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RESUMO

A disfuncdo hipocampal tem sido relacionada & fisiopatologia de
transtornos de ansiedade, os quais podem envolver a neurotransmissao
glutamatérgica. O presente estudo avaliou a captagdo de glutamato
(GLU) em fatias do hipocampo ventral (HV) de ratos expostos ao
labirinto em cruz elevado (LCE), um teste pré-clinico de ansiedade.
Ratos Wistar machos foram submetidos ao LCE e tiveram a captacéo de
GLU no HV (direito e esquerdo) avaliada imediatamente (“Oh™) ou 24
horas apo6s a exposi¢do ao LCE (“24h”). O grupo “controle” nao foi
exposto ao LCE. A captacdo de GLU também foi avaliada no HV de
ratos wistar machos de curto tempo de brago aberto (CTBA) e longo
tempo de braco aberto (LTBA). Os resultados mostraram que 0 grupo
“24h” apresentou uma reducdo na captacdo de glutamato apenas no
hipocampo ventral direito, em relagdo aos grupos “controle” e “Oh”,
sugerindo que uma maior oferta de glutamato na fenda sinaptica pode
superestimular seus receptores no hipocampo ventral direito e facilitar a
ocorréncia de ansiedade ap6s a exposi¢do ao LCE. N&o houve diferenga
entre a captacdo de GLU no HV (direito e esquerdo) de ratos CTBA e
LTBA, indicando que a captacdo de GLU no HV ndo explica a
variabilidade individual no tocante ao nivel de ansiedade em ratos.
Também ndo foi demostrado correlagdo entre o0 comportamento de
avaliacdo de risco, percentual de tempo de permanéncia no bracgo aberto
e percentual de entradas nos bragos abertos do labirinto com a captacéo
de glutamato. Os resultados sdo discutidos considerando-se a
importancia da captacdo de GLU na homeostasia sinaptica e sua relacao
com transtornos psiquiatricos, tais como a ansiedade e a depressao.

Palavras-chave: ansiedade, hipocampo, labirinto em cruz elevado,
captacdo de glutamato.






ABSTRACT

The hippocampal dysfunction has been implicated in anxiety
pathophysiology, which may include alterations in glutamatergic
neurotransmission. The present study aimed to evaluate the glutamate
(GLU) uptake in the ventral hippocampus (VH) slices of rats submitted
to the elevated plus maze (EPM), a pre-clinical test of anxiety. Male
Wistar rats were exposed to the EPM and had its VH GLU uptake (right
and left sides) measured immediately (“Oh™) and 24 hours (“24h”) after
a single EPM exposure. The “control” group was not exposed to the
EPM. The GLU uptake evaluation was also carried out in the VH of rats
characterized by short time open arm (CTBA) and long time open arm
(LTBA) behavior. The data showed that the 24h group exhibited
decreased GLU uptake only in the right VVH in relation to the control and
Oh groups, suggesting that an increased GLU availability may over
stimulate its receptors in the VH and be permissive to the occurrence of
anxiety after the EPM exposure. There was no difference between GLU
uptake in the VH (right and left) in CTBA and LTBA rats, indicating
that VH GLU uptake does not underlie the individual variability
regarding the level of anxiety in rats. Also, no correlation was
demonstrated between the risk assessment behavior, the percentage of
time spent in open arm entries and percentage of open arms of the maze
with the glutamate uptake. The data are discussed by taking into account
the importance of GLU in the synaptic homeostasis and its relation in
the development of psychiatric disorders, such as anxiety and
depression.

Keywords: anxiety, hippocampus, elevated plus-maze, glutamate
uptake.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aprendizagem Emocional e Ansiedade

A partir do final do século XIX até os dias de hoje muitas
teorias foram criadas e aprimoradas na tentativa de conceituar o que é
emogdo. Embora existam muitas defini¢des a respeito do seu conceito, é
aceito que as experiéncias emocionais que nds percebemos, entre elas o
medo, refletem uma intercomunicacdo entre centros encefélicos
superiores, como o cortex cerebral, e regiGes subcorticais (Schwartz et
al., 2003). As emogdes sdo mediadas por um conjunto de respostas
periféricas, autondmicas, enddcrinas e esqueletomotoras, permitindo ao
individuo confrontar situagdes da forma mais eficaz e adaptativa
(Schwartz et al., 2003). As escolhas das respostas frente aos estimulos
sdo determinadas pelas situagdes e histdria de cada individuo (Tomaz e
Giugliano, 1997).

A formagcdo de memdrias associadas com experiéncias
emocionais particulares permite que um individuo antecipe a ocorréncia
de eventos semelhantes no futuro, facilitando o comportamento de
aproximacgdo aos recursos e ao comportamento de esquiva de riscos,
exigindo uma discriminacgdo efetiva entre os sinais de seguranga e 0s
sinais de perigo a ser adaptavel (Gillespie e Ressler, 2005). Se o
comportamento de aproximacdo ou esquiva torna-se deficiente,
excessivo ou inadequadamente ligado com as contingéncias do ambiente
externo ou do meio interno do individuo, é possivel a ocorréncia de uma
resposta inadequada a solicitacBes de adaptacao.

Nesse contexto encontram-se os transtornos de ansiedade,
caracterizados pela presenca de ansiedade mal-adaptativa ou medo, os
quais sdo as doencas psiquidtricas mais prevalentes e de maior
comorbidade (Greenberg et. al., 1999). A ansiedade patolégica,
manifestada nos
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transtornos de ansiedade, se distingue clinicamente da ansiedade normal
em termos de intensidade (resposta ansiosa que ocorre fora da propor¢édo
a ameaca), duracdo (torna-se continua na vida do individuo) e
interferéncia com a vida funcional (prejudica o desempenho no trabalho
e nas relagdes familiares e sociais) (Antony and Swinson, 1996;
Clement et al, 2002;. Finn et al.2003; Sandford et al, 2000). Muitos
autores véem a ansiedade patol6gica ndo como um estado Unico e
separado da ansiedade normal, mas como uma expressdao extrema dela
(Finn et al., 2003;. Lesch, 2001; Sandford et al, 2000). Os transtornos de
ansiedade podem ser definidos como um conjunto de problemas
psicoldgicos, que incluem ansiedade excessiva, preocupacdo, medo e
evitagdo (Antony and Swinson, 1996). Segundo o Manual de Estatistica
e Diagnostico dos Transtornos Mentais, DSM-IV-TR (APA, 2000), os
transtornos de ansiedade sdo classificados em ataque de panico;
transtorno de panico com ou sem agorafobia; fobias especificas e fobia
social; transtorno obsessivo-compulsivo; transtorno de ansiedade
generalizada; transtorno de estresse pds-traumatico; transtorno de
estresse agudo; transtorno de ansiedade devido a uma condigdo médica,
induzido por alguma substancia ou sem outra especificagdo. Os
transtornos de ansiedade, mesmo sendo classificados em varias
categorias, ndo podem ser isolados uns dos outros, pois muitos dos seus
comportamentos e sinais fisiol6gicos se sobrepdem (Finn et al, 2003;.
Gross e Hen, 2004).

No ano de 1994, a OMS (Organizagdo Mundial da Saude) e
pesquisadores da Escola de Salde Publica da Universidade de Harvard
despertaram uma forte conscientizagcdo de que 0s transtornos mentais,
entre eles os transtornos de ansiedade, representam um sério problema
de salde publica, afetando uma grande parte da populacdo mundial
(Lopez e Murray, 1998). Diante disso, alguns estudos tém contribuido
para 0 levantamento de dados epidemiolégicos sobre a ocorréncia,
distribuicdo e os fatores determinantes dos eventos relacionados aos
transtornos de ansiedade. O fornecimento desses dados possibilita,
através de um planejamento, tracar medidas indicadas e eficientes de
prevencdo e controle de determinadas doencas, garantindo uma
assisténcia adequada a salde mental de individuos que sofrem desses
transtornos. Entre esses estudos, podemos destacar a pesquisa realizada
nos Estados Unidos pela ECA (Estudo da Area de Captacdo
Epidemioldgica do Instituto Nacional de Salde Mental). Nesse estudo
foi utilizada uma amostra total de cerca de 20 mil pessoas e 0s
resultados indicam que um quarto das pessoas apresenta algum
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transtorno de ansiedade em algum momento de sua vida, de acordo com
os critérios do DSM-I11 (Eaton et al., 1989; Lima, 1999).

