cardiovasculares basais : Os ratos DREADD- submetidos ao estresse agudo de restrição 

e que foram tratados com veículo (n= 7) ou CNO (n= 8) e os animais naive (n= 8) não apresentaram 

alterações significativas nos valores basais de frequência cardíaca – FC ( F (2, 20) = 0.5890, P= 0.5642) 

e de pressão arterial média – PAM ( F (2, 20) = 0.06256, P = 0.9395) (Figura 15). 
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Figura 15 - Parâmetros basais da pressão arterial média (PAM) e da frequência Cardíaca (FC) dos 

animais não estressados (naive, barras brancas, n=8) e dos animais DREADD- submetidos ao estresse 

agudo de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras 

cinzas, n=7) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=8). O tratamento 

farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início da avaliação cardiovascular. As colunas 

representam as médias ± EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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Atividade autonômica cardíaca e FC intrínseca. 

 

 

Atividade simpática cardíaca: A análise da variação da FC induzida pela administração intravenosa 

de atenolol (bloqueador da atividade simpática) não indicou um efeito significativo entre ratos 

DREADD- submetidos ao estresse agudo de restrição que foram tratados com veículo (n=7) ou CNO 

(n=8) e os animais naive (n= 7) (F (2, 16) = 4.769,  P=0.0237) Figura 16. 

Atividade parassimpática cardíaca: A análise da variação da FC induzida pela administração 

intravenosa de metilatropina (bloqueador da atividade parassimpática) não indicou um efeito 

significativo entre ratos DREADD- submetidos ao estresse agudo de restrição e que foram tratados com 

veículo (n=7) ou CNO (n=5) e os animais naive (n= 8) (F (2, 17) = 1.598, P=0.2312) Figura 16. 

FC intrínseca: A análise dos valores de FC após o tratamento combinado com Atenolol e Metilatropina 

(FCi) não indicou efeito significativo entre os ratos DREADD- submetidos ao estresse agudo de restrição 

e que foram tratados com veículo (n=7) ou CNO (n=8) e os animais naive (n=7) (F (2, 19) = 1.546, P= 

0.2388) Figura 16. 
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Figura 16 - Atividade autonômica cardíaca e Frequência cardíaca intrínseca (FCi) dos animais não 

estressados (naive, barras brancas, n=7) e dos animais DREADD- submetidos ao estresse agudo de 

restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, 

n=7) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=8). O tratamento farmacológico foi 

realizado 30 minutos antes do início da avaliação cardiovascular. As colunas representam as médias ± 

EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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7.6 Efeito inespecífico do CNO nos animais DREADD- durante um protocolo 

de estresse agudo sobre as respostas comportamentais. 

 
LCE: A análise do número de entradas nos braços abertos do LCE indicou diferença significativa entre 

os grupos não estressado (naive, n=9) e grupos agudamente estressados DREADD- e tratados com 

veículo (n=8) ou CNO (n=11) (F (2, 25) = 4.405, P=0.0230). O pós-teste indicou que houve uma 

diminuição do número de entradas nos braços abertos dos animais DREADD- submetidos ao estresse 

agudo de restrição e tratados com veículo quando comparados com os animias não estressados (naive) 

(P<0,05). A análise do tempo gasto nos braços abertos do LCE não indicou diferença entre os grupos 

experimentais avaliados (F (2,25) = 3.362, P=0.0509). A análise do número de entrada dos braços 

fechados do LCE não indicou diferença entre os grupos experimentais avaliados (F (2, 25) = 6.846, 

P=0.0043). 
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Figura 17: Parâmetros comportamentais avaliados durante a exploração do labirinto em cruz elevado 

(LCE) por cinco minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=9) e dos animais 

DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 

0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, n=8) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras 

vermelhas, n=11). O tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste LCE. 

