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RESUMO

Bosaipo, N. B. (2012). Padrdo de atividade locomotora e expressédo de
EAAC1 e GLT1 no cortex pré-frontal e entorrinal de ratos criados em
isolamento a partir do desmame. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade de
Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto.

O estresse por isolamento social aplicado em ratos a partir do desmame e
mantido durante o desenvolvimento encefalico tem sido utilizado como um
modelo experimental de desordens psiquiatricas como a esquizofrenia. Tem
sido demonstrado que o isolamento induz alteracbes morfoldgicas,
comportamentais (como hiperatividade em um novo ambiente) e
neuroquimicas semelhantes aquelas que ocorrem em humanos
esquizofrénicos. Evidéncias sugerem que as sinapses glutamatérgicas
sejam o sitio primario das anormalidades que ocorrem na esquizofrenia,
sendo as alteracdes dopaminérgicas secundarias as glutamatérgicas. Nesse
sentido, alteracbes nos mecanismos de regulacdo desta neurotransmisséo
pelos transportadores de glutamato podem contribuir para o
desenvolvimento e/ou manutencdo da esquizofrenia. Neste estudo
analisamos o0 padrdo de atividade locomotora e a expressao de
transportadores de glutamato (EAAC1 e GLT1) no cortex pré-frontal e cortex
entorrinal de ratos criados em isolamento a partir do desmame. Ratos Wistar
machos (PND21) foram aleatoriamente alocados em 2 grupos (n=11-12):
controle (agrupados, 3 animais/caixa) ou isolados (1 animal/caixa) por 10
semanas. Os animais foram testados no campo aberto (arena) durante 20
min. e registrados: nimeros de cruzamentos (exploracdo horizontal), nUmero
de levantamentos (exploracéo vertical) e tempo despendido, tanto no centro
como na periferia da arena. Os grupos foram comparados utilizando ANOVA
ou teste “t” de Student (significante quando p < 0.05). Os animais foram
anestesiados (uretana-Sigma, 25%, 5mil/kg), perfundidos e os encéfalos
retirados, congelados e posteriormente utilizados nos experimentos de
imunoistoquimica. Seccbes (40um) do cértex pré-frontal (CPF) e cortex
entorrinal (CE) foram utilizadas para o estudo da expressdo de EAAC1 e
GLTL1. A criagdo em isolamento induziu hiperatividade, com um aumento no
numero total de cruzamentos em relacao aos animais agrupados (F12,=0,38;
p<0,05), sendo mais consistente na periferia da arena e apos 5 minutos de
teste (73%, (F12,=14,08; p<0,001). Em contraste, o isolamento induziu
reducdo no numero total de levantamentos (F12,=0,27; p=0,05),
principalmente no centro da arena (58%, F1,,=12,48; p<0,01), nos primeiros
15 minutos de teste e significante no 1° e 3° blocos de tempo (BT1 e BT3).
Na periferia o isolamento induziu aumento significante no numero de
levantamentos em BT2 e BT3. O tempo despendido no centro e na periferia
da arena pelos animais criados em isolamento foi, respectivamente, reduzido
(54%; Fi12,=11,11; p<0,001) e aumentado (65%; Fi12,=11,20; p<0,01)
guando comparados aos animais agrupados. A expressdo de EAAC1 foi
significantemente aumentada pelo isolamento no CPF (38%, t= 2,730,
p=0,017). Em contraste, nenhuma diferenca foi encontrada no CE (t= 1,892;
p= 0,081). O isolamento ndo induziu alteracdo no numero de células



imunopositivas para GLT1 no CPF (t=-1,28; p=0,21). Entretanto, marcacao
fluorescente de GLT1 foi observada associada a células gliais e neuroniais
do CPF e CE. Os resultados comportamentais sugerem: i) a hiperatividade
locomotora de ratos Wistar criados em isolamento a partir do desmame
somente € detectavel apOs periodos maiores de exposicdo a um novo
ambiente; ii) o padréo de exploracdo apresentado pelos animais com clara
preferéncia pela periferia da arena pode estar relacionado aos aspectos
emocionais da esquizofrenia. Os resultados moleculares fornecem
evidéncias para a participacdo dos transportadores de glutamato na reducéo
da neurotransmissao glutamatérgica no CPF de ratos criados em isolamento
a partir do desmame. Estas evidéncias podem contribuir para considerar a
esquizofrenia uma sindrome de "hipofrontalidade” e para considerar os
transportadores de glutamato um futuro alvo terapéutico no tratamento desta
patologia.

Apoio Financeiro: FAPESP, Capes e FPA.

Palavras-chave: Isolamento social. Esquizofrenia. Campo aberto. Atividade
Locomotora. Imunoistoquimica. EAAC1. GLT1. Cortex pré-frontal. Cortex
entorrinal.



ABSTRACT

Bosaipo, N. B. (2012). Pattern of locomotor activity and expression of EAAC1
and GLT1 in prefrontal and entorhinal cortex of rats reared in isolation from
weaning. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto, Universidade de Séao Paulo, Ribeirdo Preto.

Isolation rearing of rats from weaning has been used as an experimental
model of psychiatric disorders like schizophrenia. It has been demonstrated
that isolation induces morphological, behavioral (like hyperactivity in a novel
environment) and neurochemical changes similar to those reported for
humans with schizophrenia. Evidence suggest that glutamatergic synapses
might be the site of primary abnormalities in this disorder with the
dopaminergic changes being secundary to the glutamatergic ones. In this
context, changes on the mechanisms of regulation of the glutamatergic
neurotransmission through glutamate transporters may contribute to the
development and/or maintenance of schizophrenia. In this study we analyzed
the pattern of locomotor activity and the expression of glutamate transporters
(EAAC1 and GLT1) in prefrontal cortex and entorhinal cortex of rats reared in
social isolation from weaning. Male Wistar rats (PND 21) were randomly
allocated in 2 groups (n=11-12): control (grouped, 3 animals/cage) or isolated
(1 animal/cage) for 10 weeks. The animals were tested in the open field
(arena) for 20min. and recorded: number of crossings (horizontal
exploration), number of rearings (vertical exploration) and time spent either at
the center or at the periphery of the arena. The groups were compared using
ANOVA or Sudent’s "t" test (significance level was set at p < 0.05). The
animals were anesthetized (urethane-Sigma, 25%, 5ml/kg), perfused and the
brains removed, frozen and further used on the experiments of
immunohistochemistry. Sections (40um) of the prefrontal cortex (PFC) and
entorhinal cértex (EC) were used for studying the expression of EAAC1 and
GLT1. Isolation rearing induced hyperactivity, with an increase in the number
of crossings related to grouped animals (F12,=0,38; p<0,05), being more
consistent at the periphery of the arena and after 5 minutes of test
(F122=14,08; p<0,001). In contrast, isolation induced a decrease in the total
number of rearings (F12,=0,27; p=0,05), mainly in the center of the arena
(58%, Fi12,=12,48; p<0,01), in the first 15 minutes of test and significant on
the 1% and 3" blocks of time (BT1 e BT3). In the periphery isolation induced
a significant increase in the number of rearings in BT2 and BT3. The time
spent in both center and periphery of the arena by the rats reared in isolation
was, respectively, decreased (54%; F12,-11,11; p<0,01) and increased (65%;
F12,=11,20; p<0,01) when compared to grouped rats. The expression of
EAAC1 was significantly increased by isolation in PFC (38%, t = 2,730, p =
0,017). In contrast, no change was found in EC (t = 1,892, p = 0,081).
Isolation rearing did not induce alterations in the number of immunopositive
cells for GLT1 in PFC (t= -1,28; p = 0,21). However, fluorescent labeling of
GLT1 was seen associated to both glial cells and neuronal cells. The
behavioral results suggest: i) the locomotor hyperactivity of Wistar rats reared
in isolation from weaning is only detectable after long periods of exposure to



a novel environment; ii) the pattern of exploration showed by the animals with
clear preference for the periphery of the arena might be related to the
emotional aspects of schizophrenia. The molecular results provide evidence
for the involvement of glutamate transporters on the reduction of
glutamatergic neurotransmission in PFC of rats reared in isolation from
weaning. This evidence may contribute for considering the schizophrenia a
syndrome of "hypofrontality” and for considering the glutamate transporters a
future therapeutic target for the treatment of this pathology.

Financial Support: FAPESP, Capes, and FPA.

Keywords: Isolation rearing. Schizophrenia. Open field. Locomotor activity.
Immunohistochemistry. EAAC1. GLTL1. Prefrontal cortex. Entorhinal cortex.
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1.1 Consideracgdes Iniciais

Os transtornos mentais sdo doencas que afetam a cognicdo, a
emocdo e o comportamento. Com inicio precoce, tendem a se estender
cronicamente e a assumir um perfil recorrente. Interferem substancialmente
com a capacidade de aprendizado de criancas e com a habilidade de adultos
de se relacionar familiar, social e profissionalmente (Hyman, Chisholm,
Kessler, Patel, & Whiteford, 2006). As doencas psiquiatricas sdo comuns em
todo o mundo e afetam igualmente pessoas de todas as regides, paises e
sociedades (OMS — Organizagdo Mundial de Saude, 2001). Uma analise da
prevaléncia mundial revelou que 10% da populacdo mundial sofre com
alguma doenca mental (OMS, 2001). Esse panorama revela a necessidade
de se desenvolver medidas preventivas e intervencdes terapéuticas para os
transtornos  psiquiatricos, sendo fundamental a compreensdo da
neurobiologia destes.

Sabe-se que os transtornos mentais resultam de multiplos fatores,
entre eles os genéticos e os ambientais. No entanto, esclarecer as diversas
e complexas etiologias para esses transtornos tem sido um desafio para a
neurociéncia (Hyman, 2008).

Dentre os transtornos psiquiatricos, a esquizofrenia talvez figure
como uma das doencas mais intrigantes e também devastadoras da histéria
da humanidade. As estimativas de prevaléncia na populagdo mundial variam
de 0,2 a 2% (APA - Associacao Psiquiatrica Americana, 2000). Além dessa
parcela, 2 a 3% das pessoas em geral apresentam transtorno de
personalidade esquizotipico, que é considerado uma forma mais branda da
doenca, uma vez que 0s pacientes ndo manifestam comportamento psicotico
(Kandel, Schwartz & Jessell, 2000; OMS, 1997).

Vérias razdes justificam o estudo da esquizofrenia, dentre elas: i) a
alta prevaléncia dessa doenca, que torna necessario desenvolver
tratamentos mais eficazes evitando que os individuos sejam condenados a
deterioracdo progressiva e a institucionalizacdo permanente; ii) o elevado
custo financeiro para os cuidados de uma pessoa doente, incluindo gastos

diretos com internagcbes em uma instituicdo especializada e indiretos
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provocados pela perda da produtividade. Esses custos imp&em uma grande
carga publica e pessoal e poderiam ser reduzidos com alternativas de

tratamento mais eficazes (Holmes, 2001).

1.2 Esquizofrenia

Com origem no grego antigo, a palavra esquizofrenia (oxi1(o@pevia)
significa "dividir" (oxiCelv, “schizein”) “o que diz respeito as coisas do
coragao, da alma” (@prlv, "phren” ou "phrenés”) (Rocha, 2001). A raiz
etmoldgica do termo remete assim a cisdo do individuo, a desordem. A
esquizofrenia apresenta manifestacbes psiquicas, que se caracterizam por
uma ampla desorganizacdo dos processos mentais. O traco essencial desta
desorganizagdo € a mistura de sinais e sintomas na area do pensamento,
percepcdo e emocgles, causando marcados prejuizos nas relacdes
familiares, sociais e profissionais. Nesse quadro a pessoa perde o sentido de
realidade ficando incapaz de distinguir a experiéncia real da imaginaria. A
esquizofrenia se manifesta em crises agudas com sintomatologia intensa,
intercaladas com periodos de remissao quando ha um abrandamento dos
multiplos sintomas (APA, 2000). A doenca tem sido analisada dentro de um
modelo multidimensional que engloba sintomas positivos e negativos,
prejuizos cognitivos e sintomas afetivos (Andreasen, 1982, Ho & Andreasen,
2001; L&age, Egli, Riedel, Strauss & Mdller, 2011). Os sintomas positivos
parecem refletir um excesso ou distorcdo de fungbes normais como
alucinacbes, delirios e distarbios de pensamento, agitacdo motora e
desorganizacdo da fala e do comportamento. Ja 0s sintomas negativos
estdo relacionados a diminuicdo ou perda das fungdes normais, como
embotamento afetivo, restricbes na fluéncia verbal e de raciocinio, anedonia
(inabilidade em experimentar prazer), retraimento social, diminuicdo da
motivacgao, iniciativa, entre outros. O prejuizo cognitivo engloba disfuncées
na memdria, atencéo, habilidades e nas fun¢gBes executivas. Os sintomas
afetivos englobam depresséo, disforia, ideacdo suicida e afeto inapropriado
(Ho & Andreasen, 2001).
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Nos ultimos 40 anos, os estudos sobre os distarbios psiquiatricos
voltados para o0s sistemas cerebrais monoaminérgicos contribuiram
significativamente para a compreensdo da patofisiologia destas doencas
(Coppen, 1967; Cowen, 1990, Berton & Nestler, 2006). Desde a metade do
século XX varias teorias surgiram a respeito das bases neurobioldgicas da
esquizofrenia e inimeros neurotransmissores foram propostos terem efeito
direto na atividade neuronial. Dentre as teorias, a hipétese dopaminérgica da
esquizofrenia foi a que apresentou argumentos mais consistentes e serviu
de estimulo para pesquisas posteriores. Esta hipotese se baseava
inicialmente na capacidade da anfetamina e de agonistas dopaminérgicos
induzirem sintomas psicoéticos semelhantes aos observados na esquizofrenia
(Angrist, Lee, & Gershon, 1974; Baker, 1989; Griffith, Cavanaugh, Held &
Oates, 1973). A hipotese foi reforcada pelas descobertas de que quase
todas as drogas antipsicéticas disponiveis na época eram antagonistas de
receptores de dopamina do tipo D2 (Reynolds & Harte, 2007). A teoria
dopaminérgica da esquizofrenia sofreu modificagcbes quando observaram
elevada densidade de receptores D2 em cérebros de pacientes portadores
da doenca, sendo entdo esta caracteristica relacionada aos sintomas
positivos da esquizofrenia. Entretanto, sabe-se atualmente que o aumento
desses receptores é consequéncia do tratamento farmacoldgico da doenca e
nao do processo patolégico propriamente (Reynolds & Harte, 2007). A
disfuncdo dopaminérgica continua sendo o alvo terapéutico para o
tratamento da esquizofrenia, embora evidéncias sugiram que esta
neurotransmissao ndo seja o foco primario de disfuncdo na doenca
(Carlsson & Carlsson, 1990; Aghajanian & Marek, 2000).

Estudos familiares de gémeos e de ado¢cado mostram claramente que
a etiologia da esquizofrenia € primariamente genética (Harrison &
Weinberger, 2005; Harrison, 2007). As chances de um individuo desenvolver
a patologia séo de 12% se um de seus pais for esquizofrénico e sobem para
40% se ambos tiverem a doenca. Por outro lado, 81% dos individuos que
sdo diagnosticados com esquizofrenia ndo possuem nenhum familiar em
primeiro grau afetado e 91% n&o tém nenhum parente esquizofrénico
(Gottesman, 1991). Assim, ainda que os fatores genéticos sejam
importantes, € preciso reconhecer a contribuigcdo de outros fatores durante o
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neurodesenvolvimento na génese da esquizofrenia. Traumas biologicos
como doencas ou estresse durante os periodos de desenvolvimento cerebral
podem contribuir para explicar os casos de esquizofrenia ndo associados a

heranca genética (Holmes, 2001; Miyamoto et al. 2003).

1.3 Modelos Animais

Um grande conjunto de evidéncias sugere que a esquizofrenia €&
uma desordem que ocorre durante o desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC). A utilizacdo de modelos experimentais, principalmente
modelos genéticos nos quais genes associados a esquizofrenia sdo abolidos
(“knocked out”), reduzidos (‘knocked down”) ou exacerbados (“over-
expressed”) fornecem evidéncias de que tais manipulagbes produzem
alteracoes significativas durante o neurodesenvolvimento. A fidelidade dos

7

modelos experimentais € bastante discutivel devido as limitacbes que
apresentam em relacdo a patologia propriamente, uma vez que fatores
relevantes como o pensamento ndo sao adequadamente reproduzidos em
animais (Powell & Miyakawa, 2006). Ainda assim, os modelos experimentais
em roedores tém sido amplamente utilizados como ferramentas importantes
para o esclarecimento da patofisiologia de doencas psiquiatricas como a
esquizofrenia (Cryan & Holmes, 2005; Seeburg, Single, Kuner, Higuchi &
Sprenge, 2001; Holmes, Lachowicz & Sibley, 2004). Nesse sentido, 0s
modelos animais auxiliam na identificacdo de alteragdes morfoldgicas,
bioquimicas, genéticas e comportamentais relacionadas as patologias e
constituem elementos importantes para a compreensdo das doencas
propriamente, além de contribuirem para o desenvolvimento de novos
tratamentos e para o aprimoramento dos diagndsticos (Hyman, 2001).