Em um estudo realizado por Lepine (2002), verificou-se que 0s
transtornos de ansiedade sdo o0s transtornos psiquidtricos mais
prevalentes, afetando preferencialmente jovens, com idade entre 25 e 44
anos, mulheres, com pouca escolaridade, ndo-casados e sem filhos.
Surpreendentemente, menos de 30% dos individuos que sofrem com os
transtornos de ansiedade procuram tratamento. Outro estudo, nos
Estados Unidos, realizada pelo NCS-R (National Comorbidity Study
Replication), mostra que a prevaléncia para transtornos de ansiedade
representa 18,1% dos transtornos psiquiatricos. Dentro da mesma
pesquisa, a fobia especifica apresentou maior prevaléncia, com 8,7%,
seguida pela fobia social (6,8%), transtorno de estresse pds-traumatico
(3,5%), transtorno de ansiedade generalizada (3,1%), transtorno
obsessivo-compulsivo (1,0%), transtorno de ansiedade de separacdo
(0,9%) e agorafobia (0,8%) (Kessler et al., 2005).

No Brasil, assim como nos paises da Africa, Asia e Europa
Oriental, existe uma grande lacuna de dados epidemiolégicos sobre o
perfil de morbidade pisiquidtrica geral na populagdo. Tal caréncia é
facilmente entendida pela falta de bancos de dados organizados e
confidveis que permitam estas analises.

Na tentativa de mudar esse cenario, Almeida Filho e
colaboradores (1997) realizaram o Estudo Multicéntrico Brasileiro de
Morbidade Psiquiatrica (EMB) em trés areas urbanas brasileiras:
Brasilia, Sdo Paulo e Porto Alegre, respeitando os critérios diagnésticos
do DSM-IIl. Esses autores constataram uma prevaléncia para
transtornos de ansiedade de 12,1% em Brasilia, 6,9% em S&o Paulo e
5,4% em Porto Alegre. Segundo 0 mesmo estudo, a ansiedade e as
fobias constituem os principais problemas de salde mental da populacdo
brasileira, com prevaléncias globais variando de 8% a 18% e estimativas
de demanda potencial variando de 5% a 12%. Andrade e colaboradores
(2002) realizaram outro estudo de prevaléncia de distlrbios
pisiquiatricos menores pela CID-10 em Sdo Paulo (DPM-SP). Nesse
estudo foram avaliados 1.464 individuos, com dados apontando
prevaléncia para a vida de transtorno de ansiedade generalizada (TAG)
de 4,2%, transtorno de pénico de 1,6%, agorafobia de 2,1%, fobia
simples de 4,8%, fobia social de 3,5% e transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC) de 0,3%.

Ainda é importante ressaltar, que por tras dos transtornos de
ansiedade estdo grandes custos pessoais e sécio-econdmicos. Estima-se
que o0 gasto em salde publica nos Estados Unidos com esses transtornos
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seja superior a 67 bilhdes de dblares por ano, em custos diretos
(tratamento  psiquidtrico e ndo-psiquiatrico, internacdo, pronto
atendimento e medicamentos) e indiretos (reducdo de produtividade e
abstencdo no trabalho) (Antony & Swinson, 1996; Greenberg et al.,
1999; Lepine, 2002).

Diante do exposto acima, cresce 0 interesse na descoberta dos
mecanismos envolvidos na génese da ansiedade, com a finalidade de
tornar o diagnostico cada vez mais preciso, evitando grandes custos
sdcio-econdmicos e pessoais, além da possibilidade de oferecer
melhores tratamentos aos individuos que sofrem com estes transtornos
complexos.

1.2 Centro anatémico do medo/ansiedade: papel do Hipocampo

Devido a sua complexidade, os transtornos de ansiedade
sugerem que numerosas areas do cérebro estdo envolvidas. As regides
cerebrais associadas com a ansiedade tem sido identificadas através de
numerosos estudos com lesGes e microinjecBes em animais e de
neuroimagem em humanos (Gordon & Hen, 2004). As respostas
fisioldgicas sdo mediadas por estruturas como o Locus Ceruleus (LC), a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e o hipotadlamo (Sandford et
al., 2000). Outras estruturas como a amigdala e a formagdo septo-
hipocampal medeiam a resposta pratica aos estimulos ansiogénicos
(Sandford et al., 2000). As regides corticais superiores sdo responsaveis
por controlar tanto as areas responsaveis pelas respostas fisiologicas
quanto controlar as areas responsaveis pela resposta pratica, além de ser
responsavel pelo processamento cognitivo (Sandford et al., 2000).
Prop0e-se que a funcdo basica dessas estruturas é avaliar a ameaca para
situagbes individuais e selecionar respostas, de modo que
comportamentos defensivos adequados sejam gerados (Charney et al.,
1996).

Para Gray e McNaughton (2000), a ansiedade esta relacionada
com a ativacao de um sistema de inibi¢do comportamental, representado
principalmente por estruturas que formam o sistema septo-hipocampal,
nas quais encontramos 0 nosso objeto de estudo: o hipocampo. Esse
sistema seria importante no controle do comportamento, especialmente
quando ha necessidade de movimento na direcdo da fonte de perigo, o
que pode ser representado pela existéncia de conflito entre obter a
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seguranca e satisfazer a tendéncia de aproximacdo. A funcdo desse
sistema é inibir o comportamento em andamento, fazendo uma avaliacéo
do grau de ameagca enquanto ocorre uma exploragdo cautelosa do
ambiente. Segundo 0s mesmos autores, a ativagdo do sistema de inibi¢do
comportamental ocorre de maneira conjunta com o sistema de
aproximagdo comportamental, colocando o animal em uma situacéo de
conflito aproximacao/ esquiva. A resultante do grau de ativagéo de um e
outro sistema pode ocasionar a inibicdo do comportamento em curso
e/ou favorecer a exploracdo cautelosa do ambiente, possibilitado pelo
aumento no sistema de alerta bem como no comportamento de avalia¢éo
de risco. Essas respostas sdo submetidas a uma analise e posterior
associagdo com informagdes armazenadas na memoria.

O hipocampo tem sido implicado no processamento do contexto
nos quais as informagdes sdo apresentadas, e desse modo modulando as
respostas de defesa (LeDoux, 2000). Dados na literatura mostram que o
hipocampo estd envolvido criticamente na aquisicdo e evocagdo das
experiéncias emocionais. A plasticidade sinaptica que ocorre no
hipocampo esta envolvida com o processamento de informagdes, e é
modulada pela amigdala (Mcgaugh, 2000), especialmente durante
situagbes de estresse (Kim et al. 2001; Akirav et al. 2002). A
comunicacao amigdala-hipocampo seria importante para a expressao de
memorias relacionadas ao medo (Seindenbecher et al. 2003).

Alguns estudos utilizando lesBes cerebrais mostram que
funcionalmente o hipocampo pode ser dividido em duas regides,
utilizando como referéncia o eixo septotemporal. Essas duas regifes séo
denominadas de hipocampo ventral e hipocampo dorsal, cada uma
envolvida com diferentes comportamentos (Bannerman et al., 2004).
Segundo Bannerman e colaboradores (1999), o hipocampo dorsal pode
ser definido como 50% do total do hipocampo, comegando pelo pélo
septal ou dorsal, que corresponde ao hipocampo posterior em humanos,
enquanto o hipocampo ventral corresponde a outra metade, que comeca
no pélo ventral ou temporal que em humanos é chamado de hipocampo
anterior. Acredita-se que essas diferencas funcionais podem ser
atribuidas as diferencas nas projecdes aferentes e eferentes. Enquanto o
hipocampo dorsal possui conexfes neuronais com o cortex de
associacdo, areas corticais sensoriais primarias e areas entorinais e
peririnais (Moser e Moser, 1998), o hipocampo ventral possui conexdes
com o cortex pré-frontal, assoalho da estria terminalis, amigdala e
estruturas subcorticais associadas com o eixo Hipotalamo-Pituitaria-
Adrenal (HPA) (Petrovich et. al., 2001).



26

Segundo McHugh e colaboradores (2004), a regido ventral do
hipocampo estd intimamente associada com a amigdala. Essa regido
emite e recebe projecdes neuronais para os nicleos basais e laterais da
amigdala. Estas diferengas funcionais também podem ser vistas através
de estudos com roedores. Tem sido demosntrado que lesGes no pdlo
ventral do hipocampo reduzem as reagdes de defesa de medo
incondicionado sugerindo uma participacdo dessa regido no controle do
estado emocional de ratos, enquanto a regido dorsal do hipocampo esta
mais envolvido com a memodria espacial (Bannerman et al., 2004).

Além disso, alguns estudos demonstram que lesbes no
hipocampo estdo associadas & diminuicdo da concentracdo dos niveis
plasméticos de corticosterona em animais expostos a situagdes
estressantes. Como 0s niveis de corticosterona refletem os niveis de
estresse estes resultados sugerem que o hipocampo tem um papel
importante na mediagdo da resposta ao estresse. Lesdes na regido septo-
hipocampal, portanto, parecem produzir o mesmo efeito de ansioliticos
cléssicos, como os benzodiazepinicos (Gray e McNaughton, 2000).