As colunas representam as médias ± EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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Campo Aberto: A análise distância percorrida (F (2, 35) = 1,479, P=0,2418), do tempo gasto no centro 

(F (2, 35) = 3,274, P=0,0497) e do tempo gasto na periferia (F (2, 37) = 2,063, P=0,1414) no teste do 

Campos Aberto (OFT) não indicou diferença significativa entre os grupos não estressado (naive, n=10) 

e grupos agudamente estressados DREADD- e tratados com veículo (n=11) ou CNO (n=17). 
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Figura 18: Parâmetros comportamentais avaliados durante a exploração do Campo Aberto por cinco 

minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=10) e dos animais DREADD+ submetidos 

ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 

0,1mL/100g, barras cinzas, n=11) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=17). O 

tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste LCE. As colunas representam 

as médias ± EPM. *P<0,05 ** P<0,01. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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Esguicho de Sacarose: A análise do tempo de autolimpeza (“Grooming”) F (2, 36) = 

0,08262,P=0,9209) e a latência para o início do primeiro gromming (F (2, 36) = 0,6560, P=0,5237) não 

indicou diferença significativa entre os grupos não estressado (naive, n=10) e grupos agudamente 

estressados DREADD- e tratados com veículo (n=11) ou CNO (n=18). 
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Figura 19: Parâmetros comportamentais avaliados durante o teste do esguicho de sacarose (Splash Test- 

ST) realizado em um período de cinco minutos dos animais não estressados (naive, barras brancas, n=10) 

e dos animais DREADD+ submetidos ao estresse crônico de restrição e que foram tratados com veículo 

(95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, barras cinzas, n=11) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 

2,5mg/kg, barras vermelhas, n=18). O tratamento farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início 

do teste do esguicho de sacarose. As colunas representam as médias ± EPM. ANOVA seguida pelo pós- 

teste de Bonferroni. 
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TNF: A análise do nado (F (2, 42) = 1,170, P=0,3204) e da imobilidade (F (2, 42) = 1,257, P=0,2951) 

no Teste do Nado Forçado não indicou diferença significativa entre os grupos não estressado (naive, 

n=19) e grupos agudamente estressados DREADD- e tratados com veículo (n=10) ou CNO (n=16). 
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Figura 20: Parâmetros comportamentais avaliados durante o teste de nado forçado por três minutos dos 

animais não estressados (naive, barras brancas, n=10) e dos animais DREADD+ submetidos ao estresse 

crônico de restrição e que foram tratados com veículo (95% NaCl 0,9% e 5% DMSO, 0,1mL/100g, 

barras cinzas, n=11) ou Clozapina-N-Óxido (CNO, 2,5mg/kg, barras vermelhas, n=18). O tratamento 

farmacológico foi realizado 30 minutos antes do início do teste do esguicho de sacarose. As colunas 

representam as médias ± EPM. ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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8. DISCUSSÃO 

 
 

No presente estudo, nós mostramos que os animais DREADD+ tratados com veículo e 

submetidos ao CRS apresentaram um aumento na PAM basal sem alterações na FC basal quando 

comparados com os animais que não foram estressados (naive). Os animais DREADD+ tratados com 

veículo ou CNO e submetidos ao CRS não apresentaram alterações nas atividades simpática e 

parassimpática cardíacas, e na FC intrínseca quando comparados com os animais naive. Além disso, os 

animais DREADD- tratados com veículo ou CNO e submetidos ao RS não apresentaram alterações na 

PAM e FC basais, atividades simpática e parassimpática cardíacas, e na FC intrínseca quando 

comparados com os animais naive. Nós mostramos também que os animais DREADD+ tratados 

com veículo e submetidos ao CRS apresentaram um aumento do tempo de permanência no 

centro da arena bem como um queda do tempo na periferia da arena no teste do campo aberto, 

sugerindo um efeito do tipo ansiolítico nos animais cronicamente estressados. O tratamento com 