Uma grande variedade de modelos experimentais tem sido utilizada
para o estudo de doencas psiquiatricas. Dentre eles, a exposicao crbnica de
animais a um estressor em condi¢des rigorosamente determinadas tem sido
utilizada como modelo de depressao e esquizofrenia (Kim & Kirkpatrick,
1996; Weiss, Pryce, Jongen-Rélo, Nanz-Bahr & Feldon, 2004).
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Algumas pesquisas buscam elucidar os efeitos do estresse
continuado (crénico) sobre o organismo e discutem que um problema em se
utilizar estimulos estressantes repetidamente € o fato de que os animais
podem se adaptar ao estressor (Willner, 1990). Entretanto, tem sido
demonstrado que a exposicdo de um organismo a um tipo de estressor
diariamente durante semanas causa déficits severos na memoria
relacionada ao hipocampo (Sandi, 2004). Além disso, animais estressados
cronicamente mostram alteracdes do comportamento motivado pelo medo
(Conrad, LeDoux, Magarinos & Mcewen, 1999). Pittenger & Duman (2008)
relacionaram ainda os efeitos do estresse a plasticidade do hipocampo,
cortex pré frontal, amigdala e estriado ventral. Neste contexto, Kloet, Joéls,
& Holsboer (2005) demonstraram correla¢cées anatbmicas e neuroquimicas
dos déficits comportamentais induzidos por estresse crénico no hipocampo,
amigdala e cortex pré-frontal, como a remodelacdo estrutural e proliferacéo
celular, modificagbes nos sistemas aminérgicos, de neuropeptideos e
corticosterdides. [Estes autores sugerem que a heurotransmissao
glutamatérgica seja primordialmente responsavel por mediar as alteragdes
neuroniais que ocorrem como consequéncia destas exposicoes.

Considerando as alteracdes comportamentais, foram identificados
alguns comportamentos em ratos relacionados aos sinais e sintomas da
esquizofrenia. A agitacdo psicomotora, observavel como hiperatividade
locomotora, e a sensibilidade a drogas psicomiméticas, poderiam ser
categorizados como sintomas positivos. Entre 0s sintomas negativos
podemos evidenciar a retirada social, mensuravel como uma reducao da
interacdo com animais da mesma espécie. No contexto cognitivo, os fatores
identificados foram a diminuicdo da memoéria de trabalho, déficits de
atencdo, alteracdes no registro sensoério-motor e em funcdes executivas,

além de déficits cognitivos genéricos (Powell & Miyakawa, 2006).



24

1.3.1 Isolamento social em ratos

O modelo experimental ndo farmacolégico mais utilizado para o
estudo da esquizofrenia é o isolamento social de ratos iniciado a partir do
desmame e mantido durante todo o periodo do desenvolvimento cerebral
(Fone & Porkess, 2008; Weiss et al. 2004). O isolamento social é
considerado um estressor afetivo cronico (Kraeuchi, Gentsch & Feer, 1981,
Blanchard, Mckittrick & Blanchard, 2001) e induz alteragcdes semelhantes
agquelas que ocorrem no cérebro de humanos esquizofrénicos. Esta
similaridade é observada em alteracdes morfolégicas, comportamentais e
neuroquimicas, como hiperatividade em um novo ambiente (Sahakian,
Robbins & lversen, 1977), dificuldade de aprendizado discriminativo (Jones,
Marsden & Robbins 1991), reducao da inibicdo pelo prepulso — PPI (Geyer,
Wilkinson, Humby & Robbins, 1993; Rosa et al., 2005), atrofia dendritica no
estriado (Comery, Shah & Greenough, 1995), funcbes dopaminérgica e
serotoninérgica aumentadas na area mesolimbica (Jones, Hernandez,
Kendall, Marsden & Robbins, 1992; Bardgett, Jackson, Taylor & Csernansky,
1998; Hall et al., 1998), déficits na memdria de reconhecimento (Bianchi et
al. 2006), entre outras alteragcbfes que mostram similaridade aos aspectos
clinicos da esquizofrenia (Braff et al., 1978).

Animais criados em isolamento apresentam  alteracbes
comportamentais e fisiologicas semelhantes a esta neuropatologia quando
comparados aos animais criados em grupo (Fone & Porkess, 2008).
Segundo Hatch, Balazs, Wiberg & Grice (1963), ratos isolados por um longo
periodo tornam-se emocionalmente mais reativos e agressivos, além de
apresentar uma endocrinopatia com hiperfuncdo do coértex da glandula
adrenal. As observacdes de Weiss et al. (2004) corroboram esses dados e
sugerem que o isolamento social cronico aumenta a reatividade ao estresse
e produz um hiperfuncionamento do eixo HPA em ratos adultos.

Fone e Porkess (2008), em artigo de revisdo, sumarizaram os efeitos
induzidos pela criagdo de ratos em isolamento. Estes incluiram alteracdes
em diversos dominios como peso corporal, comportamento exploratorio,

inibicdo pelo pré-pulso do sobressalto acustico, inibicdo latente, anedonia,
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interacdo social, dor, esquiva passiva, déficits cognitivos, ansiedade,
depressao.

Para muitos autores a hiperatividade em ambiente novo € uma das
observacfes mais classicas e robustas reportadas em ratos criados em
isolamento a partir do desmame (Fone & Porkess, 2008; Domeney & Feldon,
1998). Este fenbmeno € observado como atividade motora exacerbada
(ambulagdo horizontal e levantamentos) quando animais isolados s&o
comparados a animais criados em grupo. Entretanto, resultados
discrepantes foram descritos por alguns autores (Rosa et.al., 2005), os quais
nao observaram este padrdao de comportamento em ratos criados em
isolamento durante dez semanas a partir do desmame, quando avaliados na
arena durante 5 minutos. Estes achados foram fidedignamente reproduzidos
utilizando outros grupos de animais e outros experimentadores do mesmo
grupo de pesquisadores (resultados nédo publicados). A discordancia destes
resultados em relacdo aos descritos na vasta literatura relacionada é
intrigante, especialmente considerando a hiperatividade neste modelo
experimental de isolamento social. Os resultados de Rosa e cols. (2005)
foram discutidos por Fone & Porkess (2008), os quais sugeriram que a
hiperatividade poderia ter sido observada se os animais fossem mantidos no
campo aberto por periodo superior a 5 minutos.

Assim, outra andlise comportamental foi realizada no campo aberto
durante 15 minutos, ap6s o0 mesmo protocolo de isolamento social.
Novamente os animais controles (agrupados) e isolados apresentaram igual
perfil de atividade exploratéria e nenhuma diferenca foi observada no
decorrer da sessdo de teste quando comparacdes pontuais (minuto a
minuto) foram realizadas entre os 2 grupos (artigo em preparacéo).
Posteriormente, estudo semelhante avaliou, separadamente, a atividade
exploratéria no centro e na periferia da arena. Os resultados foram
surpreendentes, uma vez que o perfil de exploracado observado demonstrou
um padrdo mais ativo nos animais isolados contrapondo um padrédo mais
homogéneo nos animais agrupados. As atividades exploratérias, no centro e
na periferia da arena, analisadas em cada minuto reforcou esta

caracteristica, uma vez que o0s animais isolados apresentaram um
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comportamento de “vai e vem” entre as 2 areas da arena, enquanto 0s
animais agrupados exploraram uma ou outra area.

Diante do conjunto de evidéncias apresentado, a proposta
comportamental deste trabalho foi investigar a hipotese de que ratos Wistar
isolados durante todo o periodo do desenvolvimento cerebral apresentam
hiperatividade no campo aberto quando testados por tempo mais longo.
Adicionalmente, também investigar o padrao desta hiperatividade, se ocorre

de forma diferencial na area central ou periférica da arena.

1.4 O Papel do Glutamato

Embora a maioria dos estudos abordando disturbios psiquiatricos
nos ultimos 40 anos tenha tido como foco os sistemas cerebrais
monoaminérgicos, 0s quais tem contribuido significativamente para a
compreensao da patofisiologia destes disturbios (Coppen, 1967; Cowen,
1990, Berton & Nestler, 2006), nos ultimos anos tem sido reconhecida a
participacdo de outros sistemas neurotransmissores, como o glutamatérgico.
Disfuncdes deste sistema tém sido observadas em uma série de disturbios
mentais (Nieoullon, Canolle, Masmejean, Guillet, Pisano, Lortet, et al., 2006).
Nesse sentido, o aprimoramento dos conhecimentos basicos a respeito das
sinapses glutamatérgicas podera contribuir para o desenvolvimento de
novas estratégias de tratamento direcionadas para reduzir as alteracbes
patolégicas associadas com as disfungdes desta mediacéao.

1.4.1 Mediacao glutamatérgica

O glutamato € o principal e mais abundante neurotransmissor
excitatéorio do SNC. Esta presente em aproximadamente 30-40% das
sinapses cerebrais e em 80-90% das é&reas envolvidas em processos
cognitivos como o cOrtex cerebral e o hipocampo. O glutamato participa de
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importantes funcdes fisiolégicas desde o desenvolvimento cerebral, onde
esta envolvido no processo de migracao e diferenciacdo neuronal, génese
axonal e sobrevivéncia de neurbnios (Bortolotto, Fitzjohn & Collingridge,
1999; Danbolt, 2001).

O glutamato é liberado a partir de neurdnios pré-sinapticos e exerce
seu efeito atraveés da interacdo com diferentes tipos de receptores, 0s quais
sdo divididos em dois grandes grupos, 0s receptores metabotropicos
(mGIuRs) e os ionotropicos (iIGIuRs). Os receptores metabotropicos foram
primeiramente descritos por Sadezek et al. (1985) e até o0 momento foram
identificados oito subtipos (MGIuR1 a 8). Estes receptores sdo acoplados a
proteinas G e participam dos mecanismos de resposta intracelulares atraves
da ativacdo de segundos mensageiros (Kubo & Ito, 2004). Sao divididos em
trés grupos: grupo | (mMGIuR1 e 5), grupo Il (mMGIuR2 e 3) e grupo Il
(mGIluR4, 6, 7 e 8). Os receptores ionotropicos séo classificados de acordo
com seus agonistas em N-metil-D-aspartato (NMDA), acido-amino-3-hidroxi-
5-metil-isoxazol-4-propibnico (AMPA) e cainato (KA). Sao proteinas
transmembrana constituidas por um complexo de diferentes subunidades,
em diferentes combinagbes, que conferem ao receptor maior ou menor
permeabilidade ao influxo de ions (Hollmann and Heinemann, 1994).

Sete diferentes subunidades proteicas podem se combinar para
formar os receptores NMDA: NR1, NR2A-D e NR3A e B. A subunidade NR1
€ codificada por um Unico gene, que através do processamento alternativo
(“splicing”) da origem a 8 diferentes subunidades proteicas. Em contraste,
cada uma das subunidades NR2 e NR3 sé&o codificadas por genes distintos.
Todas as subunidades que compdem os receptores NMDA sao permeaveis
ao fon Ca?*. Os receptores AMPA sdo constituidos pela combinacdo de
guatro subunidades diferentes conhecidas como GIluR1-4 ou GIuRA-D,
derivadas de um Uunico gene (Hollman & Heinemann, 1999). Essas
subunidades possuem diferentes permeabilidades ao fon Ca®*" sendo a
subunidade GIuR2 completamente impermeavel. O processamento
alternativo dos genes que codificam as subunidades AMPA d& origem a
duas isoformas distintas destas proteinas, flip e flop, que conferem aos
receptores diferentes propriedades fisicas e quimicas (Sommer et al., 1990).
Os receptores de KA sdo também formados pela combinacdo de 5
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subunidades diferentes, GIuR5-7 (de baixa afinidade) e KAl e 2 (de alta
afinidade), todos codificados por genes distintos (Rosa, 2006). Entretanto,
concentracfes excessivas de glutamato resultam na superestimulacdo de
seus receptores ionotrépicos levando ao aumento do influxo de Ca®" para
dentro dos neurdnios e ativando um mecanismo intracelular conhecido como
excitotoxicidade. Através de AMPA, NMDA ou cainato, a superestimulacao
por glutamato é seguida por rapida elevacdo das espécies de oxigénios
reativos (ROS) resultando em morte neuronal pela ativacdo dos mecanismos
de estresse oxidativo (Deutsch, Rosse, Schwartz, Mastropaolo, 2001).
Considerando a relacdo entre a mediacdo glutamatérgica e o
estresse, esta mediacdo demonstrou estar intimamente envolvida com o
estresse e a neurotoxicidade cerebral (Sapolski, 2000). Mais recentemente
tem sido apontada a relevancia de seu papel na patofisiologia de doencas
mentais (Hashimoto, 2009; Almeida et al., 2010; Banasr et al., 2010).
Evidéncias apontam que tanto o estresse agudo quanto o crénico aumentam
as concentracbes extracelulares de glutamato (Lowy, Wittenberg &
Yamamoto, 1995; Moghaddam, Bolinao, Stein-Behrens & Sapolski, 1994).
Chou, Lin e Sapolsky (1994) observaram que uma superestimulacdo do
sistema glutamatérgico por uma resposta neurotéxica ao estresse foi capaz
de provocar modificacdes no hipocampo e no cértex pré-frontal de pacientes
com transtornos mentais. Além disso, Rosa et al. (2002) sugeriram que
modificacoes na expressdo de receptores de glutamato no hipocampo e
cortex entorrinal induzidas pela exposicdo crbnica ao estresse podem
participar dos mecanismos que levam ao aumento da excitabilidade e
vulnerabilidade dos neurbnios da formac&do hipocampal em resposta ao
estresse severo e recorrente. Adicionalmente, Sunanda e Raju (1997)
demonstraram que o coértex entorrinal pode atuar como um modulador da
lesdo hipocampal resultante deste tipo de estresse, uma vez que a lesao do
cortex entorrinal foi capaz de reduzir a atrofia da area CA3 induzida por
estresse de restricAo cronico ou pela administracdo crénica de

corticosteroides.
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1.4.2 Glutamato e esquizofrenia

Considerando a participagcdo do glutamato nos mecanismos
cerebrais envolvidos na esquizofrenia, foi demonstrado que uma reducao na
mediacdo glutamatérgica pode contribuir para a disfuncdo cognitiva que
ocorre nesta neuropatologia (Pratt, Winchester, Egerton, Cochran, & Morris,
2008; Nanitos, Nguyen, & Balcar, 2005; Bauer, Haroutunian, Meador-
woodruff & Mccullumsmith, 2010). Adicionalmente, tem sido sugerido que as
sinapses glutamatérgicas podem ser o sitio das anormalidades primarias
gue ocorrem nesta doenca, com as alteracdes dopaminérgicas sendo
secundarias as alteracdes glutamatérgicas (Carlsson & Carlsson, 1990).
Estudos realizados em cérebros de esquizofrénicos demonstraram que estas
anormalidades podem envolver diferentes classes de receptores, NMDA e
nao-NMDA, e que as alteragbes mais consistentes ocorrem em estruturas do
lobo temporal e medial, mais precisamente na regido hipocampal. Foram
também demonstradas alteracdes na neurotransmissdo aminérgica classica
em areas cerebrais que recebem projecdes do hipocampo como o complexo
amigdaléide, cortex prefrontal e entorrinal e nicleo acumbens (Heidbreder et
al., 2000; Lapiz, Mateo, Durkin, Parker & Marsden, 2001). Utilizando o
modelo experimental de estresse por isolamento social por 10 semanas a
partir do desmame, Sestito et al. (2011) recentemente demonstraram
significante reducdo na expressao das subunidades GIuR1 e GIuR2 dos
receptores AMPA no hipocampo de ratos. Posteriormente, esses autores
também demonstraram que apenas a subunidades flip de GIuR1 e GluR2
estavam reduzidas no hipocampo dos animais isolados (artigo em
preparacao). Estes resultados sé&o altamente coerentes com evidéncias da
literatura reforcando o envolvimento da mediacdo glutamatérgica na
esquizofrenia a partir de estudos experimentais e também de estudos
realizados em cérebros de pacientes esquizofrénicos (Reynolds & Harte,
2007; Paz, Tardito, Atzori, & Tseng, 2008; Nanitos, Nguyen, & Balcar, 2005).