Afora sua divisdo em hipocampo ventral e dorsal, existe ainda a
diferenciacdo do hipocampo quanto sua lateralidade. Ao hipocampo
direito tem sido atribuido a funcdo de representacdo espacial, ao passo
que o hipocampo esquerdo estaria mais relacionado a meméria de
palavras, pessoas ou objetos.

Dessa forma, a disfuncdo do hipocampo tem sido relacionada
com a fisiopatologia da ansiedade como uma possivel conseqliéncia da
ma percepcdo do contexto de estimulos potencialmente ameacadores
(Carobrez et al., 2001).

1.3 Labirinto em Cruz Elevado

Determinadas experimentacdes especificas como os “modelos
animais” s3o utilizados para gerar em animais reagdes comportamentais
e humorais. Esses modelos animais tém sido largamente empregados
com a finalidade de se obter pardmetros indicativos referentes aos
estimulos induzidos nos individuos. Nesse contexto, os modelos animais
sdo utilizados para avaliar padrbes comportamentais bem esclarecidos
na literatura, tornando possivel determinar os substratos neurais
envolvidos nos processos de aprendizagem emocional e ansiedade.
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Um modelo animal atil para investigar se habilidades de
aprendizado, sensibilidade & dor, ou a resposta a farmacos estdo
relacionados ao estado emocional, envolve a caracterizacdo dos
individuos de acordo com suas respostas no labirinto em cruz elevado
(LCE), desenvolvido por Handley e Mithani em 1984. Utilizado
inicialmente como modelo animal de ansiedade para roedores, tornou-se
ao longo do tempo o mais utilizado de todos os modelos animais
atualmente disponiveis (Rodgers & Cole, 1994). Entre os principais
motivos que impulsionaram sua larga utilizagdo estdo: o baixo custo do
equipamento, é um teste rapido e simples de aplicar e detecta os efeitos
agudos dos farmacos ansioliticos. (Rodgers e Dalvi, 1997; Carobrez e
Bertoglio, 2005).

Sua funcionalidade baseia-se na avaliagdo do comportamento
exploratorio dos roedores em um ambiente novo, capaz de gerar um
conflito entre duas tendéncias opostas: a atividade exploratéria
espontdnea e a aversdao natural do animal pelos bragos abertos e
iluminados (Barnett, 1963; Fernandes e File, 1996; Pereira et al, 2005;
Treit et al., 1993). Esse conflito é considerado analogo a ansiedade
humana (Gray, 1988). De forma que, do ponto de vista etoldgico, estes
animais preferem os lugares fechados, que poderiam representar lugares
virtualmente “seguros”. Assim, os niveis de ansiedade podem ser
detectados no LCE através das esquivas aos bracos abertos,
representadas por varidveis como percentual de entrada e percentual de
tempo de permanéncia nos bragos abertos. O nimero de entradas nos
bracos fechados é utilizado como parametro de avaliagdo da atividade
motora (Pellow et al., 1985; Rodgers & Cole, 1994).

Como modelo animal, o LCE tem sido amplamente validado
utilizando critérios fisiologicos, farmacoldgicos e comportamentais
(Lister, 1990; Pellow et al., 1985). A resposta a farmacos pode ser vista
através de varios dados publicados, mostrando que drogas do tipo
Benzodiazepinicos e outros compostos ansioliticos promovem um
aumento no percentual de entrada e no tempo de permanéncia dos
bracos abertos do Labirinto. Em contrapartida, compostos ansiogénicos
produzem o efeito contrario (Menard & Treit, 1999; Pellow et al., 1985;
Rodgers & Cole, 1994).

Dados encontrados na literatura mostram também que o
confinamento dos animais aos bracos abertos do LCE produz um
aumento significativo dos comportamentos relacionados a ansiedade
(defecacdo, congelamento) e da concentragdo de corticosterona
plasmatica quando comparados ao confinamento aos bracos fechados
(Pellow et al., 1985).
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Desde sua criacdo em 1984, alguns parametros de avaliacdo
foram adicionados ao modelo, como por exemplo, a analise “minuto a
minuto” das variaveis comportamentais em camundongos (Rodgers et
al, 1996) e em ratos (Rosa et al, 2000). Essa analise possibilitou avaliar
o0s padrdes comportamentais no decorrer de uma mesma exposi¢do ao
LCE. Nessa linha de pesquisa, Holmes e Rodgers (1998) demonstraram
que o padrdo comportamental de camundongos expostos ao Labirinto
em Cruz Elevado alterava-se no decorrer da sessdo, o que era verificado
por uma diminuicdo na exploracdo dos bragos abertos no decorrer do
tempo de exposigdo. Os mesmos resultados foram encontrados por Rosa
(2000) e Pereira e colaboradores (2005), dessa vez trabalhando com
ratos. Esses achados sugerem diferencas nos padrfes comportamentais
entre o inicio e o término da exposi¢do ao LCE, indicando a presenca de
alteracdo comportamental induzida pela experiéncia prévia, ou seja,
aprendizagem.

Um desses pardmetros comportamentais avaliados durante a
exposicdo do animal ao LCE é capaz de evocar um comportamento
chamado de avaliacdo de risco ou (“risk assessment”). A avaliacdo de
risco representa uma antecipacdo de um perigo potencial, sendo um
comportamento defensivo de grande valor adaptativo. Esse
comportamento defensivo traduz o medo do animal em explorar um
ambiente novo, produzindo no animal um estado de hipervigilancia que
também pode ser visto como um comportamento analogo aos
apresentados por individuos ansiosos (BLANCHARD et al., 2001).

Uma série de estudos sugere que o principal elemento
desencadeante da aquisicdo de esquiva dos bracos abertos no LCE ¢ a
existéncia de dois ambientes conflitantes, representados pelos bragos
abertos e fechados do labirinto. (Bertoglio & Carobrez, 2000; Pereira et
al, 2005). Dessa forma, o LCE tem sido utilizado como ferramenta para
0 estudo da emocionalidade e aprendizagem emocional (Rodgers et al,
1996; Rosa et al, 2000)). Sendo assim, quando expostos ao LCE, os
padr@es comportamentais de um rato podem estar sendo influenciados
por diversos fatores, uns determinados pela reatividade emaocional do
individuo, outros determinados pela experiéncia prévia, condicdes
ambientais e nivel basal fisiol6gico do animal.
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1.4 A neurotransmissao glutamatérgica e a ansiedade

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no
sistema nervoso central (SNC) de mamiferos, contribuindo ndo somente
para uma rapida neurotransmissdo sinaptica, mas também para
processos complexos como aprendizado, memdria, plasticidade e morte
celular neuronal (Ozawa et al., 1998). A concentracdo de glutamato no
citoplasma de neurbnios glutamatérgicos é aproximadamente 5-10mm
(Danbolt, 2001). Este é varias vezes maior do que qualquer outro
aminoacido, e muito maior comparada a outros tipos de tecido. Devido a
maior parte do glutamato estar localizado no citoplasma do terminal do
axodnio (2-3 vezes maior do que nos dendritos ou corpos celulares) é
proposto que os terminais do axénio de alguma forma restringem o
movimento de glutamato ou, mais provavelmente, sintetizam e utilizam
0 glutamato localmente. A sintese de glutamato local em terminais de
axdnio pode ser atribuida a localizacdo de glutaminases, que sdo
responsaveis pela sintese de mais glutamato neuronal (Marquez et al.,
2009). Alguns estudos utilizando imunolocalizacdo sugerem que
glutaminases ou proteinas que interagem com glutaminase (PGI) estdo
associadas com mitocOdrias (Fisher, 2007), que sdo particularmente
abundantes nos terminais dos axénios (Ly e Verstreken, 2006). Dessa
forma, é provavel que a abundancia de glutamato nos terminais dos
axodnios ¢ em decorréncia do glutamato ser produzido na mitocondria,
que apresenta-se em grande quantidade nos terminais dos axonios.

Afora sobre o local onde é produzido o glutamato, é importante
ressaltar que esse neurotransmissor exerce seu efeito excitatério através
de uma variedade de receptores, que podem ser ionotropicos (canais
ibnicos) como os receptores NMDA, AMPA e KA ou metabotrépicos
(mGIuR), receptores associados a proteina G que operam através de
segundos mensageiros intracelulares (Kew & Kemp, 2005). Ao longo
do tempo, esses receptores foram identificados através de estudos
utilizando métodos farmacoldgicos e eletrofisiolégicos em varias
regides do cérebro. (Charles et al., 2005).

