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Se meus joelhos ndo doessem mais
Diante de um bom motivo

Que me traga fé, que me traga fé

Se por alguns segundos eu observar
E s6 observar

Aisca e 0 anzol, a isca e o anzol
Aisca e 0 anzol, a isca e o0 anzol
Ainda assim estarei pronto pra comemorar
Se eu me tornar menos faminto

Que curioso, que curioso

O mar escuro trara o medo lado a lado
Com os corais mais coloridos

Valeu a pena, eh eh

Valeu a pena, eh eh

Sou pescador de ilusbes

Sou pescador de ilusbes

(O Rappa)
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RESUMO

A (glicose é importante em processos relacionados a aprendizagem e
memoria, seja servindo de substrato metabolico para a atividade neuronal, seja
através da ativacdo de aferéncias vagais. Tem sido demonstrado que ratos re-
expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE), um modelo animal de ansiedade,
exibem elevada esquiva dos bracos abertos em relagédo a primeira exposicao, fato
esse atribuido a aprendizagem emocional adquirida durante a primeira exposi¢cao
ao labirinto. Desse modo, é possivel que a utilizagdo de glicose, bem a como as
aferéncias vagais, sejam igualmente importantes em processos mnemonicos no
LCE. O presente estudo avaliou se a inducédo de estresse metabdlico, mediante a
administragao intracerebroventricular (ICV) de 2-desoxi-D-Glicose (2-DG; analogo
da glicose incapaz de participar do metabolismo) ou de Estreptozotocina (STZ;
antagonista insulinico), assim como a vagotomia subdiafragmatica bilateral,
poderia prejudicar a aquisicdo de esquiva dos bragos abertos em ratos re-
expostos ao LCE. Ratos Wistar machos, com canula guia cronicamente
implantada no ventriculo lateral esquerdo, receberam uma micro inje¢cao de salina
(0.9%), 2-DG (10 e 20 umol/10uL) ou STZ (2,2 e 4.4 mg/kg) durante 3 minutos, e
foram submetidos ao LCE por 5 min. No dia seguinte, cada animal foi re-exposto
ao LCE por 5 min. sem administragdo de drogas. Os resultados indicaram que
ratos tratados com salina ou sham-operados exibiram elevada esquiva dos bragos
abertos na segunda exposigao ao LCE em relagdo a primeira, o que € indicativo
da ocorréncia de aprendizagem emocional. Ao contrario, ratos tratados com 2-DG
(20 uymol/10uL) e STZ (4.4 mg/kg), ou ainda vagotomizados, exibiram o mesmo
nivel de esquiva dos bracos abertos em ambas as exposi¢des ao LCE. Portanto, a
utilizagdo neuronal de glicose, bem como as aferéncias vagais, sdo importantes

para a ocorréncia de aprendizagem emocional no LCE.
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ABSTRACT

Glucose is important for learning and memory processes, whether by
providing metabolic substrate for neural activity underlying learning and memory, or
indirectly, by activating vagal afferents. It have been shown that rats re-tested in
the elevated plus maze (EPM), an animal model of anxiety, display increased open
arm avoidance relative to the first EPM exposure, showing that an emotional like
memory occurs along the first maze exploration. Thus, it is possible that glucose,
as well as vagal afferents, could be similarly important for emotional learning in the
EPM. The present study evaluated if the establishment of metabolic stress,
induced by central administration of either 2-deoxy-D-Glucose (2-DG; a glucoprivic
like drug) or streptozotocin (STZ; an antagonist of the insulin), as well as bilateral
subdiaphragmatic vagotomy, could impair the open arm avoidance acquisition in
rats submitted to the EPM. Male Wistar rats stereotaxically implanted with a
stainless steel guide cannula into the left lateral ventricle were assigned to receive
a microinjection of either saline (0.9%), 2-DG (10 and 20 pmol/10uL) or STZ (2,2
and 4.4 mg/kg) during three minutes and were submitted to a 5 minutes EPM
exposure. On the next day, each animal was retested in the EPM for 5 minutes
with no drug administration. The data showed that rats treated with saline or sham-
operated exhibited increased open arm avoidance along the second EPM
exposure, relative to the first, thus indicating the presence of emotional learning. In
contrast, rats treated with 2-DG (20 ymol/10uL) and STZ (4.4 mg/kg), or even
submitted to vagotomy, exhibited the same level of open arm avoidance in both
EPM exposures. We concluded that neural glucose utilization, as well as the vagal

afferents may underlie the emotional learning in the EPM test.
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1. INTRODUCAO:

1.1. GLICOSE E SNC:

A glicose exerce papel fundamental no processo de modulagdo da memdéria
agindo tanto perifericamente quanto no SNC (TALLEY et al, 2002). Regides
cerebrais relacionadas com aprendizado e memoria, tais como hipocampo,
amigdala e cortex pré-frontal exibem aumento da utilizacdo de glicose, evidenciada
por estudos que utilizam técnicas de tomografia por emisséo de positrons (ALKIRE
et al, 1998; KILPATRICK & CAHILL, 2003; SWARTZ et al, 1995). Portanto, a
glicose poderia proporcionar substrato metabdlico para circuitos neurais envolvidos
com plasticidade neural (CHOEIRI et al, 2005).

Ao atingir a corrente sanguinea, a glicose é transportada através da barreira
hematoencefalica e posteriormente para o interior das células neurais por um
conjunto de proteinas transportadoras de glicose denominadas GLUT (Glucose
transporter), subdivididas em trés familias: Classe | (GLUT 1-4), classe Il (GLUT 5)
e classe Il (GLUT 6-9) (JOOST et al, 2002); os transportadores de glicose (GLUT
1 e GLUT 3), bem como a expresséo de seus mRNAs, da-se de forma abundante
no cérebro (RAYNER, 1996; VANUCCI et al, 1997, 1998) e parecem estar
intimamente associados a processos de aprendizagem. A expressao destes
transportadores relaciona-se com o aumento da utilizagao local de glicose, ou seja,
a expressao de GLUT 1 parece estar relacionada positivamente com plasticidade
sinaptica, paralela ao aumento da utilizagdo de glicose em nivel central,
principalmente em regides que se relacionam com processos cognitivos, como o
hipocampo — area CA1 (CHOEIRI et al, 2005).

Dentre as discussdes dos varios aspectos da captagcédo da glicose e sua
utilizagao, parece haver relagado entre o aumento da captagao de glicose durante

ativacao neuronal e fungao sinaptica (MESSIER, 2004).
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A captacédo da glicose e seu metabolismo cerebral acredita-se passar por
trés etapas intermediarias entre a transferéncia de glicose fora dos microvasos
cerebrais e sua utilizagao pelos neurénios. (MESSIER, 2004).

A proteina GLUT 1 encontra-se localizada na barreira hematoencefélica e
participa da regulagdo da passagem da glicose do sangue para o SNC e da
disponibilizacdo desta como combustivel metabdlico para as células neuronais.
(GIAUME et al, 1997).

Primeiramente a glicose atravessaria o parénquima cerebral via agdo de
GLUT 1, isoforma de alto peso molecular (55 kDa); dentro das células endoteliais o
transportador GLUT 1 é assimetricamente distribuido, sendo sua concentracao trés
a quatro vezes maior na superficie abluminal em relagdo a superficie luminal
(FARREL & PARDRIDGE, 1991). A diminuicdo da densidade de GLUT 1 na
superficie luminal é sugerida como fator importante para o fluxo de glicose para
estas células, devido ao fato da concentracao endotelial de glicose ser menor do
que a concentragao plasmatica sanguinea (MESSIER, 2004).

A alta abundancia de GLUT 1 na superficie abluminal das células endoteliais
cria um gradiente de concentragao que facilita o fluxo de glicose do sangue para as
células endoteliais. A glicose entao é transportada para fora das células endoteliais
no fluido cerebral extracelular, sendo uma por¢cdo substancial da glicose
transportada deste fluido para os astrécitos que possuem processos (end feet) que
circulam os capilares. O transporte do fluido extracelular para os astrocitos é
realizado via transportadores de glicose do tipo GLUT 1, isoforma de baixo peso
molecular (45 kDa). (MESSIER, 2004).

A glicose sendo captada por astrocitos, pode ser armazenada sob a forma
de glicogénio, podendo ser degradada posteriormente e transportada de volta ao
fluido extracelular (MESSIER, 2004).

Astrocitos possuem uma pequena reserva de glicogénio, porém, possuem
alto padréo de degradagdo do mesmo; o glicogénio € degradado a glicose pela
estimulacdo de receptores beta-adrenérgicos (FILLENZ & LOWRY, 1998 a, b). A
rota astrocitaria € provavelmente a preferencial para a glicose alcangar neurénios.
(MESSIER, 2004)

Finalmente, o transportador de glicose do tipo GLUT 3, especificamente
presente em neurdnios, possibilita o transporte da glicose do fluido extracelular
para os neurdnios. (MESSIER, 2004).
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O transportador de glicose do tipo GLUT 3, referenciado como um
transportador de glicose neurdnio especifico foi originalmente encontrado expresso
em uma grande variedade de tecidos humanos além do cérebro (KAYANO et al,
1988).