Evidéncias adicionais associando a mediacdo glutamatérgica a
esquizofrenia tém demonstrado que todos 0s genes mais claramente

envolvidos no desenvolvimento da esquizofrenia codificam proteinas que
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potencialmente tem um impacto direto ou indireto na funcdo das sinapses
glutamatérgicas. Por exemplo, o gene Neuroregulina 1 (NRG1) € bem
estabelecido como um marcador eficiente para o neurodesenvolvimento e
tem sido amplamente utilizado nestes estudos (Mei & Xiong, 2008; Kwon,
Longart, Vullhorst, Hoffman & Buonanno, 2005). Vérias isoformas de NRG1
parecem estar associadas a diferentes processos envolvidos no
neurodesenvolvimento, como migracdo e proliferacdo celular, crescimento
axonal, mielinizacdo, entre outros. Tem sido demonstrado que este gene
esta fortemente associado a suscetibilidade ao desenvolvimento da
esquizofrenia (Harrison & Law, 2006), ao prejuizo cognitivo e a mediagéo
destes processos durante a adolescéncia e na idade de adultos jovens (Hall,
Whalley, Job, Baig, Mcintosh, Evans, Thomson, et al., 2006).

Além de genes especificos, inUmeras proteinas tém sido associadas
ao desenvolvimento das neuropatologias como a esquizofrenia. Eastwood e
Harrison (1995) demonstraram reduzida expressdo de sinaptofisina em
algumas areas do hipocampo de pacientes esquizofrénicos. A sinaptofisina
uma proteina especifica da sinapse, localizada no terminal pré-sinaptico e
importante no processo de liberagdo do neurotransmissor (Wiedenmann &
Franke, 1985). Reduc¢des na expressao de sinaptofisina sugerem contetdo
sinaptico também reduzido, embora ndo permita qualquer diferenciacdo
entre tipos de sinapse ou identificacdo do neurotransmissor (Masliah, Terry,
Alford & DeTeresa, 1990). Posteriormente, em um estudo experimental foi
demonstrada uma reducédo na expressdo de sinaptofisina no hipocampo,
principalmente no giro denteado, de ratos criados em isolamento durante
todo periodo do desenvolvimento cerebral a partir do desmame (Varty,
Marsden & Higgins, 1999), sugerindo uma perda da densidade sinaptica
hipocampal nestes animais.

Evidéncias experimentais obtidas a partir de estudos realizados em
cérebros post-mortem de pacientes esquizofrénicos mostraram uma reducao
na mediacdo glutamatérgica em varias regides cerebrais nesta patologia e
sugerem que esta reducdo pode contribuir para a disfuncdo cognitiva
observada na esquizofrenia. Estes resultados podem ser associados a
demonstracdo de que especificamente as subunidades GIluR1 dos
receptores AMPA possuem um papel critico na mediacdo da plasticidade
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sinaptica e na cognicdo (Malenka, 2003; Malinow & Malenka, 2002). Com o
objetivo de associar a perda da densidade sinaptica hipocampal, a disfuncéo
cognitiva e especificamente a mediacdo glutamatérgica, Eastwood et al.
(1995) demonstraram também uma reducdo na expressao das subunidades
GluR1 e GluR2 no hipocampo de pacientes esquizofrénicos. Posteriormente,
este grupo de pesquisadores demonstrou que ratos tratados cronicamente
com o antipsicotico haloperidol apresentavam alteracbes na expresséo de
receptores de glutamato no SNC, sugerindo que as drogas antipsicoéticas
tém efeitos potencialmente importantes na mediacdo glutamatérgica
(Eastwood, Heffernan & Harrison, 1997). Mais recentemente, Wiedholz et al.
(2008) demonstraram que camundongos geneticamente modificados com
auséncia da subunidade GIluR1 dos receptores AMPA apresentam
alteracdes comportamentais e neuroquimicas relacionadas a esquizofrenia,
tais como hiperatividade em um novo ambiente, déficit de atengdo e
hiperdopaminergia no estriado. Adicionalmente, os autores demonstraram
gue estas alteracdes foram revertidas pelo tratamento com antagonistas
dopaminérgicos como o haloperidol.

As evidéncias descritas na literatura permitem estabelecer uma
relacdo clara entre disfuncbes nas neurotransmissdes glutamatérgica e
dopaminérgica tanto na esquizofrenia em humanos como nos modelos
experimentais desta neuropatologia. Considerando especificamente as
disfuncdbes na mediacdo glutamatérgica, € possivel que haja uma
contribuicdo dos mecanismos responsaveis pelo término de acdo deste
neurotransmissor liberado na fenda sinptica, ou seja, a retirada do
glutamato pelos transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS)
(Eatwood & Harrison, 2005; Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007).
Neste contexto, alteracdes nestes mecanismos, sejam no aspecto funcional
e/ou na expressado das proteinas transportadoras, terdo como consequéncia
alteracoes na modulacdo de ac¢do do neurotransmissor nos receptores
sinapticos e podem contribuir para o0 conjunto das alteracbes
glutamatérgicas envolvidas nas doencas psiquiatricas (Bauer et al. 2010,
Karlsson, Heilig & Holmes, 2008).
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1.4.3 Transportadores de glutamato

Existem duas familias de transportadores de glutamato que diferem
guanto as suas caracteristicas funcionais: Os transportadores do tipo
vesiculares (VGLUTS), os quais atuam no armazenamento do glutamato nas
vesiculas sinapticas; e os transportadores de aminoaciodos excitatorios
(EAATS), localizados na membrana plasmatica de astrocitos (EAAT1/GLAST
e EAAT2/GLT1) e neurdnios (EAAT3/EAAC1), os quais realizam a
recaptacado do glutamato liberado na fenda sinaptica como um mecanismo
de término de acdo do neurotransmissor (Benarroch, 2010; Danbolt, 2001).

Os EAATs sao proteinas transmembrana com peso molecular de
aproximadamente 64 kDa e possuem mais de uma subunidade (Yang &
Kilberg, 2002). Tem sido demonstrado que os EAATs s&o provavelmente
trimeros, com 8-10 dominios transmembrana e possuem as extremidades C-
terminal e N-terminal localizadas intracelularmente (Haugeto et al., 1996;
Grunewald, Menaker & Kanner, 2002).

Os EAATs contribuem para uma rapida remocdo do glutamato
liberado no meio extracelular. Embora as células da glia, especialmente os
astrocitos circundantes, possuam um papel chave na recaptacdo do
glutamato, os neurénios também contribuem para este mecanismo (Danbolt,
2001). Nos astricitos o glutamato € convertido em glutamina, a qual é
transportada de volta ao neurdnio pré-sinaptico e utilizada na sintese de um
novo neurotransmissor (Danbolt, 2001). Tem sido discutido que pelo menos
no hipocampo e cortex cerebral a recaptacdo do glutamato deve ser
primariamente neuronial, uma vez que nestas areas cerebrais um grande
namero de sinapses nao € circundada por astrocitos, como ocorre no cértex
cerebelar (Bergles, Diamond & Jahr, 1999).

A importancia funcional dos transportadores neuroniais no cortex
cerebral e hipocampo nédo foi claramente compreendida até o momento, mas
sua contribuicdo deve ser essencial na modulagdo da transmisséo
excitatéria. Foi demonstrado que durante o desenvolvimento cerebral o

EAAC1 (neuronal) é expresso anteriormente ao GLAST e GLT1 (gliais),
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sugerindo que a contribuicdo dos diferentes transportadores na recaptacéo
do glutamato esta relacionada a presenca dos diferentes tipos celulares no
decorrer do processo de desenvolvimento (Nieoullon et al., 2006).

Evidéncias experimentais tém demonstrado que alteracbes no
transporte de glutamato estdo envolvidas na patofisiologia de diversas
doencas mentais (Maragakis & Rothstein, 2004; Benarroch, 2010). Por
exemplo, alteracdes nos EAATs do tipo EAAC1 tém sido associadas a
modelos experimentais de epilepsia (Crino et al., 2002), isquemia (Gottlieb,
Domercq & Matute, 2000) e doenca de Alzheimer (Masliah et al., 2000).
Alternativamente, uma vez que os EAATs do tipo GLT1 em ratos séo os
principais responsaveis por controlar as concentracdes extracelulares de
glutamato no SNC, estudos sugerem que drogas capazes de aumentar a
expressdo de GLT1 pelos astrécitos podem ter um efeito antidepressivo
gracas a propriedade de diminuir os niveis elevados de glutamato
associados a depressdo maior. (Reagan et al.,, 2004; Zink, Vollmayr,
Gebicke-Haerter, & Henn, 2010). Ha evidéncias experimentais pioneiras de
gue o estresse cronico modula a taxa de recaptacdo do glutamato
(Moghaddam, 1993) e prejudica a funcdo glial no cortex pré-frontal
provocando modificacbes nos niveis de glutamato (Banasr et al., 2008,
Sanacora et al., 2007). As alteracbes celulares, metabodlicas e
comportamentais induzidas pelo estresse crénico podem ser revertidas e/ou
bloqueadas por um tratamento cronico com riluzole, que age no sistema
glutamatérgico antagonizando receptores do tipo NMDA, resultando em
menor liberacdo de glutamato e maior recaptacdo desse neurotransmissor.
(Sanacora et al., 2007).

Estudos mais recentes tém demonstrado uma relagdo entre
alteragbes na fungdo dos EAATs e a etiologia da esquizofrenia. Uma
hiperatividade dos transportadores de glutamato presentes nos astrécitos
gue circundam as sindpses excitatdrias no cortex pré-frontal foi demonstrada
por Nanitsos et al. (2005).

Matute et al. (2005) também demonstraram aumento nos niveis de
RNAm que codificam o EAAT glial do tipo GLT1 no cértex pré-frontal de
pacientes esquizofrénicos ndo tratados, enquanto uma reducdo foi

observada em pacientes tratados com antipsicéticos. Estes resultados
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sugerem que o aumento no RNAm, proteina e funcdo de GLT1 pode
contribuir para a reduzida eficacia da transmisséo glutamatérgica no cortex
pré-frontal de esquizofrénicos. Em contraste com estas observacoes,
recentemente Bauer et al., (2010) demonstraram uma menor glicosilacéo de
ambos os EAATs gliais, mas ndo do EAAT neuronial, no cérebro de
pacientes esquizofrénicos, o que sugere uma reducdo na recaptacdo do
glutamato. De acordo com estes achados, Ohnuma et al. (1998)
demonstraram uma reducdo na expressdo do RNAmM que codifica o
EAAT2/GLT1 glial no cértex pré-frontal de pacientes esquizofrénicos.

Adicionalmente aos EAATs, Eastwood e Harrison (2005) também
demonstraram uma reducdo no RNAm que codifica os transportadores
vesiculares (VGLUTs) na formacdo hipocampal e cortex pré-frontal na
esquizofrenia.

A participagdo do glutamato nos mecanismos cerebrais ativados por
estresse assim como nas alteragcbes que ocorrem no cérebro de humanos
esquizofrénicos ndo € completamente entendida at¢é o momento. O
isolamento social de ratos a partir do desmame e mantido durante todo o
periodo do desenvolvimento cerebral pode ser um modelo experimental
adequado para estudos posteriores sobre o0s varios componentes do sistema
glutamatérgico, contribuindo com evidéncias que permitam integrar as
caracteristicas moleculares, genéticas e neuropatolégicas da esquizofrenia
(Meador-Woodruff & Healy, 2000; Paz, Tardito, Atzori, & Tseng. 2008). O
aprimoramento dos conhecimentos a respeito da patofisiologia desta
desordem pode contribuir para o desenvolvimento de novas drogas com
melhor eficacia que os medicamentos atualmente disponiveis e também
contribuir para modificar o processo da doencga propriamente.

Assim, considerando que altera¢cées nos mecanismos de regulacéo
desta neurotransmissao pelos transportadores de glutamato podem estar
envolvidas no desenvolvimento da esquizofrenia, € possivel que a expressao
destas proteinas transportadoras nas células neuronais (EAAC1) e gliais
(GLT1) do cortex pré-frontal e entorrinal estejam alteradas em ratos
submetidos ao isolamento durante todo o periodo de desenvolvimento
cerebral.



2 OBJETIVOS
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Os objetivos gerais deste estudo foram:

Avaliar as alteracbes comportamentais e moleculares induzidas por
estresse afetivo (isolamento social) aplicado em ratos durante todo o periodo
do desenvolvimento cerebral (10 semanas a partir do desmame). As

avaliacdes foram feitas ao final do periodo de isolamento.

Os objetivos especificos foram:

1) Avaliar o padrdo de atividade locomotora e exploratéria durante
20 minutos no campo aberto (arena) de ratos isolados por 10 semanas a
partir do desmame. Esta avaliacéo foi realizada separadamente no centro e
na periferia da arena.

2) Analisar a expressao das proteinas transportadoras de glutamato,
EAAC1 e GLT1, no cértex pré-frontal e cortex entorrinal de ratos isolados por
10 semanas a partir do desmame. Esta analise foi realizada por meio do

meétodo de imunoistoquimica.



3 MATERIAIS E
METODOS
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3.1. Animais

Foram utilizados 62 ratos da linhagem Wistar machos, com 21 dias
de idade (+40g) provenientes do biotério central da Universidade de S&o
Paulo (USP), Campus de Ribeirdo Preto. Imediatamente apdés o desmame
os animais foram divididos aleatoriamente e colocados em caixas de
polipropileno (medidas 34 x 41 x 17 cm - largura x comprimento x altura)
forradas com maravalha, O niumero de animais por caixa dependeu do grupo
experimental a que pertenciam, sendo: Agrupados, n=12 (3/ caixa) ou
Isolados, n=12 (1/caixa).

Todos os animais (isolados e agrupados) foram mantidos no biotério
do Laboratério de Neurobiologia do Estresse e da Depressdo (LNED) da
FFCLRP-USP, com livre acesso a agua e racao, sob ciclo normal
claro/escuro (12h/12h), temperatura constante (23+1°C) e podendo ver, ouvir
e sentir o cheiro dos outros animais.

Todos os procedimentos experimentais utilizados neste projeto
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) —
Campus USP, Ribeirdo Preto, sob o protocolo 05.1.769.53.0.

3.2. Procedimentos Experimentais

3.2.1 — Estresse por isolamento social

Os animais do grupo “Isolado” foram colocados individualmente nas
caixas, sendo manipulados apenas 1 vez por semana para a limpeza das
mesmas. Os animais do grupo “Agrupados” foram colocados em numero de
3/caixa, sendo manipulados 3 vezes por semana. Neste procedimento, 0s
animais de ambos os grupos foram suspensos rapidamente pela cauda e
transferidos para uma caixa limpa (5 segundos de manipulagéo) a fim de



39

evitar que o contato com o manipulador tivesse qualquer interferéncia nos

resultados. Os animais permaneceram nestas condi¢gdes por 10 semanas.

3.2.2 - Teste de atividade exploratoria em ambiente novo (campo aberto ou

arena)

Ao término do periodo de isolamento os animais, agrupados e
isolados, foram testados para analisar as alteracbes da atividade
exploratoria induzida pela criacdo em isolamento.

O teste consistiu na exposi¢ao individual dos animais a uma arena
circular de acrilico transparente (60 cm de diametro x 50 cm de altura),
colocada sobre um assoalho dividido em 12 quadrantes de mesma area. Os
animais foram colocados no centro da arena e seus comportamentos
registrados por um equipamento de video para andlise e quantificacéo.

A sessdo experimental teve duracdo de 20 minutos e foram
registrados:

e Exploragdo Horizontal/Atividade Locomotora: NUumero de cruzamentos
(crossings) com as 4 patas nos quadrantes da arena;
e Exploragéo Vertical: Numero de levantamentos das patas dianteiras;
e Tempo despendido.
Todas essas variaveis foram avaliadas na regiao central e na periferia
da arena, separadamente. A quantificacao foi feita a cada minuto durante os
20 minutos de teste.

3.2.3— Perfusao e retirada dos encéafalos

ApOs o teste comportamental os animais foram submetidos aos
procedimentos de perfusdo, retirada dos encéfalos, congelamento e
estocagem, de acordo com o protocolo exigido para posterior utilizacdo nos

experimentos de imunoistoquimica. Primeiramente o0s animais foram
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profundamente anestesiados com uma injecao intraperitonial de Uretana
25% (0,5ml/100 gramas de peso corporal). Em seguida foi realizada
perfusdo intracardiaca para a lavagem e a fixacdo do encéfalo. Este
procedimento consistia em fazer uma inciséo na regiao do térax do animal,
expondo seu interior. A seguir, com o0 auxilio de uma bomba de perfuséao,
administrou-se solucdo de PBS 0,1 M (salina tamponada com fosfato -
phosphate-buffered saline, pH 7,3) pelo ventriculo esquerdo (300ml) e,
simultaneamente, fazia-se uma incisédo no atrio direito para permitir a saida
da solugdo de salina e a “lavagem” do sangue de todo o tecido perfundido.
Ao final dos 300ml de PBS 0,1 M os animais foram perfundidos com 200 ml
de solucdo de parafomaldeido 4% (PFA 4%) em PBS 0,2M com o objetivo
de fixar o tecido. Terminada esta etapa os encéfalos foram cuidadosamente
retirados da caixa craniana, colocados em frascos contendo a solucdo de
fixacdo de PFA 4% em PBS 0,2M por 2 horas adicionais e em seguida
crioprotegidos em sacarose (concentracdes crescentes de 10%, 20% e 30%
em PBS 0,1M) por 48 a 72 horas a 4°C. Apés este periodo os encéfalos
foram congelados em isopentana resfriada em gelo seco e mantidos em

freezer -70°C até o seccionamento.