Apbs ser liberado na fenda sinaptica e ativar seus receptores, o
glutamato é rapidamente removido do espaco extracelular pela captacédo
celular, através de um mecanismo envolvendo predominantemente
transportadores de glutamato (EAATS — do inglés excitatory amino acid
transporters) sodio-dependentes, também chamados de transportadores
de “alta afinidade” (Danbolt, 2001). O trabalho de captagdo do
glutamato desempenhado por esses transportadores é de extrema
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importancia, uma vez que o acimulo excessivo desse neurotransmissor
no meio extracelular pode levar a uma super estimulagdo dos receptores
glutamatérgicos, aumentando consequentemente a producéo de espécies
reativas e excitotdxicas de oxigénio/nitrogénio, levando a morte celular
(Gegelashvili & Schousboe, 1997; Danbolt, 2001).

Dessa forma, o aumento excessivo da concentracdo de
glutamato no meio extracelular estaria sendo o ponto de partida ou parte
da cascata que levaria a danos cerebrais. Assim, o aparecimento de
diversos transtornos neurol6gicos estd sendo atribuido a disfuncdo dos
transportadores de glutamato (Trotti, 2002). Apesar de existirem
evidéncias relacionando a disfungdo da captacdo de glutamato a
transtornos neurolégicos, seu envolvimento com processos de
aprendizagem emocional e ansiedade carece de maior elucidagéo.

Esses transportadores sdo encontrados tanto em células
astrocitarias (Lehre et al., 1995) como em terminais nervosos pré e pos-
sindpticos (Danbolt et al., 2006) e podem ser divididos em cinco
subtipos, identificados através de técnicas de clonagem. Trés dos
subtipos de transportadores foram identificados originalmente no
cérebro de ratos, sdo eles: GLAST, GLT-1 e EAAC1. Nos humanos,
seus homélogos sdo respectivamente EAATL, EAAT2 e EAAT3 (Fig.
1.). Os subtipos de transportadores EAAT4 e EAATS, possuem a
mesma nomenclatura para ratos e humanos (Danbolt, 2001).

A localizagdo de cada um dos subtipos de GLUTs difere
conforme as diferentes regiGes cerebrais. GLAST apresenta expressdo
de proteina e imunocoloracdo maiores no cerebelo, e niveis moderados
em outras estruturas do prosencéfalo como o hipocampo. O subtipo
GLT ¢é expresso principalmente na regido do prosencéfalo,
particularmente no hipocampo, septo lateral, cortex cerebral, estriado e
em menor propor¢do no cerebelo. Esses dois transportadores sdo,
funcionalmente, os mais importantes transportadores de glutamato e
estdo localizados nos astrécitos, associados com sinapses excitatorias.
EAAT3 é expresso em diferentes regides do cérebro, mas em niveis
muito baixos. Os transportadores EAAT4 e EAATS, estdo expressos
exclusivamente no cerebelo e retina, respectivamente (Danbolt, 2001;
Kanai e Hediger, 2004).
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Figura 1 — Neurotransmissdo glutamatérgica. Ap6s sua agao
sinaptica o glutamato é captado por transportadores localizados nos neurdnios
(EAAT3) e nos astrdcitos (EAATL e EAAT?), finalizando a agdo da sinapse
excitatria e mantendo baixa a concentragdo de glutamato extracelular.

Diversos estudos tém implicado a participacdo do sistema
glutamatérgico na mediacdo das emocgdes e na fisiopatologia dos
transtornos de ansiedade, bem como um possivel alvo de intervengdes
terapéuticas. Exames de imagem em humanos, como a ressonancia
magnética (RM), tém sido utilizados para demonstrar a relacdo entre o
glutamato e ansiedade. Alguns estudos com ressonancia magnética
volumétrica e ressonancia magnética funcional (fMRI) mostram que
regides do cérebro ricas em glutamato, que tém sido implicados na
expressdo de medo e ansiedade, como hipocampo, amigdala, e cortex
cingulado anterior, estdo estruturalmente alteradas ou funcionalmente
hiperativas em pacientes com diagndstico de transtornos de ansiedade
(Rauch et al.; Yamasue et al.)

Dados experimentais indicam que os receptores glutamatérgicos
modulam a ansiedade em roedores. A injecdo sistémica ou central de
antagonistas dos receptores NMDA produz efeitos ansioliticos no LCE
(Dunn et al. 1989; Guimaraes et al. 1991; Karcz-Kubicha et al. 1997;
Teixeira and Carobrez 1999; Carobrez et al. 2001), enquanto o
glutamato e o NMDA induzem efeitos do tipo ansiogénicos
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(Przegalifiski et al., 1996). Animais knock-out para a subunidade NR2A
dos receptores NMDA apresentam reduzido comportamento tipo
ansioso em relagdo aos animais normais (Chenard, 1995).

A modulagdo da liberacdo de glutamato também influencia as
medidas de ansiedade em roedores. Animais mGIuR8 ”~, um receptor
metabotrépico de glutamato pré-sinaptico, apresentam aumento nos
pardmetros de ansiedade (Duvoisin et al, 2005). Injecdo intra-
hipocampal ou intra-amigdalar de agonistas de receptores
metabotrépicos de glutamato do grupo Il e 111, que inibem a liberag¢do do
glutamato, apresentam efeito ansiolitico no LCE. A administracdo de
antagonistas de receptores metabotropicos glutamatérgicos do grupo I,
que aumentam a liberacdo de glutamato, também apresentam efeito
ansiolitico (Cortese et al, 2005). A adenosina é um neuromodulador que
também pode atuar sobre a transmissdo glutamatérgica. Estudos que
avaliaram o comportamento exploratério em roedores demonstraram
que agonistas e antagonistas de receptores Al produzem efeitos
ansioliticos e ansiogénicos, respectivamente (Gimenez et al, 2002).

Apesar de serem encontradas diferencas nos sistemas
dopaminérgicos, serotoninérgicos e colinérgicos com relagdo ao nivel de
ansiedade detectado no LCE, o papel do sistema glutamatérgico néo esta
esclarecido. O tratamento com a D-cicloserina, um agonista parcial do
sitio de ligacdo da glicina nos receptores NMDA tem efeito ansiogénico
em ratos com alta ansiedade, sem produzir efeito sobre os de baixa
ansiedade (Ledgerwood, 2003).

Em roedores, a exposicdo ao estresse acarreta um aumento
significativo na liberacdo de glutamato em regibes envolvidas com o
comportamento emocional, como o lécus coeruleus, o cortex frontal e o
hipocampo (Moghaddam, 1993; Moghaddam et al, 1994; Singewald et
al, 1995, 1996). Além disso, a exposicao a situacdes de estresse aumenta
a expressdo dos receptores NMDA e os niveis dos seus RNAmM no
hipocampo e na area tegmental ventral de ratos (Bartanusz et al, 1995;
Fitzgerald et al, 1996).

Os receptores AMPA sdo receptores ionotrépicos excitatorios
de glutamato. Apresentam um papel importante na indugdo e
manutencdo da plasticidade sindptica e na aquisicdo da memodria do
medo (Isaac et al., 1997; Rumpel et al., 2005). Usando um modelo
aprendizagem associativa, McKernan e colaboradores (1997)
indentificaram um potente mediador-AMPA da atividade dentro da
amigdala nos ratos. Além disso, alguns estudos demonstram assimetrias
hemisféricas no controle dos estados emocionais. Injecdes de
antagonistas dos receptores NMDA na amigdala direita diminuem o
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comportamento do tipo ansioso em ratos, além de que niveis elevados de
serotonina nessa regido estdo correlacionados a ansiedade elevada
(Fendt, 2001; Carobrez et al., 2001). No entanto, ndo é claro se essa
lateralizacdo de fungdo se estende a outras areas limbicas, como o
hipocampo.

2 JUSTIFICATIVA

Nos Gltimos anos a neurotransmissdo glutamatérgica tem sido
amplamente estudada, com o objetivo principal de elucidar alguns
mecanismos que levariam ao aparecimento de varias condicGes
neuropsiquiatricas como: isquemia, doenga de Alzheimer e esclerose
amiotréfica lateral. (Lipton and Rosenberg, 1994). Além disso,
disfuncBes no sistema glutamatérgico também estdo envolvidas na
origem de doencgas como depressao, esquizofrenia (Carlsson et al., 1999;
Berk et al., 2001; Belsham, 2001) e mais recentemente com transtornos
de humor (McCullumsmith e Meador-Woodruff, 2002).