CNO nos animais DREADD+ que foram submetidos ao CRS reverteu esse efeito no teste do 

campo aberto, sugerindo que possivelmente a neurotransmissão glutamatérgica do HV medeia 

esse efeito do tipo ansiolítico nos animais cronicamente estressados. Os animais DREADD+ 

tratados com veículo ou CNO que foram submetidos ao CRS não apresentaram alterações no 

teste do labirinto em cruz elevado (LCE), no teste de esguicho de sacarose ou no teste do nado 

forçado (TNF) quando comparados com os animais naive. Os dados do presente estudo 

demonstraram que os animais DREADD- tratados com veículo e submetidos ao RS 

apresentaram uma redução no número de entradas nos braços abertos no teste do LCE quando 

comparados com os animais naive, sugerindo um efeito do tipo ansiogênico nos animais 

agudamente estressados. Os animais DREADD- tratados com veículo ou CNO submetidos ao 

RS não apresentaram alterações nos testes do campo aberto, do esguicho de sacarose e no TNF 

quando comparados com os animais naive. 
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8.1. Envolvimento da neurotransmissão glutamatérgica no HV nas respostas 

cardiovasculares basais, atividade autonômica cardíaca e FCi ao estresse crônico de 

restrição 

 
 

Estudos prévios têm demonstrado a participação do hipocampo na modulação de 

respostas fisiológicas e comportamentais induzidas por estresse (HARTMANN et al., 2019; 

MORAES et al., 2014). Interessantemente, a inativação do hipocampo bloqueia as respostas 

cardiovasculares, mas não as respostas comportamentais induzidas pelo medo condicionado ao 

contexto, sugerindo que os componentes emocionais e autonômicos da reação ao estresse 

podem ser dissociados nessa região cerebral (RESSTEL et al., 2009; SCOPINHO et al., 2013) 

mostraram que a microinjeção bilateral do bloqueador sináptico inespecífico cloreto de cobalto 

(CoCl2, 1mM) no hipocampo dorsal (HD) ou ventral (HV) atenuou as respostas de PA e FC, 

bem como a diminuição da temperatura cutânea da cauda (medida indireta da redistribuição do 

fluxo sanguíneo mediado pelo sistema nervoso simpático) do animal induzida pelo RS, 

sugerindo que o HD e HV medeiam as respostas cardiovasculares e autonômica induzidas pelo 

RS. Adicionalmente, foi reportado que a microinjeção de L-glutamato no HV causa respostas 

cardiovasculares, caracterizadas por aumento de PA e FC. Nesse estudo, demonstraram que 

essas efeitos cardiovasculares foram abolidos pelo pré-tratamento local com: o antagonista do 

receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) de glutamato, AP-7, sugerindo o envolvimento da 

neurotransmissão glutamatérgica no HV na modulação de respostas cardiovasculares 

(SANTINI et al., 2013). 

Diante dos dados apresentados acima, avaliamos os parâmetros cardiovasculares basais, 

atividade autonômica cardíaca e FCi em animais cronicamente estressados bem como o papel 

da neurotransmissão glutamatérgica do HV nessas respostas. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que animais DREADD + tratados com 
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veículo e submetidos ao CRS obtiveram um aumento nos valores basais de PAM, sem alterações 

nos valores basais de FC, atividades simpática e parassimpática cardíacas, e FCi quando 

comparados com os animais não estressados (naive), indicando um efeito pró- hipertensivo nos 

animais cronicamente estressados. Além disso, o tratamento com CNO não alterou a resposta 

de aumento basal da PAM causada pelo CRS, sugerindo que a neurotransmissão glutamatérgica 

do HV parece não estar envolvida na mediação dessa resposta. Resultados divergentes ao nosso 

foram encontrados na literatura, uma vez que demonstraram que a exposição ao estresse crônico 

repetido por 3, 5, 7 ou 10 dias consecutivos não causou alterações nos parâmetros 

cardiovasculares basais, no entanto causou um aumento da PAM e FC durante a sessão de 

estresse (BARRETO et al., 2022 ; SANTOS et al., 2020). Ferreira e colaboradores mostraram 

que o estresse de restrição por 1h/dia por 10 dias consecutivos não afetou os valores basais de 

PA e FC, no entanto aumentou o tônus simpático para o coração e diminuiu a atividade 

parassimpática cardíaca, além de prejudicar a função do barorreflexo (FERREIRA, 2016). 