3.2.4 - Seccionamento dos encéfalos

Vinte e quatro horas antes do seccionamento, os encéfalos foram
transferidos para o freezer -20°C. Em seguida foram embebidos em Tissue
Tek® e fixados na base apropriada do criostato (Leica), calibrado entre -19 e
-21°C. Secgdes de 40um foram retiradas ao longo de todo o cérebro e
armazenas em tubos “eppendorf’ contendo solucéo anticongelante a -20°C.
Com o auxilio do atlas de Paxinos e Watson (1997) os tubos foram
catalogados de acordo com os “plates” correspondentes as seccdes
armazenadas.

Uma vez que o numero de animais (n) necessario para estudos
moleculares € inferior aquele para estudos comportamentais, foram

aleatoriamente selecionados 8 encéfalos dos animais de cada grupo
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experimental para serem seccionados e posteriormente utilizados nos
experimentos de imunoistoquimica. Os demais permanecem armazenados a
-70°C para serem utilizados em estudos adicionais neste modelo
experimental. Esta conduta contribui para evitar o uso desnecessario de

novos animais.

3.2.5 - Imunoistoquimica

Os procedimentos de imunoistoquimica foram realizados utilizando o
anticorpo anti-EAAC1 (MAB1587, Millipore) e anti-GLT1 (AB1783, Millipore).
Foram utilizadas 3 seccbes adjacentes de cada area de interesse (cortex
pré-frontal e cortex entorrinal) de cada animal. As seccbes foram
selecionadas e retiradas dos tubos “eppendorfs” correspondentes de acordo
com o catalogo previamente organizado. Estas foram colocadas em placas
de acrilico contendo pocos, adequadas para a realizacdo do procedimento
de imunoistoquimica “free-floating”.

Inicialmente, as secc¢des foram lavadas (4x/5min.) em PBS 0,01 M +
Triton 0,15% em solucdo tampéo para a retirada da solucdo anticongelante.
Em seguida, os cortes foram imersos em solucéo de peroxido de hidrogénio
(H20,) a 0,6% em solucdo tampéao por 15 min., com a finalidade de bloquear
a peroxidase enddgena existente por todo o tecido e impedir a marcacao
inespecifica e background. Os cortes foram lavados (4x/5min.) com solucao
tampéo e incubados por lhora com soroalbumina bovina (BSA, Sigma -
A9647) a 2% em solucdo tampdo. A BSA se liga aos sitios especificos e
evita background. As secc¢des foram entdo lavadas em solucdo tampéao e
incubadas overnight com o anticorpo primario, mouse anti-EAAC1 (1:1000)
ou guinea pig anti-GLT1 (1:2000). No dia seguinte as secc¢des foram lavadas
em solucdo tampao e incubadas com o anticorpo secundario (anti-mouse ou
anti-guinea pig) por 90 min., novamente lavadas em tampao e incubadas
com o complexo avidina-biotina (ABC, 1:125 em solug&o tampéo) por 1 hora
para formac&o dos complexos entre a avidina e a peroxidase-biotinilada. As
seccoes foram entdo incubadas em tampé&o Tris (TB, 0,25M) por 5 min. e,
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apos nova lavagem, a reacdao foi revelada com 3,3-diaminobenzidina (DAB —
Sigma) diluida em TBS 0,1M com H,0; (10g DAB: 20ml de TBS 0,1M: 0,3pl
H,O, ), que precipita ha cor marrom-caramelo ao se ligar as moléculas de
H,0,. Como controle da especificidade de ligacdo, uma seccdo de cada area
foi ensaiada com a omissdo do anticorpo primario.

As seccdes foram montadas em Iaminas gelatinizadas, diafanizadas
e cobertas com permount e laminula. Apds a secagem foi feita a analise
histolégica das seccdes em microscopio Optico (Axioskop 40:Carl
Zeiss - Alemanha) e as regides do cortex pré-frontal e entorrinal fotografadas
utilizando uma camera conectada ao microscéopio (Axiocam ICc3) e a um
computador com software de aquisicdo e analise de imagens (Axiovision
Rel. 4.8). As imagens foram posteriormente utilizadas para a quantificacdo
do numero de células imunopositivas (IC) para EAAC1 (EAAC1-IC) e GLT1
(GLT2-IC) utilizando o software ImageJ 1.45s (Rasband, W., National
Institute of Health — NIH: USA, s/d).

A gquantificacdo das células imunopositivas foi realizada em todo o
campo de visdo em um aumento de 200x, correspondendo a uma area fixa
de 566um x 424pm (0.24mm? para cada regido cerebral. Foram
guantificadas trés seccdes por animal, bilateralmente (6 valores/regiao/rato).
Foi calculada a média dos 6 valores e os resultados expressos como numero

de células positivas/0.1mm?.

3.2.6 — Fluorescéncia

O procedimento de fluorescéncia compreendeu tanto reacdes
imunolégicas quanto reacfes histoldgicas. Foi realizada a dupla marcacao
das céulas utilizando anticorpos especificos para o transportador GLT1
(guinea pig anti-GLT1, Millipore: AB1783) e para células gliais (mouse anti-
GFAP, Sigma: G3893) (imunofluorescéncia indireta), além da marcagédo do
citoesqueleto por meio da ligacdo de Faloidina com actina e de nucleos

celulares por meio da ligacdo de DAPI com DNA (histofluorescéncia).
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Para a imunofluorescéncia indireta, 6 seccfes de cada area de
interesse (cortex pré-frontal e cortex entorrinal), adjacentes as seccdes
utilizadas no experimento de imunoistoquimica anterior, foram acomodadas
em placas de acrilico contendo pocos para incubacdes “free-floating”.

Inicialmente as seccdes foram lavadas (4x/5min.) em PB 0,1 M +
Triton X-100 0,15% em PB para a retirada da solugcéo anticongelante e em
seguida lavadas (3x/5min.) em PB 0,1M. De acordo com o método descrito
por De Oliveira e Nanci (2004) e De Oliveira et al. (2003), as secc¢des foram
permeabilizadas em Triton X-100 0,5% em PB durante 10 min. e em seguida
novamente lavadas (3x/5min.) em PB 0,1M.

Para realizar as diferentes marcacgodes, as sec¢des foram divididas em
dois conjuntos iguais de 3 seccoes/animal de ambos o0s grupos
experimentais (veja esquema abaixo). Um conjunto de secc¢des foi incubado
com 0s anticorpos primarios guinea pig anti-GLT1 (1:1000) e mouse anti-
GFAP (1:1000), enquanto o outro conjunto de secg¢fes foi incubado apenas
com 0 anticorpo primario guinea pig anti-GLT1 (1:1000). Ap6s 60min. todas
as seccOes foram lavadas (3x/5min.) em PB 0,1M. Em seguida, o primeiro
conjunto de secc¢des foi incubado com os anticorpos secundarios goat anti-
guinea pig conjugado com o fluoréforo Alexa Fluor 594 (1:200, Molecular
Probes: A11076 - vermelho) e goat anti-mouse conjugado com o fluoréforo
Alexa Fluor 488 (1:200, Molecular Probes: A11001 - verde). O segundo
conjunto de secc¢bes foi incubado com o anticorpo secundario goat anti-
guinea pig conjugado com o fluoréforo Alexa Fluor 594 (1:200, Molecular
Probes: A11076 - vermelho) e com o marcador de citoesqueleto Phalloidin
conjugada com o fluoroforo Alexa Fluor 488 (1:200, Molecular Probes:
A12379 - verde).

Apés 50 min. ao abrigo da luz, todas as seccdes foram lavadas
(3x/5min.) em PB 0,1M e em seguida incubadas por 5 min. com o marcador
de ndcleos celulares DAPI  0,25pl/ml  (4',6-diamino-2phenylindole,
dihydrochloride, Molecular Probes: D1306 - azul). As secc¢bOes foram
novamente lavadas em PB 0,1M (2x/5min.) e em agua deionizada (1x/5min.)
com o objetivo de eliminar os sais e evitar a proliferagdo de fungos.

As secgOes foram montadas em laminas né&o-gelatinizadas com o

auxilio do meio de montagem anti-fade e cobertas com laminula. As
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marcacbes foram analisadas por epifluorescéncia em microscopio de
epifluorescéncia (Axio Imager) acoplado a uma camara fotografica digital
(AxionCam MRm). Foi realizada a aquisicdo das imagens de cada marcacao
para ambas as areas cerebrais e grupos experimentais, as quais estado
apresentadas individualmente assim como sobrepostas por meio do software
Adobe Photoshop.
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Figura 1: Representacdo esquematica da placa de acrilico utilizada no experimento
de fluorescéncia. Secc¢bes cerebrais do cértex pré-frontal (CPF) e cértex entorrinal
(CE) de 4 ratos controle (agrupados — A) e 4 isolados (l) foram distribuidas em dois
conjuntos de pocos de acordo com o0s anticorpos e marcadores celulares (vermelho
— GFAP e verde — Faloidina). Em cada poco foram incubadas 3 secc¢des adjacentes
do CPF e CE de cada animal.



4 ANALISE
ESTATISTICA
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Os dados obtidos nos testes comportamentais para 0S grupos
controle-agrupados e isolados foram comparados através de andlise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA). Os dados obtidos nos
experimentos de imunoistoquimica para estes grupos, com deteccao por
DAB, foram comparados através do teste “t“ de Student. Foi utilizado o
software SPSS (Statistical Package for Social Studies) for Windows, versao

16. Foram consideradas diferencas significantes quando p < 0,05.



5 RESULTADOS
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5.1. Campo Aberto (Arena)

5.1.1- Padrao de atividade locomotora em ratos criados em isolamento a

partir do desmame.

A atividade locomotora (exploracdo horizontal) apresentada pelos
grupos isolados e agrupados esta representada na figura 2. Pode-se
observar que esta atividade foi intensa nos primeiros minutos, seguida de
uma reducédo gradativa até o término da sessao de 20 minutos de teste na
arena. Este perfil foi observado tanto no centro como na periferia da arena.

A criacdo em isolamento induziu um aumento estatisticamente
significante da atividade locomotora, representada pelo namero total de
cruzamentos em 20 minutos de teste (F;2,=0,38; p<0,05; Fig.2A). Este
aumento ocorreu apenas na regiao periférica (73%; Fi 2= 14,08; p<0,001),
enquanto nenhuma diferenca foi observada entre os grupos no centro da
arena (F12,=0,13; p>0,05; Fig.2A).

Esta caracteristica foi evidenciada quando o numero de cruzamentos
foi comparado entre os grupos em BTs de 5 minutos (Fig. 2B) e demonstrou
gue os animais isolados apresentavam aumento estatisticamente significante
na atividade locomotora em relacdo aos agrupados a partir de 5 minutos de
teste (BT1: F12,=3,08; p>0,05; BT2: F; 2,=23,53; p<0,0001; BT3: F;2,=20,29;
p<0,001; BT4: F12,=5,75; p<0,05). A andlise do numero de cruzamentos,
apenas na periferia da arena, em cada minuto durante os 20 minutos de
teste permitiu definir o perfil temporal da atividade locomotora (Fig. 2C). Os
animais criados em isolamento apresentaram aumento estatisticamente
significante do nimero de cruzamentos no 3° (t=-3,28; p<0,01), 5° (t=-3,48;
p<0,01), 7° (t=-2,21; p<0,05), 10° (t=-3,25; p<0,01), 11° (t=-4,07; p<0,001),
14° (t=-2,08; p<0,05), 16° (t=-2,21; p<0,05) 18° (t=-4,07; p<0,001) minutos

guando comparados aos animais criados em grupo.
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Figura 2 - Efeito da criacdo em isolamento a partir do desmame sobre a atividade
locomotora no centro e na periferia da arena. Estao representadas as médiastEPM
do nuamero total de cruzamentos durante os 20 minutos de teste: (A) em toda a
arena, no centro e na periferia, separadamente; (B) em blocos de tempo (BT) de 5
minutos no centro e na periferia da arena; (C) em cada minuto na periferia da
arena. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.1.2- Padrdo de atividade exploratdria em ratos criados em isolamento a
partir do desmame.

A figura 3 mostra a atividade exploratoria (exploracdo vertical)
apresentada pelos grupos isolado e agrupado durante os 20 minutos na
arena. Observa-se que o0s animais isolados apresentaram uma reducéo
estatisticamente significante na atividade exploratéria total no campo aberto
em relacdo aos agrupados, demonstrada pelo nimero de levantamentos
registrados durante os 20 minutos de teste (F1.2,=0,27; p=0,05; Fig. 3A).
Entretanto, quando os grupos foram comparados no centro ou na periferia
da arena, separadamente, esta reducdo foi estatisticamente significante
apenas no centro da arena (58%, F;2,=12,48; p<0,01; Fig. 3A). A analise em
BTs de 5 minutos (Fig. 3B) demonstrou que esta redu¢do no centro ocorreu
nos primeiros 15 minutos de teste, quando o numero de levantamentos
apresentado pelos animais isolados foi menor que aquele apresentado pelos
animais agrupados no BT1 (F12,=14,95; p<0,001) e BT3 (Fi2= 7,54;
p<0,05). Em contraste, na periferia da arena o0s animais isolados
apresentaram um aumento estatisticamente significante no numero de
levantamentos no BT2 (F1 .= 4,92; p<0,05) e BT3 (F12.= 6,83, p<0,05). Uma
analise do perfil temporal da atividade exploratéria apenas no centro da
arena esta apresentada na figura 3C, onde a comparagado entre 0S grupos
em cada minuto dos 20 minutos de teste demonstrou que a reducédo no
namero de levantamentos apresentada pelos animais isolados em relacao
aos agrupados foi estatisticamente significante no 1° (t=3,22, p<0,01), 3°
(t=3,21, p<0,01) e 8° minutos (t=3,10, p<0,01).
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Figura 3 - Efeito da criacdo em isolamento a partir do desmame sobre a atividade
exploratdria no centro e na periferia da arena. Estao representadas as médiastEPM
do numero total de levantamentos durante os 20 minutos de teste: (A) em toda a
arena, no centro e na periferia, separadamente; (B) em blocos de tempo (BT) de 5
minutos no centro e na periferia da arena; (C) em cada minuto no centro da arena.
*p=<0,05; **p=<0,01; **p=<0,001.
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5.1.3- Tempo de permanéncia no centro e na periferia da arena em ratos

criados em isolamento a partir do desmame.

O tempo despendido em cada regido da arena durante os 20
minutos de teste esta representado na figura 4 para os grupos isolado e
controle (agrupado). A figura 4A demonstra que a criacdo em isolamento
induziu uma reducéo estatisticamente significante no tempo total despendido
no centro da arena em relacdo aos animais criados em grupo (54%;
F120=11,11; p<0,001). Como esperado, aumento estatisticamente
significante foi encontrado no tempo total despendido na periferia da arena
para os animais isolados em relacdo aos agrupados (65%; Fi2,=11,20;
p<0,01).

Quando o tempo despendido em cada regido da arena foi
comparado entre os dois grupos experimentais em blocos de tempo de 5
min., diferenca significante foi encontrada em todos os BTs (1-4) (Fig. 4B).
No centro da arena os animais criados em isolamento despenderam menor
tempo do que os animais criados em grupo (BT1: Fj 2= 9,18, p<0,01; BT2:
F12:= 9,23, p<0,01; BT3: F12,= 7,78 , p<0,05; BT4: F;,,=5,13 , p<0,05),
enquanto na periferia os animais isolados permaneceram por mais tempo do
gue os animais agrupados (BT1: Fi2= 9,11, p<0,01; BT2: F12»= 9,23 ,
p<0,01; BT3: F12,=7,78, p<0,05; BT4: F;12,=5,25 , p<0,05).
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Figura 4 - Efeito da criacdo em isolamento a partir do desmame sobre o tempo de

permanéncia no centro e na periferia da arena. Estdo

representadas as

médiastEPM: (A) do tempo total de permanéncia no centro e na periferia da arena
durante os 20 minutos de teste; (B) em blocos de tempo (BT) de 5 minutos no
centro e na periferia da arena. *p<0,05; **p=<0,01.
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5.2. Imunoistoquimica

5.2.1. Expressdo de EAACL1 no cortex pré-frontal e cortex entorrinal de ratos

criados em isolamento a partir do desmame.