A captacdo glutamatérgica tem sido relatada como um
mecanismo importante, que poderia estar participando nos processos de
génese dessas patologias. Entretanto, sua relacdo com a ansiedade ndo
esti esclarecida. Diante deste cenério, torna-se relevante um estudo
bioquimico quantitativo da captagdo de glutamato, que esta diretamente
envolvida na homeostase de sinapses em estruturas cerebrais. O mau
funcionamento desse mecanismo em estruturas como 0 hipocampo,
onde sua regido ventral tém sido amplamente estudada e relacionada
com a memoria emocional, poderia ser o ponto inicial ou parte da
cascata que levaria a transtornos de ansiedade. Além disso, existe uma
caréncia de estudos no que se refere ao controle hemisférico dessa
estrutura nos estados emocionais, como 0s apresentados nos transtornos
de ansiedade. Dessa forma, um melhor entendimento do funcionamento
dessa estrutura pode ajudar a fornecer subsidios para a elaboracédo de um
melhor diagnéstico e tratamento dos individuos acometidos por
transtornos de ansiedade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a importancia da captagdo de glutamato no hipocampo
ventral sobre a emocionalidade de ratos em um teste pré-clinico de
ansiedade.

3.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar a captagdo de glutamato no hipocampo ventral de ratos
ingénuos e submetidos ao labirinto em cruz elevado.

2- Auvaliar se a captacdo de glutamato no hipocampo ventral pode
explicar a variabilidade individual (ratos de curto tempo de
braco aberto e longo tempo de brago aberto representando alta e
baixa ansiedade respectivamente) no tocante ao nivel de
ansiedade no labirinto em cruz elevado.

3- Verificar se existe correlagdo entre as variaveis: captacdo de
glutamato e %TBA, captacdo de glutamato e %EBA, captacdo
de glutamato e AV. RISCO no hipocampo ventral direito e
hipocampo ventral esquerdo.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade,
pesando entre 250 e 300g no dia do teste. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da UFSC, sendo submetidos a 7 dias de adaptacdo
ao biotério do laboratério de Neurobiologia (BIO015, CFS), em grupos
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de 5 ou 6 animais por caixa de polipropileno (49 X 34 X 16 cm), forrada
com serragem com livre acesso a 4gua e racao padrdo. A temperatura foi
mantida em 25 + 2°C, com um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes
ligadas das 06:00 as 18:00h). Os animais foram manipulados apenas
para limpeza das caixas (a cada 48 horas) e no dia das sessdes
experimentais, que foram realizadas na fase diurna (entre 11:00-16:00h).

O protocolo experimental estabelecido foi aprovado pela
Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Santa Catarina — UFSC.

4.2 Labirinto em Cruz Elevado

O LCE é constituido de duas passarelas de madeira, dispostas
perpendicularmente, formando assim uma cruz simétrica (quatro bragos
de 50 cm de comprimento por 10 cm de largura). Dois bragos opostos
sdo fechados por laterais de 40 cm de altura, enquanto os bragos
restantes sdo abertos, circundados por uma pequena borda (1 cm) para
reduzir a ocorréncia de quedas. Na juncdo entre os quatro bragos
delimita-se uma &rea central de 100 cm2. O labirinto como um todo, é
elevado a 50 cm do solo (Fig. 2). Quatro lampadas fluorescentes (15 W
cada), dispostas igualmente em forma de cruz, 100 cm acima do
labirinto foram utilizadas como Unica fonte de iluminacdo do
experimento. A luminosidade no labirinto foi obtida utilizando-se um
luximetro. O valor médio de lux em cada braco do labirinto foi
mensurado através da divisdo de cada brago do labirinto em cinco partes
com posterior leitura de lux em cada uma dessas partes. O nivel médio
de lux em cada brago do labirinto, obtido através da média dos cinco
valores encontrados, foi de 333 e 385 lux para os bracos abertos e 291 e
283 lux para os bracos fechados, totalizando um Alux do labirinto de 72

(fig. 3).
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Figura 2- Labirinto em Cruz Elevado. BA representa os bracos abertos do
labirinto enquanto BF representa os bracos fechados do labirinto
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Alux: 72

Figura 3- Luminosidade no LCE. Os valores representados em cada bra¢o do
LCE correspondem a média dos valores obtidos em cada braco.

O teste do Labirinto em Cruz Elevado consiste em colocar o
animal no centro do LCE, com a face voltada para um dos bragos
fechados, sendo permitido explorar livremente o labirinto por 5 minutos.

Com a finalidade de evitar pistas odoriferas, ap6s o término da
exposicao de cada animal, o LCE foi limpo com um pano umedecido em
uma solucdo de alcool 70%. A eventual queda de um animal do labirinto
implicou necessariamente na exclusdo do mesmo. Cada sessdo foi
filmada por uma WebCam e os comportamentos foram transcritos
através do programa Etholog 2.2. (OTTONI, 2000).

As varidveis comportamentais foram representadas pela
porcentagem de entrada (%EBA) e de tempo de permanéncia (%TBA)
nos bragos abertos, nimero de entrada nos bracos fechados (EBF),
nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto (EBA) e total de
entradas nos bracos do labirinto (TE). O critério de definicdo de entrada
e saida de braco foi a colocacdo das quatro patas do animal dentro e fora
de um braco, respectivamente.

A avaliacdo de risco foi avaliada no LCE utilizando-se como
critério a contagem do nimero de estiramentos corporais protegidos do
animal durante os 5 minutos de exploragdo no LCE, ou seja, quando o
animal esta no braco fechado e projeta seu corpo para o braco aberto de
forma que apenas suas patas dianteiras e cabeca fiqguem no brago aberto.
Cada projecéo corporal é contada como uma avaliacdo de risco.
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4.3 Avaliacdo da Captacdo de Glutamato em fatias de estruturas
cerebrais

Apbs serem expostos ao Labirinto em Cruz Elevado (grupo
“controle” nao foi submetido ao LCE), todos os animais foram mortos
por decapitacdo e o0s hipocampos ventrais (direito e esquerdo)
rapidamente removidos e mantidos em tampdo Krebs-Ringer
bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaCl, 1,3 mM; MgSQO,
1,2 mM; KH,PO,40,4 mM; NaHCO3; 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado
e gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o pH 7,4.
As fatias (0, 4 mm de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador
de tecidos Mcllwain e pré-incubadas em tampdo KRB por 30 min a
37°C, sendo gaseificadas com carbogénio. Apos a incubacio, as fatias
de hipocampo foram lavadas por 15 min a 37 °C em uma solucao salina
balanceada de Hank (HBSS), composicdo em mM: 1,29 CaCl,, 136,9
NaCl, 5,36 KCI, 0,65 MgSQ,, 0,27 Na,HPO,, 1,1 KH,PO, e 5 HEPES.
A captacédo de glutamato foi avaliada pela adi¢do de 0,33 puCi/ ml de L-
glutamato [3H] com 100 mM de glutamato ndo marcado em um volume
final de 300 ml. A incubacdo foi interrompida imediatamente apds 7
min, descartando o meio de incubagdo e os cortes foram submetidos a
duas lavagens geladas com 1 ml de HBSS sddio e trés lavagens geladas
com HBSS colina. As fatias foram solubilizados pela adigdo de uma
solugdo com 300 pl de NaOH 0,1N/SDS 0,01 % e incubadas durante a
noite. No dia seguinte, apos estarem bem homogenizadas, aliquotas de
20 pul das fatias lisadas foram retiradas para determinagdo do contetido
intracelular de L-glutamato [3H] por cintilagdo. A captacdo realizada
pelos transportadores de ‘’baixa afinidade’” ou sodio-independente foi
determinada utilizando cloreto de colina na HBSS, em vez de cloreto de
s6dio na HBSS para obtencdo da captacdo de glutamato por
transportadores de “alta afinidade” ou sodio-dependente. A captacdo
sodio-independente foi subtraido do total de captacdo para obter a
captacdo especifica de glutamato sddio-dependente. Para um melhor
entendimento, esse calculo foi expresso em forma de duas formulas, que
podem ser visualisadas abaixo:

e Capt. Especifica = Capt. Inespecifica — Capt. Total

e Capt. Na* dependente = Capt. Na* independente -
Capt. Total
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Os resultados foram expressos como nanomoles de L-glutamato
[3H] retomada por miligrama de proteina por minuto. Esse resultado nos
informa a quantidade, em mg, de proteina que atravessou a membrana
celular por minuto.

4.4 Procedimentos

4.4.1 Experimento 1:

Dois grupos de animais foram submetidos ao LCE conforme
descrito no item 4.2 e tiveram a captagcdo de glutamato avaliada no
hipocampo ventral (direito e esquerdo), conforme descrito no item 4.3.
No primeiro grupo a captacdo de glutamato foi avaliada imediatamente
apos a exposicdo ao LCE (Grupo Oh, n=9), enquanto que no segundo
grupo, a captacdo de glutamato foi realizada 24 horas apds a exposi¢do
ao labirinto (Grupo 24h, n=12). No grupo 24h, os animais foram
retirados do LCE e levados a sua caixa de origem, junto ao biotério do
laboratério de neurobiologia até 0 momento da avaligdo da captacdo de
glutamato. Um terceiro grupo de animais ndo foi exposto ao LCE, mas
teve a captacdo de glutamato hipocampal avaliada conforme descrito no
item 4.3 (grupo controle, n=10). Em todos os grupos a decapitagéo foi
realizada em uma sala localizada ao lado da sala onde os animais foram
expostos ao LCE. Cada sessdo de testes bioquimicos foi composta por
um animal de cada grupo, sendo um animal do grupo “controle”, um do
grupo “Oh” e outro animal do grupo “24h”. Esse experimento teve como
objetivo avaliar se a exposi¢cdo ao LCE poderia alterar a captacéo de
glutamato no hipocampo ventral dos animais.