Uma explicação razoável para a discrepância de respostas observadas entre nossos 

resultados e os dados apresentados acima seria pelas diferenças na intensidade e frequência do 

modelo de estresse crônico repetido, uma vez que escolhemos o modelo utilizado por 

(BECHTOLD, 2009) que preconizou o estresse de restrição repetido por 2h por dia por 21 dias, 

onde foi observado uma habituação das respostas cardiovasculares frente ao estresse. Além 

disso, nossos resultados mimetizam estudos epidemiológicos em humanos que têm mostrado 

que indivíduos expostos a altas demandas psicológicas apresentam maior propensão a 

desenvolver hipertensão (PICKERING, 2004), podendo ser este considerado, para pesquisa 

translacional, um modelo experimental adequado de difunção cardiovascular induzida por 

estresse. 
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8.2. Envolvimento da neurotransmissão glutamatérgica no HV nas respostas 

comportamentais ao estresse crônico de restrição 

 
 

Ratos exibem uma preferência por locais fechados e por áreas próximas às superfícies 

verticais (tigmotatismo), evitando espaços abertos, quando exploram o ambiente (GROSSEN; 

KELLEY, 1972). Sugere-se que no teste do campo aberto, o comportamento do animal é gerado 

pelo conflito entre a motivação para explorar e a aversão a lugares abertos e iluminados e é 

utilizado para avaliar o efeito do tipo ansiogênico (WHIMBEY; AMP; DENENBERG, 1967; 

ASANO, 1986; CRUSIO et al., 1989). De acordo com isso, foi demonstrado que fármacos 

ansiolíticos e ansiogênicos tendem, respectivamente, aumentar ou diminuir a deambulação na 

arena (TREIT, 1985; SCHMITT; AMP; HIEMKE, 1998). Já o LCE é um teste amplamente 

utilizado também para avaliar o comportamento relacionado a ansiedade em roedores 

(CALHOON; TYE, 2015; CAMPOS et al., 2013; CRYAN; HOLMES, 2005). Dessa 

forma, nós avaliamos também as respostas comportamentais relacionadas à ansiedade em 

animais cronicamente estressados bem como o papel da neurotransmissão glutamatérgica do 

HV nessas respostas. Embora não tenha sido observado alteração no comportamento 

exploratório no teste do LCE, animais DREADD+ tratados com veículo e submetidos aos CRS 

obtiveram um aumento do comportamento exploratório no teste do campo aberto, o que sugere 

um efeito do tipo ansiolítico nos animais cronicamente estressados. 

As evidências acima refletem uma adaptação diferenciada induzida pelo CRS, onde os 

animais manifestaram maior segurança ao permanecer no local a que foram expostos (centro da 

arena), possivelmente ativando redes neurais inatas que coordenam as estratégias 

comportamentais e, dessa forma, permitindo aos animais interagirem com mudanças contínuas 

no ambiente (ZANGROSSI; FILE, 1992). 

No entanto, dados da literatura têm demonstrado que animais submetidos a estresse 
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crônico repetido apresentam um efeito oposto ao observado no presente estudo, ou seja, um 

efeito do tipo ansiogênico (CHIBA et al., 2012). Novamente, uma possível explicação para a 

disparidade de respostas observadas seria pelas diferenças na intensidade, frequência e 

cronicidade do modelo de estresse crônico de restrição nos diferentes estudos. 

Interessantemente, o modelo utilizado no presente estudo, o CRS de 2h/dia por 21 dias, é um 

único na literatura que demonstra uma habituação das respostas cardiovasculares (BECHTOLD 

et al., 2009), sugerindo que há uma adaptação das respostas ao estresse crônico repetido. 