Estudos posteriores sugerem uma mais restrita expressao de GLUT 3 em
tecidos humanos, incluindo o cérebro, testiculos e espermatozdéides (HABER et al,
1993).

GLUT 3 é a principal proteina transportadora de glicose neuronal (MAHER
et al, 1993; NAGAMATSU et al, 1992). Grande numero de estudos tem examinado
mudancas plasticas na expressao de GLUT cerebral. Em geral estes estudos
sugerem que a expressdo de GLUT é plastica e consistentemente paralela a
mudangas na ativacdo neuronal cerebral e utilizagdo de glicose. Por exemplo,
privagdo de agua induz aumento na utilizagdo local de glicose cerebral em
estruturas osmorregulatorias, paralelo a um aumento nos niveis de GLUT 1 e
GLUT 3 (DUELLI et al., 1999).

Em roedores, GLUT 3 possui localizagdo principalmente cerebral. A
expressao do mRNA deste transportador, em ratos, localiza-se em neurénios,
incluindo o cerebelo, estriado, cortex e hipocampo (NAGAMATSU et al, 1993),

O fator final capaz de controlar a captagado de glicose € o fluxo sanguineo
cerebral. A medida que o fluxo sanguineo aumenta, a concentragdo sanguinea de
glicose permanece alta e pode facilitar a entrada desta para dentro das células
endoteliais por sustentar um alto gradiente de concentracdo entre os dois
compartimentos (MESSIER, 2004).

Entretanto, muitos aspectos deste mecanismo de captagcdo de glicose
podem ser mediados por astrécitos localizados nas jungdes entre vasos
sanguineos e sinapses (ANDERSON & NEDERGAARD, 2003; ZONTA et al, 2003).

Além das proteinas transportadoras de glicose citadas anteriormente o
cérebro também possui transportadores de glicose do tipo GLUT 4 e GLUT 8,
sensiveis a agao da insulina, sendo a proteina do tipo GLUT 4 localizada em
diversos locais do organismo como musculos esqueléticos, tecido adiposo e
coragdo (BIRNBAUM, 1989), cértex cerebral e hipocampo (DORE et al, 1997).
GLUT 8 possui localizacédo principalmente cerebral, ressaltando-se o hipocampo,
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e amigdala. (REAGAN et al, 2001;
2002).
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O papel da insulina junto ao sistema nervoso central € alvo de uma série de
hipéteses, sugerindo que esta participa proporcionando melhora de desempenho
cognitivo em humanos e animais em uma ampla variedade de testes, incluindo
sujeitos saudaveis, sujeitos idosos, pacientes portadores da doenga de Alzheimer e
modelos experimentais de resisténcia a insulina (REAGAN, 2005).

No cérebro dos mamiferos a insulina é formada em uma subpopulagédo de
células piramidais e o0s receptores insulinicos encontram-se densamente
distribuidos. Ambos parecem ter um papel neuromodulatério e controlar o
metabolismo neuronal de glicose (BEGUM et al, 1991).

A insulina é necessaria para a utilizacdo de glicose na periferia e para
sobrevivéncia neuronal no SNC (DEVASKAR, 1991). No cérebro, acredita-se que a
insulina estimula a captagdo de glicose em células gliais (CLARKE et al, 1984;
DRINGEN & HAMPRECHT, 1992) e aumenta a sintese de mRNA de GLUT 1 em
culturas primarias de neurdnios e glia (WERNER et al, 1989).

A maior concentragéo de células cerebrais receptivas a insulina, encontra-se
em muitas estruturas formadoras do sistema limbico (HILL et al, 1986; ABOTT et
al, 1999).

Insulina e IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina-l), um membro
da superfamilia da insulina e mitbgeno bem caracterizado, sdo importantes
moduladores de crescimento e atividade metabdlica no SNC, sendo seus
respectivos receptores abundantemente expressos no cérebro. (YE et al, 1996).

Insulina e IGF-I sdo neurotrépicos, uma vez que suportam crescimento
neuronal, sobrevivéncia e diferenciacdo na auséncia de outros fatores,
promovendo crescimento de neuritos, migragao, sintese protéica, expressdo de
proteinas do citoesqueleteo e formacgao nascente de sinapses (YE et al, 1996).