4.4.2 Experimento 2:

Um grupo de animais foi submetido ao LCE conforme descrito
no item 4.2. De acordo com a mensura¢do de tempo de permanéncia nos
bracos abertos do LCE (expressos como %TBA), os animais foram
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divididos em dois grupos, baseados em valores acima ou abaixo de 20%
de %TBA, conforme descrito previamente pela literatura (Schwarting et.
al., 1998; Ho et. al., 2002; Pawlak et. al., 2003). Os animais que ficaram
acima desse valor foram considerados ratos de longo tempo de brago
aberto ou baixa ansiedade (LTBA, n=10) e os que ficaram abaixo dessa
média foram considerados ratos curto tempo de braco aberto ou alta
ansiedade (CTBA, n=14). Essa divisdo do grupo em ratos de curto
tempo de braco aberto e longo tempo de brago aberto teve como
objetivo avaliar se os niveis basais de ansiedade representados por esses
grupos poderiam estar relacionados com alteracbes na captagdo
glutamatérgica nos hemisférios direito e esquerdo do hipocampo ventral.
Apds serem expostos ao LCE cada animal foi retirado do labirinto e
devolvido a sua caixa de origem, junto ao biotério do laboratério de
neurobiologia. No dia seguinte (24horas apds a exposicdo ao LCE) a
captacdo de glutamato no hipocampo ventral (direito e esquerdo) foi
avaliada conforme descrito no item 4.3.

4.5 Analise estatistica

No experimento 1 os resultados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias (Fator 1 “Grupo” e fator 2
“Hemisfério”). No experimento 2 utilizou-se o teste t de student para a
analise dos resultados dos grupos CTBA e LTBA e para analise do
comportamento de avaliagdo de risco, sendo aceito a significancia com
p<0,05. As compara¢Bes comportamentais entre os grupos de curto
tempo de braco aberto e longo tempo de braco aberto foram feitas
através de ANOVA de uma via. A significancia foi aceita com p <0,05.
Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média
(EPM). Ainda foram utilizadas correlagbes lineares para avaliar os
seguintes pardmetros: captacdo GLU e %TBA, captacdo e %EBA e
captacdo e avaliacdo de risco, sendo a significancia aceita com p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimentol: Efeito da exposicdo ao labirinto em cruz sobre a
captacdo de glutamato no hipocampo ventral (direito e esquerdo) de
ratos:

A tabela 1 mostra os resultados gerais da ANOVA de duas vias
para a captagdo de glutamato, indicando os efeitos principais e a
interacdo entre os fatores. ANOVA revelou efeito principal significante
para o fator “Grupo”. O teste de Duncan indicou que no hipocampo
ventral direito, o grupo 24h exibiu uma reducdo significativa da
captacdo de glutamato em relagdo aos respectivos grupos Controle e Oh
(Fig. 4). Quanto ao hipocampo ventral esquerdo, foi observado que o
grupo 24h apresentou uma reducdo significativa na captacdo de
glutamato apenas quando comparado ao respectivo grupo Oh (Fig 4).
N&o foi observado efeito principal significante para o fator
“Hemisfério”, nem interacdo entre os fatores “Grupo” e “Hemisfério”.

Tabela 1. Resultados do teste ANOVA de duas vias indicando os
efeitos principais e interacdo entre fatores para a captacdo de
glutamato no hipocampo ventral de ratos submetidos ao labirinto
em cruz elevado.

Grupo F (2,54) = 8,18, p<0,05
Hemisfério F (1,54) = 2,10, NS
Grupo/Hemisfério F (2,54) = 0,92, NS

Ratos Wistar foram submetidos ao labirinto em cruz (LCE) e tiveram a captacéo
de glutamato no hipocampo ventral (hemisférios direito e esquerdo) avaliada
imediatamente ap6s (grupo Oh) e 24 horas (Grupo 24h) ap6s a exposicdo ao
labirinto. O grupo controle ndo foi exposto ao LCE. NS indica valores de
probabilidade ndo significantes.
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Figura 4. Captacdo de glutamato no hipocampo ventral de ratos
submetidos ao labirinto em cruz. A captagcdo de glutamato foi realizada
imediatamente ap6s (Grupo Oh) ou 24h apds a exposi¢do ao labirinto (Grupo
24h). O grupo controle ndo foi submetido ao labirinto em cruz. Os resultados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média. NUmeros entre
parénteses indicam o ndmero de animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao
respectivo grupo controle. ¥ p<0,05 em relagdo ao respectivo grupo O
(ANOVA seguida do teste de Duncan para maltiplas comparagdes).

5.2 Experimento 2: Captacdo de glutamato no hipocampo ventral
(direito e esquerdo) em ratos de curto tempo de brago aberto e longo
tempo de braco aberto.

5.2.1. Analise comportamental em ratos de curto tempo de brago aberto
e longo tempo de brago aberto.

Na tabela 2 pode ser observada a existéncia de padrfes
comportamentais distintos entre os grupos LTBA e CTBA. Ratos do
grupo LTBA exibiram maior exploracéo dos bragos abertos do LCE, em
relacdo a ratos do grupo CTBA, visto que apresentaram maior %EBA
(F122 = 20,46, p<0,05), %TBA (F12 = 47,86, p<0,05) e EBA (Fy2 =
28,86, p<0,05). Em relacdo ao nimero de entrada nos bracos fechados
do LCE, ndo houve diferenca entre os grupos CTBA e LTBA (Fy 2 =
0,24, NS).
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Tabela 2. Perfil comportamental de ratos de curto tempo de braco
aberto e longo tempo de brago aberto no labirinto em cruz elevado
(LCE).

Variavel gl;ula()) CTBA grztggo LTBA
Média EPM Média EPM
%EBA 25,82 4,17 50,27 * 2,54
%TBA 6,94 1,56 28,85 * 3,06
EBA 2,14 0,40 6,90 * 0,88
EBF 6,42 0,84 7,10 1,0

Os animais foram submetidos ao LCE por 5 min e a porcentagem de tempo de
permanéncia nos bracos abertos (%TBA) foi calculada para cada animal. Os
animais que exibiram %TBA abaixo de 20% foram denominados animais de
curto tempo de brago aberto (CTBA, n=14), enquanto que animais exibindo
%TBA acima de 20% foram considerados de longo tempo de brago aberto
(LTBA, n=9). %EBA, Porcentagem de entrada nos bragos abertos; EBA,
nimero de entrada nos bragos abertos; EBF, nimero de entrada nos bragos
fechados; AV. RISCO, nimero de avaliagdes de risco. EPM indica Erro Padrdo
da Média. * p<0,05 (ANOVA).

Na figura 5 estdo indicados os resultados do teste t de student
para a avaliacdo de risco entre os grupos CTBA e LTBA. Em média,
ratos CTBA (2.714 + 0.4249 n=14) e LTBA (2.000 + 0.6455 n=9) ndo
apresentam diferencas relacionadas ao nimero de comportamento de
avaliacdo de risco quando expostos ao labirinto em cruz elevado,
t(0.9663) = 21, p = 0,3449.
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Figura 5. Avaliacdo de risco em ratos de longo tempo de brago aberto
(LTBA) e curto tempo de brago aberto (CTBA). Os animais foram
submetidos ao labirinto por 5 min e a %TBA foi calculada para cada animal. Os
animais que exibiram %TBA abaixo de 20% foram denominados animais de
curto tempo de brago aberto (alta ansiedade, n=14), enquanto que animais
exibindo % TBA acima de 20% foram considerados de longo tempo de brago
aberto (baixa ansiedade, n=9). Os comportamentos de avaliagdo de risco foram
registrados durante a exposi¢do dos animais ao labirinto em cruz elevado. Os
resultados séo apresentados como média + erro padrdo da média. NUmeros entre
parénteses indicam o nimero de animais por grupo. O teste t de student nédo
revelou diferenca estatistica significativa no nimero de comportamentos de
avaliacdo de risco para os grupos CTBA e LTBA.