Adicionalmente, os resultados no campo aberto demonstram que animais DREADD+ 

tratados com CNO e submetidos ao CRS apresentaram uma redução do comportamento 

exploratório quando comparados com os animais DREADD+ tratados com veículo e 

submetidos ao CRS, indicando que neurotransmissão glutamatérgica do HV participa da 

sinalização envolvida no comportamento do tipo ansiolítico induzido por estresse crônico em 

ratos. O sistema glutamatérgico do hipocampo sofre alterações plásticas frente a situações 

estressantes (BARTANUSZ et al., 1995), o que poderia explicar, em parte, os resultados obtidos 

no presente estudo. Além disso, estudos mostraram que o neuropeptídeo Y (NPY) pode alterar 

sinapses hipocampais excitatórias, uma vez que, o NPY pode reduzir a transmissão sináptica 

fibras mossy (MF) - CA3, através da ativação de receptores NPY nos terminais MF que podem 

inibir a liberação de glutamato. Portanto, uma redução na neuromodulação mediada pelo NPY 

durante o CRS poderia induzir uma liberação maior de glutamato no HV, o que poderia explicar 

o efeito ansiolítico. No entanto, mais estudos são necessários para confirmar essa hipótese. 

O TNF é um modelo animal para estudo de comportamento do tipo depressivo por 

apresentar alto valor preditivo para fármacos antidepressivos (CRYAN et al., 2005; HEMBY 

et al., 1997; RÉNÉRIC et al., 2002 ; LÓPEZ, 2000; PAGE et al., 1999). O animal tentará 

primeiro escapar, mas eventualmente exibirá imobilidade (ou seja, flutuando com a ausência de 
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qualquer movimento, exceto aqueles necessários para manter o nariz acima da água 

(YANKELEVITCH et al., 2015). Além disso, esse modelo demonstrou ter um papel na 

tendência à depressão maior em animais expostos a situações estressantes (DORON et al., 2014; 

CASPI et al., 2003; KAUFMAN et al., 2006). O Teste de Esguicho de Sacarose foi realizado 

para avaliar também o comportamento do tipo depressivo dos ratos (MACHADO et al., 2012). 

O comportamento de autolimpeza (groomming) é um comportamento natural e instintivo de 

roedores e é medido em termos de lamber, morder e arranhar a pelagem (MACHADO et al., 

2012). Este comortamento está relacionado também com a termorregulação, interação social e 

diminuição do estresse, portanto pode ser utilizado como parâmetro para avaliar estresse e 

anedonia (SMOLINSKY et al., 2009). 

Além disso, estudo prévio reportou que CRS diminui a expressão de receptor 

glutamatérgico metabotrópico mGluR5 em astrócitos no hipocampo de camundongos que 

exibiram comportamentos do tipo depressivo, fornecendo evidências do papel do sistema 

glutamatérgico na produção dos fenótipos comportamentais da depressão (LIU, 2022). Dados 

da literatura demonstram ainda que o tratamento sistêmico com antagonistas de receptores 

glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA) promove efeitos antidepressivos nos 

testes do nado forçado e desamparo aprendido (TRULLAS; SKOLNICK, 1990; JOCA et al., 

2003), sugerindo que o sistema glutamatérgico teria um papel facilitatório na mediação do efeito 

do tipo depressivo. 

Adicionalmente, foi observado que a microinjeção intra-hipocampal de antagonistas de 

receptores NMDA impede o aparecimento das consequências comportamentais induzidas pela 

exposição a diferentes estressores incontroláveis (nado forçado, imobilização, choques elétricos 

nas patas (JOCA et al., 2003). Dessa forma, nós avaliamos também as respostas 

comportamentais relacionadas à depressão em animais cronicamente estressados bem como o 

papel da neurotransmissão glutamatérgica do HV nessas respostas. 
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Os resultados no TNF e do Esguicho de Sacarose demonstraram que os animais 

DREADD+ tratados com veículo ou CNO e submetidos ao CRS não apresentaram alterações 

no tempo de imobilidade e no comportamento de autolimpeza quando comparados aos animais 

naive (sem estresse), sugerindo que o estresse crônico de restrição não apresentou efeito 

relacionado à depressão e que a neurotransmissão glutamatérgica do HV parece não participar 

da sinalização envolvida em resposta comportamental relacionada à depressão. Dados da 

literatura têm demonstrado que animais submetidos a estresse crônico repetido apresentam um 

efeito oposto ao observado no presente estudo, ou seja, um efeito do tipo depressivo (CHIBA 

et al., 2012). 