As figuras 5 a 8 mostram a expressdo dos transportadores de
glutamato do tipo EAACL1 no cortex pré-frontal e cortex entorrinal de ratos
controle (agrupados) ou criados em isolamento a partir do desmame. A
densidade de células imunopositivas para EAAC1 (EAAC1-IC) no cortex pré-
frontal e cortex entorrinal € qualitativamente demonstrada nas figuras 5 e 6,
respectivamente, para todos 0s grupos experimentais. No cértex pré-frontal
as EAACL1-IC estéo distribuidas de forma esparsa em toda a regido (Fig. 5A-
F), enquanto no cortex entorrinal estas células se apresentam concentradas
na camada Il, com poucas células esparsas ao redor desta camada (Fig. 6A-
F).

A analise quantitativa € demonstrada na figura 8 e podemos observar
gque a criagdo em isolamento induziu um aumento estatisticamente
significante no nimero de EAACL1-IC no coértex pré-frontal. Este aumento foi
de 38% (t= 2,730, p=0,017) quando o grupo isolado foi comparado ao
agrupado. Entretanto, embora um namero consideravel de EAAC1-IC tenha
sido observado no coértex entorrinal, principalmente na camada Il, e um
aumento de 17% nos animais isolados em relacdo aos agrupados, este
aumento nao foi estatisticamente significante (t= 1,892; p= 0,081).

A omissdo do anticorpo priméario anti-EAAC1 resultou em completa

auséncia de sinal em ambas as areas analisadas (Fig. 7).
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Figura 5 - Imunoistoquimica para os transportadores de glutamato EAAC1 no
cortex pré-frontal (CPF) de ratos controle-agrupados (A-C) ou isolados a partir do
desmame (D-F). Seccdes incubadas com o Anticorpo primario anti-EAACL,
Millipore (1:1000) e com o Anticorpo secundario Dako.
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Figura 6 - Imunoistoquimica para os transportadores de glutamato EAAC1 no
cortex entorrinal (CE) de ratos controle-agrupados (A-C) ou isolados a partir do
desmame (D-F). Seccdes incubadas com o Anticorpo primario anti-EAACL,
Millipore (1:1000) e com o Anticorpo secundario Dako.
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Figura 7 — Seccbes do cortex pré-frontal (A) e do cortex entorrinal (B) incubadas na
auséncia do Anticorpo primario anti-EAAC1.
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Figura 8 - Numero de células imunopositivas para EAAC1 no cortex pré-
frontal (CPF) e cortex entorrinal (CE) de ratos controle-agrupados ou isolados
a partir do desmame (n=8/grupo). Os dados representam a médiatEPM do
namero de células imunopositivas/0,1mm?, quantificadas bilateralmente, em 3
secgbes/animal. *p<0,05 (Teste “t” de Student).
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5.2.2. Expressdo de GLT1 no cértex pré-frontal de ratos criados em

isolamento a partir do desmame.

A expressdo do transportador de glutamato do tipo GLT1 no cortex
pré-frontal dos animais controle (agrupados) ou isolados a partir do
desmame é apresentada nas figuras 9 a 11. Na figura 9, a analise qualitativa
das células imunopositivas para GLT1 (GLT1-IC) em ambos os grupos
experimentais mostra alta densidade deste transportador em células
neuroniais do cortex pré-frontal, onde a distribuicdo das IC ocorre de forma
esparsa em toda a area (Fig. 9A-F).

A analise quantitativa das GLT1-IC nesta regido cortical, apresentada
na figura 11, confirma uma alta expressdo do transportador em células
neuroniais nos grupos controle e isolado. Entretanto, a comparagao
estatistica entre os dois grupos revelou que nenhuma diferenca no nimero
de GLT1-IC foi induzida pela criagdo em isolamento nesta area cerebral (t=-
1,28; p=0,210).

A omissdo do anticorpo primario anti-GLT1 resultou em completa
auséncia de sinal (Fig. 10).
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Figura 9 - Imunoistoquimica para os transportadores de glutamato (GLT1) no
cortex pré-frontal (CPF) de ratos controle-agrupados (A-C) ou isolados a partir do
desmame (D-F). Secc¢bes incubadas com o Anticorpo primario anti-GLT1, Millipore
(1:2000) e com o Anticorpo secundario Dako.

Figura 10 — Seccao do cortex pré-frontal incubada na auséncia do Anticorpo
primario anti-GLT1.
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Figura 11 - Numero de células imunopositivas para GLT1 no cortex pré-frontal
(CPF) de ratos controle-agrupados ou isolados a partir do desmame (n=8/grupo).
Os dados representam a média +* EPM do numero de células
imunopositivas/0,1mm?, quantificadas bilateralmente, em 3 sec¢des/animal. (Teste
“t” de Student).
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5.3. Fluorescéncia

5.3.1. Expressao de GLT1 no cortex pré-frontal e cortex entorrinal de ratos

criados em isolamento a partir do desmame.

As figuras 12 a 15 mostram a expressdo dos transportadores de
glutamato do tipo GLT1 no cértex pré-frontal e cortex entorrinal de ratos
controle (agrupados) ou criados em isolamento a partir do desmame.
Utilizando dupla marcacdo por imunofluorescéncia, observamos uma
marcacdo intensa, difusa e homogénea para o transportador GLT1 em
ambas as areas analisadas e para 0s 2 grupos experimentais. Esta
marcacao (vermelho) pode ser vista associada a presenca de células gliais
positivas para GFAP (verde) e nucleos marcados com DAPI (azul) quando
analisamos a sobreposicéo das imagens (Fig. 12 e 13). Uma vez que nao foi
utilizado um marcador especifico para neurdnios, a presenca de nucleos
celulares (azul) ndo relacionados a células gliais (verde) sugere que a
expressdo de GLT1 pode estar associada a células neuroniais.
Adicionalmente, a dupla marcacéo de GLT1 (vermelho) e Faloidina (verde),
especifica para citoesqueleto celular por meio da ligacdo com actina,
confirma nossas observacfes quando analisamos a sobreposicdo das
imagens. Em ambas as areas cerebrais verificamos tanto a marcacao difusa
de GLT1 associada a marcacao também difusa de citoesqueleto de glia e
neurdnio, como a auséncia de GLT1 em regifes do tecido onde observamos
a presenca de secgfes de vasos sanguineos (Fig. 14 e 15). A andlise
gualitativa dos resultados sugere que o isolamento a partir do desmame néo
induziu qualquer alteracdo na expressédo de GLT1 tanto no CE como no
CPF. Este ultimo confirma a andlise quantitativa apresentada no resultado

anterior.
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Figura 12: Dupla marcagao imunofluorescente do transportador de glutamato GLT1
(vermelho) e células gliais — GFAP (verde) no cortex pré-frontal (CPF) de ratos
controle (agrupados) ou isolados a partir do desmame. Nucleos celulares marcados

com DAPI (azul).
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Figura 13: Dupla marcacdo imunofluorescente do transportador de glutamato GLT1
(vermelho) e células gliais — GFAP (verde) no cértex entorrinal (CE) de ratos controle

(agrupados) ou isolados a partir do desmame. Nucleos celulares marcados com DAPI
(azul).
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Figura 14: Imunofluorescéncia para o transportador de glutamato GLT1 (vermelho)
e marcacao fluorescente de citoesqueleto - Faloidina (verde) e de nucleos celulares
— DAPI (azul) no cortex pré-frontal (CPF) de ratos controle (agrupados) ou isolados

a partir do desmame.
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Figura 15: Imunofluorescéncia para o transportador de glutamato GLT1 (vermelho)
e marcacao fluorescente de citoesqueleto - Faloidina (verde) e de nucleos celulares
— DAPI (azul) no cértex entorrinal (CE) de ratos controle (agrupados) ou isolados a
partir do desmame.



6 DISCUSSAO
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6.1. Atividade locomotora e exploratéria em ambiente novo de ratos

criados em isolamento a partir do desmame.

Inimeros estudos tém utilizado o isolamento social de ratos durante
oito a dez semanas apos o desmame, periodo do desenvolvimento cerebral,
como modelo experimental de doencas psiquiatricas como a esquizofrenia.
Estes estudos tém demonstrado que esta forma de estresse afetivo produz
uma seérie de alteragbes comportamentais de longa duracdo, que se
manifestam nos animais na idade adulta (Weiss et al, 2004; Kim &
Kirkpatrick; 1996; Arakawa, 2003; Reynolds & Harte, 2007). A hiperatividade
em ambiente novo, assim como a inibicdo pelo pré-pulso do reflexo de
sobressalto sdo as alteracbes comportamentais classicas observadas em
ratos criados em isolamento (Geyer et al., 1993; Varty & Higgins, 1995;
Wilkinson, Killcross, Humby, Hall, Geyer, Robbins, 1994 ; Domeney &
Feldon, 1998). Entretanto, em uma série de estudos sobre a atividade
locomotora em ambiente novo, as avaliacbes séo realizadas por curto
periodo de tempo (5 minutos) e sao registradas a atividade total na arena
(Thorsell, Slawecki, Khoury, Mathe & Ehlers, 2006; Jong, Vegt, Buwalda &
Koolhaas, 2005).

No presente estudo avaliamos a atividade locomotora e exploratoria
em ambiente novo (arena) de ratos submetidos ao isolamento durante 10
semanas a partir do desmame. Esta avaliacao teve o objetivo de investigar o
padrdo de exploracdo apresentado por esses animais na regido central e
periférica da arena, separadamente, durante 20 minutos de teste.
Sumariamente, nossos resultados mostraram que a criacdo em isolamento
induziu uma hiperatividade locomotora (exploracdo  horizontal)
principalmente na periferia da arena e um aumento na atividade exploratéria
(exploracao vertical) no centro da arena. A hiperatividade locomotora
observada em nosso estudo estd de acordo com diversos achados da
literatura (Fone & Porkess, 2008; Weiss et al, 2004, 2000) nos quais a
hiperatividade em ambiente novo é uma alteracdo comportamental classica
descrita para este modelo experimental (Willner, 1990). Entretanto, apesar
da consisténcia destes achados, alguns autores ndo observaram alteraces
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semelhantes (Rosa et al, 2005; Arakawa, 2003), sendo esta discrepancia
intrigante quando os resultados sdo comparados com a vasta literatura
relacionada. Assim, varios aspectos merecem ser discutidos considerando
as diferencas encontradas entre os estudos experimentais realizados.

Resultados obtidos a partir de testes comportamentais podem ser
influenciados por um conjunto de fatores relacionados as particularidades de
cada condicdo experimental, especificas de cada laboratério de pesquisa.
Estes fatores podem incluir a linhagem dos animais, os protocolos de
manipulagéo, as condicdes do ambiente de isolamento, a sensibilidade ao
ambiente do teste, ao aparato utilizado e ao teste comportamental per si,
entre outros fatores que podem ser decisivos na reproducdo dos efeitos
comportamentais do isolamento.

Walsh e Cummins (1976) revisaram em detalhes as diversas
variaveis que podem influenciar os resultados obtidos no teste do campo
aberto, além dos fatores genéticos que refletem diferencas individuais entre
0s animais. As caracteristicas fisicas do aparato como tamanho, cor, forma,
subdivisdo, altura da parede, textura do ch&o, odor e localizacdo da éarea
onde o teste é iniciado podem ser diferentes entre os laboratorios e culminar
em manifestacdes comportamentais também diferentes no campo aberto.
Adicionalmente, o ambiente onde o teste é realizado pode apresentar
variagcdes que incluem a intensidade, a natureza (artificial ou natural) e a
posicao da luz, fontes de som e de odores, além da visibilidade e posi¢cédo do
observador. O mesmo ocorre com diversos detalhes do procedimento
experimental e das caracteristicas individuais de cada experimentador como
observador. Dessa forma, ainda que as condi¢cdes experimentais tenham
sido padronizadas em cada laboratério, ndo h& uniformidade nos
procedimentos e nos resultados encontrados na literatura como um todo. De
acordo com Walsh e Cummins (1976), isso ocorre parcialmente porque a
maioria dos trabalhos citam apenas informagdes sucintas relativas ao
método e aos procedimentos especificos utilizados. Este aspecto tem
importancia fundamental, uma vez que a diversidade de protocolos
experimentais existentes torna dificil a comparacdo entre os estudos e a

reproducao dos achados descritos na literatura (Stanford, 2007).
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Considerando isso, os resultados deste estudo foram comparados
principalmente aqueles obtidos em estudos que utlizaram protocolos
experimentais semelhantes, os quais diferem eventualmente em alguns
parametros como o tempo de exposicdo ao novo ambiente, a luz utilizada no
ambiente do teste, as variaveis registradas, a linhagem dos animais, entre
outros.

Considerando especificamente o tempo de exposicdo ao novo
ambiente, Fone & Porkness (2008) sugeriram que a hiperatividade
locomotora poderia ter sido observada se 0os animais tivessem sido expostos
ao ambiente por um periodo mais longo de teste, suficiente para registrar um
perfil temporal de atividade. Ao testarmos esta hipotese, os resultados do
presente trabalho corroboraram esta ideia, uma vez que a atividade
locomotora apresentada pelos animais criados em isolamento foi diferente
daquela apresentada pelos animais controle a partir do segundo bloco de
tempo, ou seja, apos cinco minutos de teste, se mantendo até o quarto bloco
de tempo, 18° minuto. Nossos achados sugerem que ratos da linhagem
Wistar apresentam um perfil de atividade exploratdria que se manifesta
exacerbada somente se expostos ao ambiente novo por tempo superior a
cinco minutos, quando a hiperatividade locomotora comeca a ser registrada.

Considerando as diferentes linhagens, Fone e Porkess (2008)
discutem que as alteracdes comportamentais descritas na literatura somente
sdo reproduziveis quando o isolamento social é aplicado & mesma linhagem
de ratos. Dessa forma, ainda que duas linhagens diferentes sejam
submetidas rigorosamente ao mesmo protocolo de isolamento e teste, as
respostas comportamentais podem ser de diferentes intensidades ou até
mesmo opostas. Weiss et al. (2000), utilizando as linhagens Lister hooded,
Wistar e Sprague-Dawley, observaram que diferengas na sensibilidade aos
estimulos se refletiam na atividade locomotora. Apds o isolamento, o
comportamento destes animais foi comparado durante 60 minutos na arena.
Entretanto, os autores registraram a atividade locomotora total nos 60
minutos de teste, ndo sendo possivel concluir se a hiperatividade induzida
pela criagdo em isolamento, observada nas linhagens Wistar e Lister
hooded, ocorreu uniformemente ao longo de todo o periodo ou em blocos
especificos de tempo. Uma vez que em nosso estudo a duracdo total do
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teste foi de 20 minutos, nossos resultados poderiam ser comparados apenas
agueles obtidos na primeira etapa do experimento de Weiss, caso o0 autor
tivesse apresentado seus resultados em blocos de menor tempo.

Evidéncias opostas foram demonstradas por Arakawa et al. (2003)
em estudo utilizando apenas a linhagem Wistar, no qual os animais criados
em isolamento ndo apresentaram hiperatividade locomotora no campo
aberto durante 20 minutos de teste. Como mencionado anteriormente, este
comportamento também néo foi observado em nossos estudos anteriores,
confirmado em trés experimentos independentes utilizando ratos Wistar,
guando os animais foram testados no campo aberto por 5 minutos (Rosa et
al., 2005) ou 15 minutos (dados nao publicados). Adicionalmente, outro
achado semelhante entre nosso estudo e o de Arakawa (2003) foi o padréo
mais ativo do comportamento exploratorio apresentado pelos animais
isolados relatado pelo autor, representado por um nimero maior de entradas
no centro da arena quando comparado aos animais agrupados. Outras
diferencas comportamentais apresentadas por ratos de diferentes linhagens
criados em isolamento foram descritas por varios pesquisadores para outros
parametros analisados, como o déficit de ateng&o, analisado através do
teste de inibicao pelo pré-pulso (PPI) da resposta de sobressalto (Rosa et al,
2005; Domeney & Feldon, 1998; Weiss, Feldon & Domeney, 1999).

O conjunto das evidéncias acima sugere que ratos da linhagem
Wistar criados em isolamento a partir do desmame podem ser mais
resistentes em desenvolver a sensibilidade a estimulos necessaria para
induzir respostas comportamentais de hiperatividade e déficit de atencéo.