5.2.2. Captacdo de Glutamato em ratos de curto tempo de bracgo aberto
e longo tempo de brago aberto

A figura 6 indica os resultados do teste t de Student para a
captacdo de glutamato no hipocampo ventral de ratos de curto tempo de
braco aberto e longo tempo de brago aberto. O teste t ndo indicou
diferenca estatistica significativa entre os hemisférios do hipocampo
ventral para o grupo CTBA, t(0.7506) = 24, p = 0.4602. Em média os
dois hipocampos apresentam a mesma captacdo de glutamato,
hipocampo esquerdo (0.06740 + 0.01631 n=12); hipocampo direito
(0.09468 + 0.03054 n=14). Para o grupo LTBA o teste t de student
também ndo indicou diferenca estatistica significativa para a captacdo de
glutamato nos hemisférios do hipocampo ventral, t(1.809) = 15, p =
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0,0905. Hipocampo esquerdo (0.1192 + 0.03268 n=8); hipocampo
direito (0.05687 + 0.01468 n=9).
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Figura 6. Captagdo de glutamato no hipocampo ventral (HV) direito e
esquerdo em ratos de longo tempo de brago aberto (LTBA) e curto tempo



46

de braco aberto (CTBA). Os animais foram submetidos ao labirinto por 5 min
e a %TBA foi calculada para cada animal. Os animais que exibiram %TBA
abaixo de 20% foram denominados animais de curto tempo de brago aberto (alta
ansiedade, n=14), enquanto que animais exibindo %TBA acima de 20% foram
considerados de longo tempo de braco aberto (baixa ansiedade, n=9). A
captacdo de glutamato foi realizada 24 horas apds a exposi¢do dos animais ao
labirinto em cruz elevado. Os resultados sdo apresentados como média + erro
padrdo da média. NUmeros entre parénteses indicam o ndmero de animais por
grupo. O teste t de student ndo revelou diferenca estatistica significativa na
captacdo de glutamato nos hemisférios hipocampais para os grupos CTBA e
LTBA.

Na figura 7 estdo indicados os resultados do teste t de Student
para a captacdo de glutamato no hipocampo ventral esquerdo e direito
de ratos de curto tempo de brago aberto e longo tempo de brago aberto.
O teste t ndo indicou diferenga estatistica significativa na captacéo de
glutamato no hipocampo ventral esquerdo (HVE) de ambos os grupos
CTBA (0.06740 + 0.01631 n=12) e LTBA (0.1192 + 0.03268 n=8),
t(1.561) = 18, p = 0,1358. Em média, tanto ratos de curto tempo de
braco aberto quanto os de longo tempo de braco aberto possuem a
mesma captacdo de glutamato no hipocampo ventral esquerdo. O
mesmo ocorreu para o hipocampo ventral direito (HVD), onde ratos
CTBA (0.09468 + 0.03054 n=14 ) e ratos LTBA (0.05687 + 0.01468
n=9) em média ndo apresentaram diferencas na captacdo de glutamato,
t(0.9424) = 21, p = 0,3567.
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Figura 7. Captacéo de glutamato em ratos de longo tempo de brago aberto
(LTBA) e curto tempo de braco aberto (CTBA) no hipocampo ventral
esquerdo (HVE) e direito (HVD). Os animais foram submetidos ao labirinto
por 5 min e a % TBA foi calculada para cada animal. Os animais que exibiram
%TBA abaixo de 20% foram denominados animais de curto tempo de brago
aberto CTBA (alta ansiedade, n=14), enquanto que animais exibindo %TBA
acima de 20% foram considerados de longo tempo de braco aberto LTBA
(baixa ansiedade, n=9). A captacdo de glutamato foi realizada 24 horas ap6s a
exposicdo dos animais ao labirinto em cruz elevado. Os resultados sdo
apresentados como média * erro padrdo da média. NUmeros entre parénteses
indicam o nimero de animais por grupo. O teste t de student ndo indicou
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diferenca estatistica significativa na captacdo de glutamato entre os grupos
CTBA e LTBA no hipocampo esquerdo e direito.

A figura 8 indica uma correlacdo linear entre a captacdo de
glutamato no hipocampo ventral esquerdo e hipocampo ventral direito
em relacdo ao percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos
do labirinto (%TBA), percentual de entradas nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado (%EBA) e nimero de avaliagdes de risco. As
figuras estdo representadas como 8A, 8B e 8C respectivamente. Os
resultados ndo indicaram relagdo existente entre captagdo de glutamato e
%TBA,%EBA e AV. RISCO. Significancia aceita com p<0,05.
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Figura 8. Correlagdo entre captagdo de glutamato e %TBA, %EBA e AV.
RISCO. Figura 8A. Correlagdo entre captacdo de glutamato e percentual de
tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
(%TBA). Os animais foram submetidos ao labirinto por 5 min (n=23) e a
%TBA foi calculada para cada animal. Figura 8B. Correlacdo entre captacdo de
glutamato e percentual de entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado (%EBA). Os animais foram submetidos ao labirinto por 5 min (n=23) e
a %EBA foi calculada para cada animal. Figura 8C. Os animais foram
submetidos ao labirinto por 5 min (n=23) e o0 nimero de avaliacdes de risco
(AV. RISCO) foram calculadas para cada animal. Os resultados ndo indicaram



52

existéncia de correlagdo entre captacdo de glutamato no hipocampo ventral
esquerdo, direito e %TBA, %EBA e AV. RISCO. A captagdo de glutamato foi
realizada 24 horas apds a exposi¢do dos animais ao labirinto em cruz elevado e
a significncia foi aceita com p<0,05.

6 Discussao

Tem sido demonstrado na literatura que alteracdes no sistema
glutamatérgico podem provocar efeitos toxicos no sistema nervoso
central de mamiferos causados pelo excesso de glutamato no meio
extracelular. Quando superestimulados, os receptores de glutamato,
principalmente o subtipo NMDA, estdo associados a uma série de
doencas neuroldgicas agudas e degenerativas como isquemia, doenca de
Alzheimer e esclerose amiotrofica lateral. (Lipton and Rosenberg,
1994). Além disso, disfungdes no sistema glutamatérgico também estéo
envolvidas na origem de doengas como depressdo, esquizofrenia
(Carlsson et al., 1999; Berk et al., 2001; Belsham, 2001) e transtornos de
humor (McCullumsmith e Meador-Woodruff, 2002).

DisfuncBes na neurotransmissdo glutamatérgica também estdo
envolvidas em quadros de ansiedade (Cortese e Phan, 2005), inclusive
aqueles caracterizados como disturbios de aprendizagem emocional, tais
como o distdrbio de estresse pds-traumatico, ansiedade social e fobias
especificas (Gillespie e Ressler, 2005). Em concordancia com o acima
exposto, os resultados do presente estudo mostraram, pela primeira vez,
que a exposicdo de ratos ao LCE, um teste pré-clinico de ansiedade,
produziu mudancas neuroquimicas na captacdo glutamatérgica no
hipocampo ventral dos animais. A experiéncia no LCE provocou uma
diminuicdo na captagdo de glutamato no hipocampo ventral direito em
relacdo aos animais controles, os quais ndo haviam sido submetidos ao
LCE.

A captacdo glutamatérgica é um mecanismo chave envolvido na
manutencdo dos niveis adequados de glutamato no meio extracelular,
garantindo o final do processo de transmissdo sinaptica (Danbolt, 2001).
O presente estudo sugere que uma reducdo na captacdo do glutamato
poderia participar na modulacdo da ansiedade em roedores submetidos
ao LCE. De fato, tem sido amplamente demonstrado na literatura que a
administracdo sistémica de antagonistas dos receptores glutamatérgicos
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do tipo NMDA induz efeito ansiolitico em roedores (Przegalifiski et. al.,
1996; Corbett & Dunn, 1993; Corbett & Dunn, 1991Dunn et al, 1989;
Plaznik et al, 1994; Criswell et al, 1994; Engin et al, 2009). Embora tais
administragdes tenham sido de carater sistémico, impossibilitando
afirmar qual local do sistema nervoso central reside o blogueio
ansiolitico dos receptores, a andlise do comportamento de camundongos
geneticamente modificados, com a eliminagdo da subunidade NR1 dos
receptores NMDA nas células granulares do giro dentado, indica que os
receptores NMDA localizados no hipocampo ventral podem ser o sitio
do efeito ansiolitico da administragéo sistémica de antagonistas NMDA
(Barkus et al, 2010; Niewoehner et al, 2007).