Adicionalmente, estudo prévio da literatura demonstrou que animais submetidos a 

6h/dia por 28 dias de estresse crônico repetido apresentaram um maior tempo imobilidade no 

teste do nado forçado (realizado 96h após a última sessão de restrição), sendo um comportamento 

preditivo de depressão (CHIBA et al., 2012). Nesse trabalho de Chiba e colaboradores (2012), 

as consequências emocionais do estresse crônico parecem ser decorrentes de uma adaptação 

anormal do estresse. 

Por outro lado, no estudo de Bechtold e colaboradores, onde os animais submetidos ao 

estresse crônico de restrição (5 a 7 dias por semana, durante 1-2 h por sessão de restrição por 

21 a 25 dias) apresentaram uma proeminente redução da pressão arterial e da frequência 

cardíaca quando comparados com os animais submetidos ao estresse (BECHTOLD et al., 

2009), sendo considerado uma adaptação positiva do estresse; o que poderia justificar, em parte, 

a adaptação comportamental observada no presente estudo. Portanto, reforçando mais uma vez, 

a discrepância observada entre as respostas reportadas na literatura com as do presente projeto 

poderia ser decorrente das alterações na intensidade, frequência e cronicidade do modelo de 

estresse crônico de restrição que poderiam promover respostas anômalas. 
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8.3. Efeito inespecífico do CNO nas respostas cardiovasculares basais, atividade 

autonômica cardíaca e FCi bem como nas respostas comportamentais ao estresse 

agudo de restrição 

 
 

No presente estudo, foram utilizados DREADD+ que é DREADD hM4D Gi- acoplado, 

fundido com mCherry sob o controle do promotor CaMKIIa para silenciamento neuronal 

induzido por CNO e DREADD- que é a proteína verde fluorescente sob controle do promotor 

CaMKIIa. O DREADD- não contém em sua composição o hM4Di, sendo utilizado como 

controle experimental de um possível efeito inespecífico do CNO, uma vez que foi demonstrado 

que uma pequena proporção de CNO administrado pode ser metabolizado em clozapina, uma 

droga antipsicótica com atividade em vários receptores endógenos ( ASHBY; WANG,1996; 

SELENT et al., 2008; JANN et al., 1994; MACLAREN et al.,2016 ). Se presente em altas 

concentrações, o suficiente para afetar os receptores endógenos, a clozapina pode causar efeitos 

além daqueles mediados por CNO atuando nos DREADDs (MAHLER et al., 2014). 

De acordo com Gomez, et al a clozapina metabolizada pode contribuir para a ativação 

do DREADD após a injeção periférica de CNO (GOMEZ et al., 2017) e, mesmo que a 

concentração de CNO/clozapina seja baixa o suficiente para não causar efeitos observáveis em 

animais que não expressam DREADD, suas ações nos receptores endógenos podem interagir 

com os efeitos do DREADD de maneiras ainda desconhecidas (MAHLER et al., 2014). No 

entanto, várias pesquisas falharam em encontrar efeitos comportamentais independentes da 

ativação de DREADD pela microinjeção de CNO na área tegmental ventral (MAHLER et al., 

2014), septo lateral (MCGLINCHEY; ASTON, 2017), hipocampo dorsal (GE et al., 2017) 

, ou córtex orbital (LICHTENBERG et al., 2017). Embora existam possíveis ressalvas a serem 

consideradas com o uso de CNO, a tecnologia DREADD é considerada um grande avanço na 

neurociência, independentemente do agonista empregado. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib26
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5854815/#bib17
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Portanto, para um melhor controle experimental, além dos animais DREADD+ tratados 

com veículo e submetidos ao CRS, nós realizamos também os experimentos nos animais 