No contexto das atividades locomotora e exploratoria, as
comparacdes significantes entre 0s grupos experimentais encontradas neste
estudo se devem principalmente as analises realizadas, separadamente, na
periferia e no centro da arena. O aumento da atividade locomotora nos
animais isolados foi registrada apenas na periferia da arena e se refletiu em
um aumento na atividade locomotora total. Em contraste, a redugcdo no
namero de levantamentos (atividade exploratéria) observada nos animais
isolados no centro da arena nos primeiros 15 minutos de teste se refletiu em
reducdo no numero total de levantamentos em 20 minutos, mesmo com o

aumento registrado na periferia entre 10 e 15 minutos. Adicionalmente,
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guando o tempo de permanéncia foi também analisado nas 2 areas da arena
separadamente observou-se clara preferéncia dos animais criados em
isolamento pela periferia da arena durante todo o tempo do teste, o que
reflete um efeito ansiogénico do isolamento (Weiss et al, 2004; Fone &
Porkess, 2008). Este efeito foi posteriormente confirmado em nosso
laboratoério pela analise do comportamento no labirinto em cruz elevado de
animais submetidos ao mesmo protocolo de isolamento social (artigo em
preparacao). Estes resultados permitem ainda estabelecer relagcbes com os
sintomas negativos da esquizofrenia, 0s quais estdo associados a
diminuicdo ou perda das fungbes normais que se manifestam como
embotamento afetivo, restricbes na fluéncia de raciocinio, anedonia
(inabilidade em experimentar prazer), retraimento social e diminuicdo da

motivacédo e da iniciativa (APA, 2000).

6.2. Expressdo de EAAC1l e GLT1 no cortex pré-frontal e cortex

entorrinal de ratos criados em isolamento a partir do desmame

Um grande conjunto de evidéncias sugere que a esquizofrenia € uma
desordem que ocorre durante o desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC) e tem sido demonstrado que 0s genes mais claramente envolvidos na
esquizofrenia codificam proteinas que potencialmente tem um impacto,
direta ou indiretamente, na funcdo das sinapses glutamatérgicas. Estas
funcbes sugerem que estas sinapses podem ser o sitio primario das
anormalidades que ocorrem na esquizofrenia, sendo as alteracbes
dopaminérgicas provavelmente secundérias a transmissédo glutamatérgica
cortical modificada (Carlsson & Carlsson, 1990; Davis et al., 1991).

E classicamente sabido que o glutamato € o principal
neurotransmissor excitatorio, presente em cerca de 30-40% das sinapses no
SNC de mamiferos e provavelmente em 80-90% das sinapses em areas
envolvidas em processos cognitivos como o cortex e hipocampo (Danbolt,
2001). O sistema glutamatérgico estd envolvido na maioria dos processos

cerebrais associados com funcdes sensoriais, neurovegetativas, limbicas e
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cognitivas; e possui papel fundamental durante o desenvolvimento.
Disfungbes desta neurotransmissédo tem sido descritas em varias doencgas
cerebrais, geralmente associadas a impedimentos das funcdes cerebrais
envolvendo um excesso da transmissdo excitatoria como na epilepsia,
doenca de Parkinson e de Alzheimer, ou em algumas formas de
esquizofrenia (Nieoullon et al., 2006).

A manutencéo da funcao sinaptica glutamatérgica normal, assim como
a sobrevivéncia neuronial assegurada pela protecdo contra a
excitotoxicidade resultam da regulacdo da concentracdo do glutamato no
meio extracelular pelos transportadores de glutamato (Danbolt, 2001;
Rosenberg & Aizenman, 1989; Rosenberg, Amin, & Leitner, 1992; Rothstein
& Tabakoff, 1994; Tanaka et al., 1997). Considerando a distribuicdo destes
transportadores em animais, 0 GLAST/EAAT1 e o GLT1/EAAT2 estdo
localizados em células gliais (astrocitos) enquanto o EAAC1/EAAT3 esta
localizado em células neuroniais (Danbolt, 2001). Entretanto, evidéncias
recentes demonstram que esta localizacdo, embora predominante, ndo é
exclusiva (Chen et al., 2002). A acdo coordenada destas células é
necessaria para regular a concentracdo de glutamato extracelular,
prevenindo seu acumulo, que pode levar a diminuicdo da transmissao
sinaptica por dessensibilizacdo do receptor e neurodegeneracao (Lortet,
Canolle, Masmejean & Nieoullon, 2008). Foi também demonstrado que a
expressdo dos transportadores em tipos celulares especificos varia com o
periodo do desenvolvimento cerebral. Por exemplo, Guillet, Lortet,
Masmejean, Samuel, Nieoullon e Pisano (2002) descreveram o perfil de
expressdo do desenvolvimento dos transportadores EAAC1 e da atividade
de recaptagdo em culturas corticais primarias de rato. Logo no inicio do
experimento, 0os pesquisadores puderam observar a expressdo de EAAC1L
(entre 3 e 14 dias in vitro — DIV), que apresentou um leve declinio apés
alguns dias (10 DIV). Por outro lado, a expressao do transportador glial
GLT1 foi detectada apenas ap6s 7 dias de experimento (7 DIV). Esses
dados reforcam a ideia de que os transportadores neuroniais do tipo EAAC1
sdo responsaveis por manter baixas as concentracfes extracelulares de Glu
nos primeiros estagios de desenvolvimento do tecido em cultura, enquanto

os transportadores gliais ainda ndo tém uma atuacgéao eficiente. Este aspecto
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sugere a participacdo destes transportadores, neuronais e gliais, na
regulacdo da mediacdo glutamatérgica nos processos fisioloégicos e
patolégicos que ocorrem durante o neurodesenvolvimento, como a
esquizofrenia.

Os resultados obtidos neste estudo utilizando o modelo experimental
de esquizofrenia, isolamento de ratos a partir do desmame durante todo o
periodo do desenvolvimento cerebral, podem ser sumariamente definidos
por um aumento na expressdo do transportador de glutamato neuronial
EAAC1 no CPF dos animais isolados. Adicionalmente, os resultados da
imunoistoquimica revelada por DAB também mostram a expressao de GLT1
nesta area cerebral e de EAAC1 no CE, embora a expressdo de ambos nao
tenha sido significantemente alterada pelo isolamento. Nosso trabalho
apresenta evidéncias que reforcam dados da literatura sugerindo que a
recaptacdo anormal de glutamato estd envolvida na fisiopatologia da
esquizofrenia (Bauer et al., 2010). O aumento na expressdo de EAAC1 no
CPF induzido pelo isolamento sugere um aumento na remoc¢ao do glutamato
liberado na fenda sinaptica reduzindo sua concentracdo no meio
extracelular, coerente com a hipofuncédo desta neurotransmissao descrita na
esquizofrenia (Harrisson, Law e Eastwood, 2003).

Neste contexto, estudos realizados em cérebros post-mortem de
pacientes esquizofrénicos mostram uma reducdo na mediacdo
glutamatérgica, através dos diferentes receptores, em varias regifes
cerebrais e sugerem que esta reducdo pode contribuir para o prejuizo
cognitivo observado na esquizofrenia (Cummings & Mega, 2003). Por
exemplo, evidéncias experimentais permitem que a disfuncéo dos receptores
NMDA seja associada a esta patologia, uma vez que estes receptores
possuem um papel critico em guiar os axénios aos seus alvos durante o
desenvolvimento (Rakic, Bourgeois, & Goldman-Rakic, 1994). Os receptores
NMDA podem estar envolvidos na arborizacdo sinaptica que ocorre na
adolescéncia, principal idade em que ocorre a manifestacao da esquizofrenia
(Feinberg, 1990) e também na importante plasticidade que ocorre nas
funcdes cognitivas (Daw, Stein & Fox, 1993). Foi também demonstrado que
0 estresse cronico modula a expresséo dos receptores NMDA envolvidos na
interacdo do CPF com estruturas limbicas associadas a funcfes cognitivas e
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afetivas (Lee & Goto, 2011). Em adicdo aos NMDAs, multiplos subtipos de
receptores de glutamato possuem interrelagdes funcionais que resultam em
uma complexa e integrada regulacdo da neurotransmissédo glutamatérgica.
Os receptores AMPA sao responsaveis pela transmissao rapida e por
permitir o disparo dos receptores NMDA. Portanto, a hipofuncdo dos AMPA
na esquizofrenia pode levar também a hipofuncédo dos receptores NMDA
(Benes, 2000). De acordo com esta hipotese, Eastwood et al. (1995)
demonstraram uma reducao na expressao das subunidades GluR1 e GluR2
dos receptores AMPA no hipocampo de pacientes esquizofrénicos.
Posteriormente, foi também demonstrado que especificamente as
subunidades GIuR1 dos receptores AMPA possuem um papel critico na
mediacao da plasticidade sinaptica e na cognicao (Malenka, 2003; Malinow
& Malenka, 2002).

Recentemente, utilizando modelo experimental de esquizofrenia,
Sestito e cols. (2011) demonstraram reduzida expressdo dos receptores
AMPA, GIuR1 e GluR2, principalmente no hipocampo de ratos criados em
isolamento a partir do desmame. Foi também observado em camundongos
geneticamente modificados com auséncia da subunidade GIuR1, altera¢des
comportamentais e neuroquimicas relacionadas a esquizofrenia, tais como
hiperatividade em um novo ambiente, déficit de atencdo e aumento da
funcdo dopaminérgica no estriado (Wiedholz e cols., 2008).

Considerando a modulacdo da neurotransmissao glutamatérgica
pelos transportadores de glutamato, o transportador EAAC1 foi demonstrado
estar uniformemente distribuido nas células neuroniais de duas formas,
como uma coloracdo tipicamente pontuada sugerindo sua presenca em
vesiculas (Rothstein et al., 1994; Conti, DeBiasi, Minelli, Rothstein & Melone,
1998) e na superficie das células (Guillet et al, 2005; Lortet et al., 2008).
Esta caracteristica estd de acordo com inUmeras evidéncias demonstrando
que o0 EAAC1 pode ser regulado pela redistribuicdo da proteina
transportadora de um compartimento subcelular para a membrana celular
por varios fatores (Davis et al., 1998; Fournier, Gonzalez & Robinson, 2004;
Nieoullon et al., 2006). Por exemplo, foi demonstrado que a potenciacéo de
longa duragdo (LTP — long term potentiation) ou o medo contextual
condicionado aumenta a concentracdo de EAAC1 na membrana plasmética
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(Lavenson et al., 2002). Adicionalmente, a modulacdo dos transportadores
gliais (GLT1 e GLAST) também ocorre pela alteracdo da expressdo de
EAAC1 na superficie celular (Guillet et al., 2005).

Considerando os resultados obtidos neste estudo para a expressao
dos transportadores neuroniais no cortex entorrinal, observamos que a
criacdo em isolamento ndo induziu qualquer alteracdo na expressédo de
EAAC1 nesta area cerebral. Evidéncias experimentais anteriores
demonstraram o envolvimento do glutamato nos mecanismos ativados por
diferentes tipos de estresse em varias areas cerebrais incluindo o cortex
entorrinal (Sestito et al, 2010; Padovan, Del Bel & Guimaraes, 2000). A partir
desta area o glutamato induz aumento da excitabilidade e vulnerabilidade
dos neurdnios da formacdo hipocampal em resposta ao estresse severo e
recorrente (Rosa et al., 2002). Entretanto, nossos resultados sugerem que a
regulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica no coértex entorrinal pelos
transportadores de glutamato neuroniais ndo esta envolvida nas respostas
cerebrais induzidas pelo estresse afetivo de isolamento a partir do
desmame.

O GLT1 é o principal transportador de aminoacidos excitatorios no
cérebro e representa 1% da proteina cerebral total (Desilva et al., 2008). No
cérebro adulto os astrécitos possuem papel fundamental na regulacdo da
concentragdo de glutamato nas sinapses excitatorias atraves dos
transportadores de glutamato (Lehre & Danbolt, 1998). Devido a presenca
predominante de GLT1 nestas células, os astrécitos tem sido considerados o
tipo celular mais importante na manutengdo da homeostasia do glutamato
(Rosenberg & Aizenman, 1989; Rosenberg et al.,1992). Somente
recentemente foi demonstrada a presenca de GLT1 também em neurbnios
(Chen et al., 2004), podendo através destas células contribuir de forma
importante para a retirada do glutamato das sinapses. Neste contexto, varios
trabalhos tem descrito a existéncia de isoformas da proteina, denominadas
GLT1la e GLT1b, presentes em células neuronais, gliais ou ambas, na
dependéncia do desenvolvimento cerebral e de condi¢des fisiolégicas ou
patoldgicas (Chen et al., 2002). Assim, embora células gliais, especialmente
0s astricitos, possuem um papel chave na remocéo do glutamato da fenda

sinaptica, os neurdnios também contribuem para este processo (Danbolt,
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2001; Nieoullon et al, 2006). Os resultados do presente estudo corroboram
os achados da literatura além de contribuirem com evidéncias adicionais
para esta hipétese, uma vez que uma alta expresséo de GLT1 foi observada
em células neuroniais do CPF. Entretanto, a analise quantitativa destas
células imunopositivas demonstrou que a expressdo de GLT1 nesta area
cerebral nédo foi alterada pela criacdo dos animais em isolamento. Uma vez
gue a imunoistoquimica revelada por DAB ndo permitiu uma analise segura
da expressdo deste transportador no CE (resultados ndo apresentados),
esta avaliacédo foi também realizada por imunofluorescéncia utilizando dupla
marcacgao para GLT1 e células gliais. Os resultados demonstraram que tanto
no CPF como no CE a expressao deste transportador € intensa, difusa e
homogénea e que, além de células gliais, estd associado a células
neuroniais em ambas as areas cerebrais. Estes resultados em conjunto com
o diferente padrdo de marcacdo observado com a DAB para este
transportador no CPF e CE contribuem com os achados de Chen et al.
(2002) para a existéncia de diferentes isoformas de GLT1 em tipos celulares
distintos no CPF e CE no cérebro adulto. Adicionalmente, esta analise
gualitativa reforca nossos resultados anteriores para o CPF de que a criagao
em isolamento ndo induziu qualquer alteracdo na expressdo de GLT1 em
neurbnios, sugerindo que nestas células este transportador provavelmente
nao participa de forma relevante na regulacdo da mediacdo glutamatérgica
como consequéncia destas condicao.

Entretanto, um outro foco de investigacdo tém descrito que a
regulagédo da expressado dos transportadores na membrana de neurdnios é
influenciada por fatores liberados das células gliais (Canolle, Masmejean,
Melon, Nieoullon, Pisano & Lortet., 2004) e que o inverso também ocorre
(Poitry-Yamate, Vutskits & Rauen, 2002), mostrando que ha uma regulacao
reciproca entre estes dois tipos celulares que aparentemente exercem a
mesma funcdo, ou seja, a eliminacdo do glutamato da fenda sinaptica.
Varios estudos tém demonstrado que a complexa regulacdo da atividade dos
transportadores de glutamato pode ocorrer no nivel da transcricdo, da
traducdo ou na localizagcdo dos transportadores em associagdo com
proteinas regulatorias (Nieoullon et al., 2006; Beart & O’Shea, 2007).
Entretanto, ainda ndo se sabe como estes transportadores trabalham em
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conjunto para controlar a concentracdo de glutamato extracelular. Os
recentes achados de Lortet e cols. (2008) demonstram que esta complexa
regulacdo depende da maturacdo neuronial e pode variar de acordo com seu
estagio.

Assim, considerando as alteracbes cerebrais que ocorrem como
consequéncia da criacdo de ratos em isolamento durante todo o periodo do
desenvolvimento cerebral, associadas ao envolvimento de diferentes
mecanismos glutamatérgicos nos varios estagios de maturacéo cerebral, as
alteracdes ou ndo na expressao dos transportadores de glutamato no CPF e
CE encontradas neste estudo refletem as consequéncias do isolamento
apenas no cérebro completamente maduro.

Nossos achados estdo também de acordo com a literatura no que diz
respeito a considerar a esquizofrenia como uma sindrome de
"hipofrontalidade”. Esse conceito se baseia em estudos que demonstram
anormalidades na estrutura e fungéo dos lobos frontais, contribuindo para a
disfuncéo cognitiva observada nesta patologia (Butler et al., 2012; Dazzan et
al., 2011; Callicott et al., 2000). Além disso, diversas evidéncias apontam
correlacbes com a presenca e severidade dos sintomas negativos
observados na esquizofrenia (Liddle, Friston, Frith, Hirsch & Frackowiak,
1992). Atualmente considera-se que a esquizofrenia reflete uma disfuncao
em regides especificas, como as porg¢Oes dorsolateral e ventrolateral do
cortex pré-frontal e o cértex cingulado anterior. Essas areas cerebrais séo
criticas para o controle cognitivo, planejamento e meméria de trabalho
(Cummings & Mega, 2003).

O conjunto de evidéncias apresentadas na literatura para a
participagdo dos transportadores de glutamato do CPF nos mecanismos
envolvidos na esquizofrenia contribui de forma importante para a
possibilidade de os transportadores de glutamato serem um futuro alvo
terapéutico no tratamento desta patologia.