Os resultados do presente estudo, mostrando a reducdo da
captacdo de glutamato no hipocampo ventral de ratos submetidos ao
LCE, sugerem que a maior oferta de glutamato poderia superestimular
seus receptores no hipocampo ventral, facilitando a ocorréncia
ansiedade apdés a exposicdo ao LCE. A reducdo na captagdo do
glutamato necessitou de tempo para ocorrer, pois foi observada somente
24 horas ap6s a exposicdo ao LCE, e ndo imediatamente.
Coincidentemente, tem sido amplamente demonstrado na literatura que
a experiéncia prévia no LCE altera o comportamento dos animais
durante uma segunda exposi¢do. Durante a re-exposi¢do ao LCE,
usualmente 24 horas ap6s a primeira, 0s animais exibem elevada
ansiedade em relacdo a primeira exposi¢cdo, 0 que caracteriza a
ocorréncia de um tipo de aprendizagem emocional durante a primeira
exposicao, que é motivada pelo medo dos bragos abertos (Treit et al,
1993, File, 1993; Espejo, 1997; Rodgers et AL, 1996).

Infelizmente ndo temos como comprovar a ocorréncia de tal
aprendizagem porque os animais foram sacrificados para a leitura da
captacdo de glutamato e, dessa forma, ndo puderam ser re-expostos ao
labirinto em cruz elevado. Entretanto, nossos resultados sugerem que a
reducdo na captacdo de glutamato pode ser permissiva para a ocorréncia
da aprendizagem emocional, na medida em que permite maior oferta de
glutamato na fenda sindptica. Um estudo prévio na literatura aponta
nessa direcdo, visto que a microinjecdo de acido dihidrokainico (DHK),
um inibidor seletivo da captacdo de glutamato em astrdcitos, na
amigdala basolateral induziu efeito ansiogénico em ratos no teste de
interacdo social, efeito esse revertido pela co-administracdo de AP5, um
antagonista dos receptores do tipo NMDA (Lee et al, 2007). Assim, um
aumento na oferta de glutamato na amigdala, decorrente de um prejuizo
de captacdo de glutamato em astrdcitos, pode induzir respostas do tipo
ansiogénica e esquiva social em ratos (Lee et al, 2007).
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Embora o hipocampo seja considerado uma estrutura
tradicionalmente envolvida em processos relacionados a memoria,
recentemente tem aumentado o interesse nessa regido no contexto da
memoria emocional. Tem sido demonstrado na literatura que o
hipocampo ventral é importante para a emocionalidade, enquanto que o
hipocampo dorsal é importante em processos de aprendizagem espacial
(Barkus et al, 2010). De fato, tem sido demonstrado na literatura
prejuizo de aprendizagem emocional (congelamento condicionado) em
ratos com lesbes no hipocampo ventral, mas ndo hipocampo dorsal
(Bannerman et al, 2003; Maren, 1999; Maren et al, 1997; Richmond et
al, 1999). O presente estudo concorda com estes dados, mostrando que
uma reducdo da captacdo de glutamato no hipocampo ventral pode
sustentar elevados niveis de ansiedade em ratos submetidos ao LCE.

Além de sua participacdo na modulacdo da ansiedade e
memoria emocional, um estudo prévio na literatura demonstrou que a
captacdo hipocampal de glutamato também pode estar alterada em um
modelo animal de depressdo, o desamparo aprendido (Learned
Helplessness; Almeida et al, 2010). Esse estudo relacionou o
comportamento depressivo com a captagdo de glutamato em fatias de
trés estruturas cerebrais: cortex, estriado e hipocampo, sendo verificadas
diferencas na captacdo glutamatérgica entre os grupos de ratos LH
(Learned Helplessness) e NLH (Non—Learned Helplessness),
especialmente no hipocampo. Os resultados mostraram que a captagédo
de glutamato estava elevada no hipocampo imediatamente apds o teste
do LH, mas significativamente diminuida 24h e 21 dias ap6s a indugédo
do LH.

Em outro estudo, a administragdo central de um inibidor da
captacdo de glutamato induziu sinais de anedonia e prejuizo de memodria
espacial nos animais, sugerindo que alteragfes na captacdo de glutamato
pode representar um componente importante nos circuitos neurais
envolvidos com anedonia e prejuizo cognitivo (Bechtholt-Gompf et al,
2010). Portanto, considerando os dados da literatura envolvendo testes
pré-clinicos de distarbios de humor, podemos sugerir que alteracfes na
captacdo de glutamato podem gerar um ambiente sinaptico apropriado
para a ocorréncia de transtornos psiquiatricos, tais como ansiedade e
depressao.

O presente estudo também demonstrou que ratos do grupo
CTBA, quando definidos pela %TBA inferior a 20%, exibem padrdo
caracteristico de animais de elevada ansiedade. Por exemplo, estd bem
estabelecido na literatura que pardmetros comportamentais como a
%TBA, %EBA e EBA sdo representativos, e se relacionam de forma
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inversamente proporcional ao nivel de ansiedade dos animais no
labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987; WALL e MEISSER, 2000;
RODGERS e JOHNSON, 1995), enquanto que o nimero de entradas
nos bragos fechados é uma variavel representativa da atividade motora
do animal (FILE & BRILEY, 1991; FILE, 1992).

O presente estudo indicou que a % TBA, %EBA e EBA foram
significativamente inferiores aquelas apresentadas pelo grupo LTBA.
Durante a explora¢do do LCE, os animais do grupo CTBA entraram
menos nos bragos abertos e permaneceram la por um tempo menor em
relacdo aos animais do grupo LTBA. Essa baixa explora¢do dos bragos
abertos ndo esta relacionada a alguma diminui¢do na atividade motora
dos animais, visto que o nimero de entradas nos bragos fechados do
labirinto ndo foi diferente entre os grupos CTBA e LTBA. Assim,
corroborando a literatura, nossos resultados demonstraram que a menor
exploracdo dos bragos abertos do labirinto sdo decorrentes da
preferéncia dos animais em explorar regibes do LCE com menores
caracteristicas ansiogénicas, tais como os bragos protegidos por paredes
laterais, evitando explorar aquelas com maiores caracteristicas
aversivas, ou seja, os bracos abertos (Pellow et al., 1985).

Outro comportamento exploratdrio avaliado durante a
exposicao dos animais no LCE foi a avaliagdo de risco. Embora dados
na literatura apontem que esse comportamento também é representativo
e se comporta de forma diretamente proporcional ao nivel de ansiedade
(GRIEBEL et al.,, 1997), nosso estudo ndo indicou diferencas
significativas no comportamento de avaliagdo de risco para 0S grupos
CTBAe LTBA.

Embora o presente estudo tenha demonstrado um padréo
exploratério distinto entre os grupos CTBA e LTBA no LCE, ndo
observamos diferencas significativas na captacdo de glutamato do
hipocampo ventral esquerdo e hipocampo ventral direito de animais do
grupo CTBA e do grupo LTBA. Além disso, ndo foi observado
diferenca estatistica significativa na captacdo de glutamato entre o
hipocampo ventral esquerdo dos grupos CTBA e LTBA e entre o
hipocampo ventral direito dos grupos CTBA e LTBA .Nosso estudo
também ndo indicou a existéncia de correlacdo entre as variaveis
%TBA, %EBA e AV. RISCO em relacdo a captacdo de glutamato. A
principio, os resultados sugerem que a neurotransmissao glutamatérgica
ndo poderia explicar a diferenca no nivel de ansiedade entre os grupos
CTBA e LTBA. Entretanto outros aspectos devem ser levados em
consideracdo antes da exclusdo do glutamato. Por exemplo, é possivel
que a liberacdo de glutamato, e ndo a captacdo seja o processo alterado
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nas sinapses glutamatérgicas no hipocampo ventral dos animais.
Ademais, também é possivel que a participacdo do glutamato em
outra(s) regido (Bes), que ndo o hipocampo, possa explicar a diferenca
de exploracdo do LCE entre os grupos CTBA e LTBA. Por outro lado,
outros sistemas neuroquimicos também podem estar envolvidos no
padrdo comportamental distinto entre os grupos CTBA e LTBA no
LCE. O presente estudo ndo nos permite responder tais
guestionamentos, e futuros estudos poderdo elucidar com maior clareza
0S mecanismos e substratos neurais envolvidos no estabelecimento dos
niveis de ansiedade nos grupos CTBA e LTBA, bem como nos
processos de aprendizagem emocional no LCE.

7 CONCLUSOES

[EEN
1

A captacdo de glutamato estd reduzida no hipocampo
ventral direito de ratos 24 horas ap6s a sua exposi¢cdo ao
labirinto em cruz elevado.

2- A redugdo na captacdo de glutamato é assimétrica,
indicando o envolvimento do hipocampo ventral direito no
controle da emocionalidade.

3- A captacdo de glutamato no hipocampo ventral ndo pode
explicar a variabilidade individual entre os animais (CTBA
e LTBA), no tocante ao nivel de ansiedade.

4- Nao existe correlacdo entre 0 comportamento de avaliacdo
de risco, percentual de tempo de permanéncia no braco
aberto e percentual de entradas nos bragos abertos do
labirinto com a captacdo de glutamato.
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