DREADD- tratados com veículo ou CNO. Como o intuito era avaliar o efeito inespecífico do 

CNO (ou o efeito mediado pela conversão do CNO em clozapina), nós definimos o estresse 

agudo de restrição como modelo para favorecer o procedimento experimental. Dessa forma, nós 

avaliamos os parâmetros cardiovasculares basais, atividade autonômica cardíaca, FCi e 

respostas comportamentais em animais agudamente estressados bem como o efeito inespecífico 

do CNO nessas respostas. Os resultados demonstraram que os animais DREADD- tratados com 

veículo ou CNO e submetidos ao RS não apresentaram alterações na PAM e FC basais, 

atividades simpática e parassimpática cardíacas, e na FC intrínseca quando comparados com os 

animais não estressados (naive), sugerindo que o estresse agudo não causa alterações nos 

parâmetros cardiovasculares basais, corroborando com os dados encontrados na literatura 

(SANTOS, 2020). 

Embora não tenha se observado alterações no comportamento exploratório no teste do 

campo aberto, os resultados do presente estudo mostraram que os animais DREADD- tratados 

com veículo e submetidos ao RS apresentaram uma redução na exploração dos braços abertos 

no teste do LCE quando comparados com os animais naive, sugerindo um efeito do tipo 

ansiogênico nos animais agudamente estressados. Nossos resultados corroboraram com os 

dados da literatura na qual já está bem estabelecido que o estresse agudo de restrição causa um 

efeito do tipo ansiogênico em ratos (BUSNARDO et al., 2019; GOUVEIA et al., 2016; 

BUSNARDO et al., 2013; PADOVAN; GUIMARÃES, 2004). Nosso estudo também mostrou 

que os animais DREADD- tratados com veículo ou CNO submetidos ao RS não apresentaram 

alterações no teste do esguicho de sacarose e no TNF quando comparados com os animais naive, 

sugerindo que o estresse agudo não promove efeito do tipo depressivo e que a neurotransmissão 

glutamatérgica do HV parece não estar envolvida em comportamentos relacionados à depressão 
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induzida por estresse. Pesquisas prévias têm apresentado resultados contraditórios em relação 

ao impacto do estresse agudo nos comportamentos observados no TNF (MARCHI, 2021). Na 

literatura, têm sido observados relatos de aumento, diminuição ou ausência de efeito no tempo 

de imobilidade no TNF após estresse agudo, que pode ser decorrente das diferenças nos 

protocolos experimentais tais como as condições de alojamento dos animais, a intensidade e a 

frequência do estresse, a cronicidade da exposição, os modelos do estímulo estressante (se são 

escapáveis ou inescapáveis) e também à idade dos animais envolvidos no estudo. (MARCHI, 

2021; ARMARIO, 1991; BERNAL, 2009; SEVGI, 2006; PRINCE, 1984; PLATT,1982; 

WEISS, 1981; BETTIO, 2014; MORETTI, 2013). 

 

Diante de algumas limitações identificadas no presente estudo, sugere-se que pesquisas 

futuras concentrem-se na comparação de diferentes modelos experimentais de respostas 

comportamentais induzidas pelo estresse, bem como na implementação de um controle mais 

rigoroso das variáveis independentes que possam impactar os resultados das análises. 
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9. CONCLUSÃO 

 
 

Os dados da pesquisa apresentados fornecem novas evidências sobre o papel da 

neurotransmissão glutamatérgica do HV nas consequências emocionais induzidas pelo estresse 

crônico repetido. Dessa forma, os dados demonstraram que a neurotransmissão glutamatérgica 

do HV tem um papel facilitatório do efeito ansiolítico induzido pelo estresse crônico em ratos 

DREADD+. Além disso, os dados do estudo sugerem que o efeito do CNO foi mediado por 

ativação dos receptores DREADD hM4Di e não por um efeito inespecífico. Os resultados 

mostraram também que o estresse crônico repetido em ratos DREADD+ causou um efeito pró- 

hipertensivo, reforçando o papel do estresse como fator de risco para doenças cardiovasculares. 
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