7 CONCLUSOES
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Os resultados comportamentais apresentados no presente trabalho
corroboram e complementam os dados da literatura demonstrando que ratos
mantidos em isolamento a partir do desmame e durante todo o periodo do
desenvolvimento cerebral apresentam hiperatividade em ambiente novo
(campo aberto ou arena).

Entretanto, os resultados sugerem que ratos da linhagem Wistar
criados nestas condicbes sdo mais resistentes em desenvolver este
comportamento quando expostos ao ambiente por curto espaco de tempo. A
hiperatividade é detectada quando os animais sao expostos por um periodo
mais longo.

Adicionalmente, os resultados demonstram que ratos Wistar isolados
a partir do desmame apresentam um padrdo de exploracdo com clara
preferéncia pela periferia da arena, refletindo o efeito ansiogénico do
isolamento, 0 que permite estabelecer uma correlagdo com o0s sintomas
negativos da esquizofrenia.

Assim, a exposicao por tempo prolongado no ambiente novo (arena) e
a analise separada da atividade locomotora na periferia e no centro da arena
devem ser consideradas quando ratos Wistar forem utilizados no modelo
experimental de isolamento a partir do desmame.

Os resultados moleculares apresentados no presente trabalho
contribuem com evidéncias adicionais para a reducdo da mediacéo
glutamatérgica no cértex pré-frontal de ratos criados em isolamento a partir
do desmame.

O aumento da expressédo dos transportadores de glutamato EAAC1
no cortex pré-frontal destes animais leva a um aumento da remogao do
glutamato liberado na fenda sinaptica, acelerando seu término de acao.

Estes resultados ddo suporte a disfuncdo da mediagéo glutamatérgica
gue ocorre na esquizofrenia e contribuem com a literatura ao considerar esta
neuropatologia uma sindrome de "hipofrontalidade"”.

A expresséo dos transportadores de glutamato GLT1 nao foi alterada
em neurdnios do cortex pré-frontal de ratos criados em isolamento partir do
desmame, sugerindo que nestas células este transportador provavelmente
ndo participa de forma relevante na regulacdo da mediacdo glutamatérgica

como consequéncia desta condigéo.
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A expressao dos transportadores de glutamato GLT1 foi demonstrada
ser intensa, difusa e homogénea no cértex pré-frontal e cortex entorrinal,
associada tanto a células gliais como neuroniais, sugerindo uma regulacao
complexa e reciproca entre estes dois tipos celulares na eliminacdo do

glutamato da fenda sinaptica.

Futuras investigacdes: Estudar, sob diferentes focos, a participacao
dos transportadores de glutamato nos mecanismos de modulacdo da
mediacdo glutamatérgica na esquizofrenia. O aprimoramento deste
conhecimento pode contribuir para considerar os transportadores de
glutamato como um futuro alvo terapéutico no tratamento desta

psicopatologia.
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ALTERAGCOES COMPORTAMENTAIS EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ESQUIZOFRENIA!

BEHAVIORAL CHANGES IN EXPERIMENTAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA

Nayanne Beckmann Bosaipo®, Kelly da Silva®, Diego Padovan®, Maria Luiza Nunes Mamede Rosa™, Claudia Maria
Padovan™*

RESUMO
Ratos criados em isolamento, uma forma de estresse afetivo, a partir do desmame e durante todo o periodo de desenvolvimento

cerebral, tém sido utilizados como um modelo experimental de distirbios mentais como a esquizofrenia. Diversas evidéncias
demonstraram que o isolamento nestas condigdes induz alteragdes comportamentais como hiperatividade em um novo
ambiente. Entretanto, em um estudo prévio ndo observamos essa alteracdo quando os animais foram testados na arena
durante cinco minutos. No presente estudo avaliamos o padrao de exploragao e atividade locomotora durante 20 minutos
na arena, de ratos criados em isolamento a partir do desmame. Dois grupos de ratos Wistar machos foram utilizados: grupo
Isolado (1 animal/caixa, n=12) e grupo Controle (3 animais/caixa, n=12). Apds dez semanas os ratos foram submetidos ao
teste no campo aberto (arena) durante vinte minutos. A criacdo em isolamento induziu aumento significante do nimero de
cruzamentos na periferia da arena (F, ,,=14,08; p<0,001) apds cinco minutos de teste, enquanto o nimero de levantamentos
foi significantemente reduzido no centro da arena (Fm=12,48; p<0,01). Foi observado também que os animais isolados
apresentaram redugao significante no tempo despendido no centro da arena (F1'22=11,11; p<0,0001) e aumento na
periferia da arena (F,,,=11,20; p<0,01). Os resultados sugerem que ratos Wistar criados em isolamento a partir do
desmame devam ser expostos ao novo ambiente por um tempo superior a cinco minutos para apresentarem hiperatividade.
Além disso, o padrdo de exploragdo com clara preferéncia pela periferia da arena apresentado pelos animais isolados
pode refletir aspectos emocionais da esquizofrenia em humanos.

Palavras-chave: Isolamento social. Esquizofrenia. Campo aberto. Arena. Hiperatividade.

ABSTRACT
Rats reared in isolation, a kind of affective stress, from weaning and during the period of brain development, have
been used as an experimental model of affective disorders like schizophrenia. Several evidence have shown that this
isolation condition induces behavioral changes like hyperactivity in a novel environment. However, in a previous
study we did not found this alteration when the animals were tested for five minutes in the arena. In this study we
evaluate the pattern of locomotor and exploratory activity during twenty minutes in the arena in rats reared in
isolation from weaning. Two groups of male Wistar rats were used: Isolated group (1 animal/cage, n=12) and
Control group (3 animals/cage, n=12). After 10 weeks all animals were submitted to open field test (arena) for 20
minutes. Isolation rearing induced a significant increase in the number of crossings only at the periphery of the
arena (F1'22=14,08; p<0,001), that was observed after 5 minutes of test, while the number of rearings was
significantly reduced at the center of the arena (F ,,=12,48; p<0,01). It was also observed that isolated rats
showed a significant reduction on the time spent at the center of the arena (F, ,,=11,11; p<0,0001) and an
increase at the periphery of the arena (F,,,=11,20; p<0,01). The results suggest that Wistar rats reared in
isolation from weaning should be exposed to a novel environment for a time longer than 5 minutes to present
hyperactivity. In addition, the pattern of exploration with a clear preference for the periphery of the arena
showed by isolated rats may reflect emotional aspects of the schizophrenia in humans.

Keywords: Social isolation. Schizophrenia. Open field. Arena. Hyperactivity.

1 Pesquisa realizada na Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, FFCLRP-USP, Ribeirdo Preto-SP. Suporte Financeiro: auxilio

Fundag&o Padre Albino e Bolsas Capes.

* Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, FFCLRP-USP.

** Professora. Doutora na area de concentragdo em Farmacologia pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

(USP). Pés-doutorado em Neurociéncia pela Universidade de Sheffield - Inglaterra e pela USP. Membro do Instituto de Neurociéncia e
Comportamento (INeC-USP), Ribeirdo Preto-SP. Editor Chefe da Revista “Ciéncia, Pesquisa e Consciéncia”, Revista do curso de Medicina das FIPA.
Docente (nivel I) do contelido de Bioquimica do curso de Medicina das FIPA, Catanduva-SP. Contato: mlrosa.fameca@gmail.com

“** Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, FFCLRP-USP. Membro do Instituto de Neurociéncia e Comportamento (INeC-USP),

Ribeirdo Preto-SP.



3 8 gciéncia. Pesquisa e Consciéncia 2011 janeiro/dezembro; 3(1):37-45

Revista de Medicina

Alteragbes comportamentais em modelo experimental de esquizofrenia

INTRODUGAO

Os transtornos mentais sao doengas que afetam
a cognicao, a emocdo e o comportamento. Com inicio
precoce, frequentemente tendem a se estender
cronicamente e assumir um perfil recorrente. Dentre
essas doencas, a esquizofrenia é uma sindrome com
mdltiplos sintomas e tem sido analisada dentro de um
modelo que engloba sintomas positivos, negativos,
prejuizos cognitivos e sintomas afetivos!3.

Os estudos abordando distlrbios psiquiatricos
nos Ultimos 40 anos, com foco nos sistemas cerebrais
monoaminérgicos, contribuiram significativamente para
a compreensao da patofisiologia destas doengas*¢. Desde
a metade do século XIX, varias teorias surgiram a respeito
das bases neurobioldgicas subjacentes a esquizofrenia.
As pesquisas se detiveram a implicar inidmeros
neurotransmissores e outros componentes neuroquimicos
com efeito direto na atividade neuronial. Dentre as
teorias, a hipdtese dopaminérgica da esquizofrenia foi a
que apresentou argumentos mais consistentes e serviu
de estimulo para pesquisas posteriores.

Entretanto, nos Uultimos anos tem sido
reconhecida a contribuicdo de outros sistemas
neurotransmissores como o glutamatérgico. Disfunces
desse sistema tém sido observadas em uma serie de
distirbios mentais’. Considerando a participacdo do
glutamato nos mecanismos cerebrais envolvidos na
esquizofrenia, foi demonstrado que uma reducao na
mediacdo glutamatérgica pode contribuir para a disfuncdo
cognitiva que ocorre nesta neuropatologia’-t°.
Adicionalmente, tém sido sugerido que as sinapses
glutamatérgicas podem ser o sitio das anormalidades
primarias que ocorrem nesta doenga com as alteragdes
dopaminérgicas sendo secundarias as alteragdes
glutamatérgicas'!. De acordo com Nieoullon e
colaboradores’, o aprimoramento dos conhecimentos
basicos a respeito das sinapses glutamatérgicas podera
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
direcionadas para reduzir as alteraces patoldgicas
associadas com as disfuncdes desta mediagao.

Um grande conjunto de evidéncias sugere que
a esquizofrenia é uma desordem que ocorre durante o

desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC).

Traumas bioldgicos como doencas ou estresse durante
os periodos de desenvolvimento cerebral podem
contribuir para explicar os casos de esquizofrenia ndo
associadas a heranca genética'?*3,

A utilizagdo de modelos experimentais,
principalmente modelos genéticos nos quais genes
associados a esquizofrenia sdo abolidos (knocked out),
reduzidos (knocked down) ou exacerbados (over-
expressed), fornece evidéncias de que tais manipulacbes
produzem alteragdes significativas durante o
neurodesenvolvimento!. Assim, o0s modelos
experimentais em roedores tém sido amplamente
utilizados como ferramentas importantes para o
esclarecimento da patofisiologia de doengas psiquiatricas
como a esquizofrenial>’. Nesse sentido, os modelos tém
auxiliado na identificagdo de alteragdes morfoldgicas,
bioquimicas, genéticas e comportamentais relacionadas
as patologias e constituem elementos importantes para
a compreensdo das doengas, além de contribuirem para
o aprimoramento dos diagndsticos e para o
desenvolvimento de novos tratamentos!é.

Considerando especificamente as alteragdes
comportamentais, em modelos experimentais que utilizam
roedores foram identificados comportamentos
semelhantes aos sinais e sintomas da esquizofrenia. A
agitacao psicomotora, caracterizada como atividade
locomotora exacerbada e a sensibilidade a drogas
psicomiméticas poderiam ser categorizadas como sintomas
positivos. Entre os sintomas negativos pode-se citar a
retirada social, mensuravel como uma reducdo da
interagdo com animais da mesma espécie. No contexto
cognitivo, os fatores identificados foram diminuigao da
memoria de trabalho, déficits de atencao, alteragGes no
registro sensdrio-motor e em fungBes executivas, além
de déficits cognitivos generalizados.

0O modelo experimental nao farmacoldgico mais
utilizado para o estudo da esquizofrenia € o isolamento
social de ratos durante todo o periodo do
desenvolvimento cerebral, que induz alteragdes
semelhantes aquelas que ocorrem no cérebro de
humanos esquizofrénicos. Esta similaridade é observada
em alteracées morfoldgicas, neuroquimicas e

comportamentais, como atrofia dendritica no estriado?®,
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funcdes dopaminérgica e serotoninérgica aumentadas na
area mesolimbica??-??, hiperatividade em um novo
ambiente?, dificuldade de aprendizado discriminativo?,
déficits na meméria de reconhecimento®, e redugdo na
inibicdo pelo pré-pulso - PPI%?7, dentre outras alteragdes
que mostram similaridade aos aspectos clinicos da
esquizofrenia®®.

O isolamento social é considerado um estressor
afetivo crénico?®3° e tem sido amplamente empregado
como um modelo de esquizofrenia’-*2. Diversos estudos
fornecem dados que ddo suporte a utilizacdo da exposicao
crénica de animais experimentais a um estressor, em
condigOes rigorosamente determinadas, como modelo
de depressao e esquizofrenia’*3. Demonstrou-se que a
exposicao de um organismo a um tipo de estressor
diariamente durante semanas causa déficits severos na
memoria hipocampal®. Além disso, animais estressados
cronicamente mostram alteragdes do comportamento
motivado pelo medo*®. Pittenger e Duman3® relacionam
os efeitos do estresse também a neuroplasticidade no
hipocampo, cortex pré-frontal, amigdala e estriado
ventral. Ainda, Kloet, Joéls e Holsboer?” demonstraram
correlacdes anat6micas e neuroquimicas dos déficits
comportamentais induzidos por estresse crénico no
hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal, como a
remodelacao estrutural e proliferacao celular, modificacdes
nos sistemas aminérgicos, de neuropeptideos e
corticosterdides. Adicionalmente, os autores sugeriram
que a neurotransmissdao glutamatérgica seria
primordialmente responsavel por mediar as alteragGes
neuroniais que ocorrem como consequéncia destas
exposigoes.

Especificamente, animais submetidos ao estresse
por isolamento social durante todo o periodo de
desenvolvimento cerebral apresentam alteragdes
comportamentais e fisioldgicas semelhantes a
esquizofrenia quando comparados aos animais criados em
grupo3L. Segundo Hatch e colaboradoress, ratos isolados
por um longo periodo tornam-se emocionalmente mais
reativos e agressivos, além de apresentar uma
endocrinopatia com hiperfungdo do cdrtex da glandula
adrenal. As observacdes de Weiss e colaboradores??

corroboram esses dados, sugerindo que o isolamento

social cronico aumenta a reatividade ao estresse e produz
um hiperfuncionamento do eixo Hipotalamo-Hipodfise-
Adrenal (HPA) em ratos adultos. O trabalho de revisdo
de Fone e Porkess® sumarizou os efeitos
comportamentais provocados pela criagao de ratos em
isolamento. Dentre eles, o comportamento exploratdrio,
inibicdo do sobressalto acUstico pelo pré-pulso, inibicdo
latente, anedonia, interacao social, dor, esquiva passiva,
déficits cognitivos, ansiedade, entre outros.

A hiperatividade em um novo ambiente
observada em ratos isolados a partir do desmame € uma
das alteragbes comportamentais mais reportadas pelos
autores®'®, Entretanto, ha relatos de autores que nao
observaram hiperatividade em ratos criados em isolamento
a partir do desmame quando testados no campo aberto
por cinco minutos?’. Estes achados foram fidedignamente
reproduzidos utilizando outros grupos de animais e outros
experimentadores desse mesmo grupo de pesquisadores
(resultados ndo publicados). A discordancia destes
resultados em relagdo aos descritos na vasta literatura
relacionada é intrigante, especialmente considerando a
hiperatividade neste modelo experimental de isolamento
social. Os resultados de Rosa e colaboradores?” foram
discutidos por Fone e Porkess3!, os quais sugeriram que
a hiperatividade seria observada se os animais fossem
mantidos no campo aberto por periodo superior a cinco
minutos.

Outra andlise comportamental foi realizada no
campo aberto durante 15 minutos, apdés o mesmo
protocolo de isolamento social. Novamente os animais
controles (agrupados) e isolados apresentaram igual perfil
de atividade exploratdria e nenhuma diferenga foi
observada no decorrer da sessao de teste quando
comparagOes pontuais (minuto a minuto) foram realizadas
entre os dois grupos (artigo em preparagdo).
Posteriormente, estudo semelhante avaliou também a
atividade exploratdria no centro e na periferia da arena,
independentemente. Os  resultados foram
surpreendentes, uma vez que o perfil de exploragao
observado demonstrou um padrdo mais ativo nos animais
isolados contrapondo um padrdo mais homogéneo nos
animais agrupados. As atividades exploratdrias, no centro

e na periferia da arena, analisadas em cada minuto
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reforcaram esta caracteristica, uma vez que os animais
isolados apresentaram um comportamento de “vai e vem”
entre as duas areas da arena, enquanto os animais
agrupados exploraram uma ou outra area.

Diante do conjunto de evidéncias apresentado,
a proposta deste trabalho foi investigar a hipdtese de
que ratos Wistar isolados durante todo o periodo do
desenvolvimento cerebral apresentam hiperatividade no
campo aberto quando testados por tempo mais longo.
Adicionalmente, também investigar o padrao desta
hiperatividade, se ocorre de forma diferencial na area

central ou periférica da arena.