Estudos que se \utiizaram de marcagdo imunohistoquimica e
radioimunoensaio demonstraram imunorreatividade a insulina em neurdnios
localizados no hipocampo, talamo, hipotdlamo e amigdala de animais
experimentais e humanos (WOZNIAK et al, 1993; FROLICH et al, 1998).

Embora evidéncias experimentais indiqguem que a insulina pode ser
transportada através da barreira hematoencefalica ao LCR via captagdao mediada
por receptor (PODUSLO et al, 2001), sua localizagdo em neurdnios no SNC e

células gliais ndo havia sido demonstrada.
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Entretanto, recentes evidéncias sugerem que o cérebro pode utilizar insulina
de diferentes fontes, tanto produzida localmente, quanto perifericamente, para a
realizagdo de diferentes fungdes, incluindo cogni¢cdo. (GEROZISSIS & KYRIAKI,
2003).

Além disso, a insulina participa do processo de modulagdo da glicose junto
ao SNC, através de ligagao a seus receptores, promovendo o aumento do trafico
de GLUT 4 em diregdo a membrana plasmatica e GLUT 8, translocado do reticulo
endoplasmatico (REAGAN, 2005).

Logo, o aumento dos niveis sanguineos deste hormodnio poderia sinalizar o
aumento da expressao destes transportadores junto ao SNC. (SCHWARTZ et al,
1992).

Enquanto a relagdo entre glicose, insulina e fungdo cognitiva estd bem
estabelecida, os mecanismos através dos quais a glicose e/ou insulina produzem
“‘melhora” cognitiva nao é esclarecido. (REAGAN, 2005).

O papel da sinalizacao insulinica e de IGF-I em relagdo ao desenvolvimento
e funcdo do SNC vem sendo estudado com a utilizagdo de camundongos
transgénicos e knock-out. (de la MONTE & WANDS, 2005).

Estes modelos sugerem que a sinalizacao insulinica ocorre via IGF-Il (fator
de crescimento semelhante a insulina — IlI), um ligante bi-funcional capaz de
promover mecanismos de sinalizacado através da ativacédo de insulina e IGF-I no
cérebro imaturo, entretanto, ndo €& efetivo como a insulina para mediar
metabolismo energético, homeostase da glicose, sobrevivéncia e cognigcao
(NAKAE et al, 2001).

Os efeitos estimulatorios da insulina e IGF-I sdo mediados através de
mecanismos complexos de sinalizagdo celular, iniciando-se com o ligante
acoplando-se aos seus respectivos receptores do tipo tirosinoquinase (ULLRICH et
al, 1985).

Receptores insulinicos e IGF-I do tipo tirosinoquinase, fosforilam moléculas
citosdlicas incluindo o seu principal substrato, proteinas IRS (moléculas substrato
do receptor de insulina). (SHPAKOV & PERTSEVA, 2000; MYERS et al, 1994).

Sendo assim, os transportadores de glicose do tipo GLUT 4 e GLUT 8,
parecem funcionar como transportadores de glicose sensiveis a insulina, que

podem contribuir para a homeostase neuronal, servindo como sensores
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metabdlicos que provéem ao neurdbnio uma avaliagdo do meio neuronal que o
cerca (REAGAN, 2005).

Os mecanismos neurobioldgicos envolvidos na modificagdo da fungao
cognitiva pela insulina estdo de acordo com os importantes mecanismos da
memoria per se. Insulina afeta a atividade neuronal em neurdnios piramidais
hipocampais, induz aumento da potenciacdo de longa duragdo (LTP) hipocampal,
aumenta a utilizacdo da glicose no cortex enthorrinal e hipocampo e promove
crescimento neuronal (STOCKHORST et al, 2004).

O SNC é sugerido como capaz de desempenhar um papel fundamental no
metabolismo da glicose, via circuitos neurais centrais que se sobrepdem a circuitos
capazes de controlar a ingestdo de alimento e peso corporal (SCHWARTZ &
PORTE, 2005).

O cérebro € um 6rgao insulino-sensitivo (HEIJBOER et al, 2006). A insulina
provém informacgdes aferentes ao SNC em relagdo a suficiéncia de reservas de
gordura corporal. (HEIJBOER et al, 2006). A insulina aumenta a expressao génica
de POMC (pro-opiomelanocortina), normalmente diminuida durante periodos de
jejum, e inibe a expressdao de mRNA codificador de neuropeptideo Y (NPY) que
normalmente € aumentado no nucleo arqueado (ARC) durante o jejum. (BENOIT et
al, 2002; SIPOLS et al, 1995).