OBJETIVO
Investigar o padrao de atividade exploratdria
durante 20 minutos no campo aberto (arena) de ratos

isolados por 10 semanas a partir do desmame.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 24 filhotes de ratos Wistar
machos, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
de Sao Paulo (USP), campus de Ribeirao Preto-SP.
Imediatamente apds o desmame, os filhotes (21 dias -
+40g) foram separados e divididos aleatoriamente em
dois grupos (12 animais/cada): Grupo I (Isolado): alojados
em caixas individualmente (um animal/caixa) e Grupo II
(Agrupados/controle): alojados em grupos (trés animais/
caixa).

Todos os animais (isolados e agrupados) foram
mantidos no biotério do Laboratdrio de Neurobiologia do
Estresse e da Depressdao (LNED) da FFCLRP-USP, com
livre acesso a dgua e racdo, sob ciclo regular claro/escuro
(12h/12h), temperatura constante (23°C *1) e
podendo ver, ouvir e sentir o cheiro dos outros animais.

A duragao do isolamento foi de 10 semanas e
neste periodo os animais “isolados” foram manipulados
apenas 1x/sem. para limpeza das caixas (troca da
maravalha e manutencdo de agua e ragdo), enquanto
os “agrupados” foram manipulados 3x/sem. O contato
do manipulador com o animal ndo excedia cinco segundos,
tempo necessario para pegar o animal pela cauda e troca-

lo de caixa, a fim de evitar que o contato com o

manipulador tivesse qualquer interferéncia nos resultados
do trabalho.

Os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com o guia de cuidados e uso de
animais de laboratério do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) - USP-
campus Ribeirao Preto-SP. Todos os esforcos foram feitos

para minimizar o sofrimento dos animais.

Teste no campo aberto

Ao término do periodo de isolamento os animais,
agrupados e isolados, foram submetidos ao teste
comportamental para analise da atividade exploratdria
induzida pela criacao em isolamento. O teste foi realizado
utilizando uma arena circular (campo aberto) de 75cm
de diametro, paredes de acrilico de 50cm de altura e
com a base dividida em 12 quadrantes de mesma area.
Os animais foram colocados no centro da arena e as
respostas comportamentais filmadas durante 20 minutos.
Os videos foram, posteriormente, analisados e os
seguintes parametros registrados, a cada minuto, durante
toda a sessao de teste:

- nimero de cruzamentos entre qualquer das
areas da base com as quatro patas (crossings) - Exploracéo
Horizontal (Atividade Locomotora): este parametro foi
avaliado separadamente no centro e na periferia da
arena.

- tempo despendido no centro e na periferia da
arena;

- nimero de levantamentos do corpo com as
patas dianteiras erguidas (rearings) - Exploracao Vertical:
este parametro foi avaliado separadamente no centro e
na periferia da arena.

Os resultados estdo apresentados em blocos de
tempo de cinco minutos (BT) e no tempo total de 20

minutos de teste.

Analise estatistica

Os resultados obtidos para o grupo controle e
isolado foram comparados utilizando ANOVA de medidas
repetidas. As diferencas foram consideradas significantes

quando p<0,05.



Alteragées comportamentais em modelo experimental de esquizofrenia

Revista de Medicina

2011 janeiro/dezembro; 3(1):37-45 gciéncia. Pesquisa € Consciéncia 41

RESULTADOS
Padrao de atividade locomotora em ratos criados
em isolamento a partir do desmame

A atividade locomotora (exploragdao horizontal)
apresentada pelos dois grupos experimentais, agrupados
e isolados, foi intensa nos primeiros minutos sequida de
uma reducdo gradativa até o término da sessdao de 20
minutos de teste na arena. Este perfil foi observado tanto
no centro como na periferia da arena (Figura 1).

A criagdo em isolamento induziu aumento significante
da atividade locomotora, representada pelo nimero total de
cruzamentos em 20 minutos de teste (F, ,,=0,38; p<0,05).
Este aumento ocorreu apenas na regiao periférica da arena
(73%; F,

foi observada entre os grupos no centro (F1,22= 0,13; p>0,05).

= 14,08; p<0,001), enquanto nenhuma diferenca

Esta caracteristica pode ser observada quando o nimero de
cruzamentos na periferia foi comparado entre os grupos em
BTs de cinco minutos, e revela que a atividade locomotora
dos isolados foi significantemente diferente dos agrupados a
partir de cinco minutos de teste (BT2) (BT1: F,,,=3,08;
p>0,05; BT2: F ,,=23,53; p<0,0001; BT3: F1'22=20,29;
p<0,001; BT4: F,_ =5,75; p<0,05).

1,2
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Figura 1 - Efeito da criagdo em isolamento a partir do desmame sobre a
atividade locomotora no centro e na periferia da arena. Estdo representadas
as médias do nimero de cruzamentos £ EPM durante os 20 minutos de

teste (Total de cruzamentos) e em blocos de tempo (BT) de cinco minutos.
*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001

Padrdo de atividade exploratdria em ratos criados
em isolamento a partir do desmame
Na Figura 2 podemos observar que os animais

isolados apresentaram uma discreta, mas significativa

reducdo na atividade exploratdria total no campo aberto,
demonstrada pelo nimero de levantamentos nos 20
minutos de teste (F1’22=O,27; p=0,05). Entretanto,
quando este numero foi analisado separadamente no
centro ou na periferia, observamos que a redugdo ocorreu
no centro da arena, nos primeiros 15 minutos de teste
(58%, F
relagdo aos animais agrupados no BT1 (F, ,,=14,95;

p<0,001) e BT3 (F, .= 7,54; p<0,05). Em contraste,

1,227

1122=12,48; p<0,01), sendo significante em

na periferia do campo aberto os animais isolados
apresentaram aumento significativo no nimero de
levantamentos no segundo e terceiro BT (F, ,,=;

p<0,05).
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Figura 2 - Efeito da criacdo em isolamento a partir do desmame sobre a
atividade exploratdria no centro e na periferia da arena. Estdo representadas
as médias do nimero de levantamentos + EPM durante os 20 minutos de
teste (Total de levantamentos) e em blocos de tempo (BT) de cinco minutos.
*p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001

Tempo de permanéncia no centro e na periferia da
arena em ratos criados em isolamento a partir do
desmame

A analise do tempo despendido em cada regiao
da arena durante os 20 minutos de teste demonstrou
que o isolamento induziu uma redugdo significativa do
tempo despendido no centro da arena (54%, p=0,003)
quando estes animais foram comparados aos controles
agrupados. Esta reducdo foi observada em todos os BTs
ao longo dos 20 minutos de teste (F ,,=11,11;

p<0,001). Como esperado, o inverso foi observado em
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relacdo ao tempo despendido na periferia da arena, onde
0s animais criados em isolamento apresentaram aumento
significativo em relacao aos controles (65%, p=0,003)

em todos os BTs analisados (F,,,=11,20; p<0,01).

1,22

Tempo despendido no centro e na periferia do campo aberto em blocos
de tempo (BT) de cinco minutos durante os 20 minutos de teste
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Figura 3 - Efeito da criacdo em isolamento a partir do desmame sobre a
o tempo de permanéncia no centro e na periferia da arena. Estdo
representadas as médias £EPM do tempo de permanéncia em cada regido
da arena durante os 20 minutos de teste, avaliados em blocos de tempo
(BT) de cinco minutos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

DISCUSSAO

Inimeros estudos utilizam o isolamento social
de ratos durante 8 a 10 semanas apds o desmame,
periodo do desenvolvimento cerebral, como modelo
experimental para estudar doencas psiquiatricas como a
esquizofrenia32334041, Estes estudos tém demonstrado
que este modelo experimental produz uma série de
alteracdes comportamentais duradouras e reproduziveis
nos animais na idade adulta.

No presente trabalho avaliamos a atividade
locomotora de ratos submetidos ao isolamento com o
foco voltado para o perfil de exploracao apresentado
por esses animais em comparagao com aqueles criados
em grupo. Nossos resultados mostraram diferengas na
atividade exploratdria horizontal (atividade locomotora)
no campo aberto como um todo e principalmente na
periferia, enquanto as diferencas na frequéncia de
levantamentos (exploragdo vertical) ocorreram no centro
da arena. A hiperatividade locomotora, uma caracteristica
comportamental descrita para este modelo experimental,
foi observada em nosso estudo e estd de acordo com
diversos achados da literatura a partir de estudos
semelhantes?'3242, Este achado corrobora a ideia de que
a hiperatividade observada no campo aberto é um dos
efeitos classicos do isolamento social quando aplicado na

fase de desenvolvimento cerebral.

Apesar da consisténcia e qualidade dos
experimentos que embasam essa tese, varios autores
ndo puderam observar os mesmos resultados?’ ., A
discrepancia entre eles é intrigante se comparados com
a vasta literatura relacionada especificamente a
hiperlocomogao utilizando o modelo do isolamento social.
Assim, varios aspectos devem ser discutidos a respeito
das diferengas encontradas entre os estudos
experimentais.

Considerando inimeras discussGes na literatura,
diferentes resultados obtidos a partir de testes
comportamentais podem ser influenciados por um
conjunto de fatores relacionados as caracteristicas
especificas de cada condicdo experimental. Sendo assim,
a discordancia entre os estudos citados poderia ser
explicada por fatores que podem variar entre os
laboratdrios de pesquisa como a linhagem dos animais,
os protocolos de manipulacao, as condicdes do ambiente
de isolamento, a sensibilidade ao ambiente de teste, ao
teste comportamental em si e ao aparato utilizado, entre
outros fatores, que podem ser decisivos na reprodugdo
dos efeitos do isolamento.

Walsh e Cummins*® revisaram em detalhes as
diversas variaveis envolvidas no teste de animais no campo
aberto e suas influéncias, além dos métodos de analise e
interpretacdo dos resultados. Segundo esses autores,
fatores genéticos e o background da experiéncia exercem
efeitos diferenciais nos animais que culminam em
manifestagdes comportamentais no teste do campo
aberto. O trabalho discute, por exemplo, que
caracteristicas fisicas do aparato como o tamanho, a cor,
a forma, a subdivisdo, a altura da parede, a textura do
chdo, o odor, a natureza e a localizacdo da area de inicio,
variam entre os estudos que utilizam o teste no campo
aberto. Além disso, o ambiente circundante onde o teste
é realizado é diversificado, com variagdes que incluem a
natureza, a intensidade e a posicdo da luz, fontes de
som e de odores, além da visibilidade e posicao do
observador. O mesmo ocorre com diversos detalhes do
procedimento e das caracteristicas individuais de
observacao de cada experimentador. Assim, ainda que
tenham sido estabelecidas padronizagGes dentro de cada

laboratdrio, ndo hd uniformidade nos procedimentos e
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resultados encontrados na literatura como um todo. De
acordo com Walsh e Cummins*, isso ocorre porque
poucos trabalhos citam, além das informagGes sucintas
do método, detalhes dos materiais e procedimentos
especificos utilizados. Este aspecto tem importancia
fundamental, uma vez que a grande diversidade de
protocolos experimentais existentes torna dificil a
comparagao entre os estudos e, em alguns casos, estes
sdo impossiveis de interpretar*. Outro aspecto desta
diversidade é a dificuldade de reproduzir os achados
descritos na literatura.

Devido a estas consideragdes encontramos
dificuldades em comparar nossos resultados com aqueles
da literatura. Estas foram feitas em relacao a trabalhos
que utilizaram protocolos experimentais semelhantes,
embora encontremos entre eles variagdes com relagao
ao tempo de exposicao ao novo ambiente, a luz utilizada
no teste, aos parametros observados e a linhagem de
animais utilizada.

Considerando o tempo de exposicao ao novo
ambiente, Fone e Porkess3' sugeriram que a
hiperatividade locomotora poderia ter sido observada se
o0s animais fossem expostos ao ambiente por um periodo
mais longo, suficiente para registrar um perfil temporal.
Nossos resultados corroboraram essa ideia quando
observamos diferengas na atividade locomotora entre os
grupos apenas a partir do segundo bloco de tempo, ou
seja, apos cinco minutos de teste. Nossos achados
sugerem que ratos da linhagem Wistar necessitam ser
expostos ao ambiente novo por um tempo mais longo
que 0s cinco minutos para que a hiperatividade
locomotora possa ser registrada.

Considerando a linhagem, Fone e Porkness?!
discutem que as alteragbes comportamentais reportadas
nos trabalhos da literatura s6 sao reprodutiveis quando o
isolamento social é aplicado @ mesma linhagem de ratos.
Dessa forma, ainda que duas linhagens diferentes sejam
submetidas rigorosamente ao mesmo protocolo de
isolamento e teste, as respostas comportamentais podem
ser mais marcantes ou mesmo opostas. Weiss e
colaboradores*, em experimentos com as linhagens Lister
hooded, Wistar e Sprague-Dawley, observaram que

diferencas na sensibilidade aos estimulos refletiam na

atividade locomotora. Este estudo comparou o
comportamento destes animais, apds o isolamento,
durante 60 minutos no campo aberto. Uma vez que em
nosso estudo a duracao do teste foi de 20 minutos,
nossos resultados podem ser comparados aos resultados
obtidos na primeira etapa do experimento de Weiss.
Entretanto, os autores registraram a atividade locomotora
total nos 60 minutos de teste, ndo sendo possivel concluir
se a hiperatividade observada ocorreu uniformemente
ao longo de todo o periodo ou em algum momento
especifico. Esta observacdo somente poderia ser feita
se os resultados tivessem sido apresentados em blocos
de menor tempo.

Arakawa® também utilizou a linhagem Wistar e
nao observou hiperatividade locomotora nos animais
criados em isolamento. Como mencionado anteriormente,
este efeito também ndo foi observado em nosso
laboratdrio nos experimentos em que os animais foram
testados no campo aberto por cinco minutos. Outra
caracteristica semelhante entre nossos achados e os de
Arakawa foi o padrdao mais ativo do comportamento
exploratorio dos animais isolados relatado pelo autor,
também representado por um nimero maior de entradas
no centro da arena em relagdo aos animais agrupados,
embora ndo tenham sido observadas diferengas
significativas.

Apés a realizacdo de quatro experimentos
independentes utilizando a linhagem de ratos Wistar
obtivemos resultados que, embora n3ao estejam de
acordo com a literatura, sao consistentes (artigos em
preparacdo). Observagdes semelhantes relacionadas
as diferentes linhagens foram descritas por outros
pesquisadores que estudaram o déficit de atencdo
no PPI?3%45 Estas caracteristicas sugerem que ratos
da linhagem Wistar criados em isolamento a partir do
desmame podem ser mais resistentes em desenvolver
a sensibilidade a estimulos necessaria para induzir
respostas comportamentais de hiperatividade e déficit
de atengdo. Entretanto, ndo podemos excluir a
possibilidade de que o protocolo experimental e os
parametros empregados para analise neste estudo
nao tenham sido adequados para detectar estas

diferencas.
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Os resultados significantes entre os grupos
experimentais encontrados aqui sé foram visiveis
porque os comportamentos foram analisados de
forma independente na periferia e no centro da
arena. Considerando o numero de levantamentos
(atividade exploratéria), os animais isolados
apresentaram diferenca significante em relagdo aos
agrupados apenas no centro da arena. Entretanto,
ao analisar estes dados em conjunto com os
encontrados na periferia, a diferenga entre os grupos
ndo foi significante. A analise realizada separadamente
permitiu ainda observar que os ratos criados em
isolamento permaneceram a maior parte do tempo
do teste na periferia da arena, refletindo efeito
ansiogénico do isolamento. Adicionalmente, estes
achados permitem ainda estabelecer relagdes com
0s sintomas negativos da esquizofrenia, os quais
estao associados a diminuigdo ou perda das funcdes
normais como embotamento afetivo, restricdes na

fluéncia de raciocinio, anedonia (inabilidade em

experimentar prazer), retraimento social, diminuigao

da motivagao e da iniciativa.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho
corroboram os dados da literatura no sentido de que ratos
mantidos em isolamento a partir do desmame e durante
todo o periodo do desenvolvimento cerebral apresentam
hiperatividade em ambiente novo (campo aberto ou
arena). Entretanto, sugerem que ratos da linhagem Wistar
criados nestas condigdes sdao mais resistentes a
desenvolverem este comportamento e devem ser
expostos ao ambiente por um periodo mais longo para
que a hiperatividade possa ser detectada. Adicionalmente,
os resultados sugerem que o isolamento de ratos desta
linhagem apresenta um padrdo de exploragdo com uma
clara preferéncia pela periferia da arena. Assim, a andlise
separada deste comportamento na periferia e no centro
da arena deve ser considerada quando ratos Wistar forem

utilizados neste modelo experimental.
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