A insulina, atualmente, acredita-se ser requerida para a homeostase da
glicose (HEIUBOER et al, 2006). OKAMOTO et al, em 1985, demonstraram que a
expressao seletiva de receptores de insulina no cérebro reduz a severidade da
diabete em camundongos com deficiéncia neste receptor.

A importancia da sinalizagdo neuronal da insulina é evidenciada em
camundongos, cuja delegcdo do receptor de insulina neurbnio-especifico faz com
que apresentem sobrepeso, resisténcia a insulina e tolerancia a glicose.
(HEIUBOER et al, 2006). Desta forma, ha crescentes evidéncias que o0s
neuropeptideos com localizagao hipotalamica envolvidos na regulagdo da ingestao
de alimentos, também possam estar envolvidos na regulagcdo do metabolismo da
glicose e no metabolismo energético. (HEIJBOER et al, 2006).

Perifericamente o hormoénio insulina participa de uma série de reacgdes
bioquimicas, tendo agado nos mais diversos 6rgaos, sendo seus principais alvos o

figado, tecido adiposo e massa muscular (BERNE et al, 2004).
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No figado, a insulina acelera o movimento interno da glicose, promove o
armazenamento da glicose como glicogénio, estimula a glicolise e inibe a
gliconeogénse (BERNE et al, 2004).

No musculo a insulina estimula o transporte de glicose para as células
musculares, além de estimular o fluxo sanguineo muscular (BERNE et al, 2004).

No tecido adiposo a insulina também estimula o transporte de glicose para o
interior da célula, convertendo-a em a-glicerofosfato, usado na esterificagcdo de
acidos graxos, permitindo o seu armazenamento como triglicerideos (BERNE et al,
2004).

Estados emocionais sao expressos atraves de respostas comportamentais e
fisioloégicas, como por exemplo, a liberagdo de catecolaminas adrenais que media
estados hiperglicémicos, capaz de preparar o corpo para demandas energéticas
associadas a comportamentos defensivos do tipo fuga/luta (GHIZONI et al, 2006).
Entretanto, desde a escolha da estratégia defensiva a ser adotada, como o seu
controle, sdo dependentes de processos de natureza cognitiva (GRAEFF, 1994).

Portanto, o processo de aquisicdo de memoria torna-se mais efetivo sob
condigdes de estimulacdo emocional (CAHILL & MCGAUGH, 1995; O'CARROLL et
al., 1999; BLAKE et al., 2001; FORD et al., 2002), o que indica a participagcao de
estruturas limbicas (amigdala) no processo de aquisicdo de “novas memorias”.

Estas condi¢cdes que envolvem aprendizado em situagdes provenientes de
estimulo emocional também poderiam ser mediadas através de informacdes
periféricas fornecidas pelo nervo vago; este nervo constitui-se no maior dos nervos
cranianos, misto e essencialmente visceral. O nervo vago emerge do sulco lateral
do bulbo na forma de filamentos radiculares, deixa o cranio pelo forame jugular,
percorre 0 pescogo e o térax, terminando no abdome; da origem a numerosos
ramos que inervam a faringe e a laringe, entrando na formacgdo dos plexos
viscerais que promovem a inervagdo autbnoma das visceras toracicas e
abdominais. (MACHADO, 1985)

O nervo vago possui dois ganglios sensitivos, o ganglio superior (ou jugular)
e 0 ganglio inferior (ou nodoso). Entre os dois ganglios relune-se ao vago o ramo
interno do nervo acessorio. (MACHADO, 1985)

Funcionalmente as fibras vagais podem ser classificadas em aferentes e

eferentes, sendo sub-classificadas em aferentes viscerais especiais, gerais e
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somaticas gerais, eferentes viscerais gerais e viscerais especiais. (CARPENTER,
1999).

As fibras eferentes vagais originam-se em nucleos situados no bulbo e as
fibras sensitivas (aferentes) nos ganglios superior (somaticas) e inferior (viscerais).
(MACHADO, 1985).

Sendo assim, o nervo vago participa na constituicdo de plexos, que sao
emaranhados de filamentos nervosos e ganglios possuidores de elementos tanto
do sistema nervoso simpatico quanto do parassimpatico, além de fibras viscerais
aferentes. (MACHADO, 1985)

Dentre os principais plexos presentes na cavidade toracica, podemos citar o
plexo cardiaco, o plexo pulmonar e o esofagico; na cavidade abdominal destaca-se
o plexo celiaco, dentre outros plexos secundarios. Vale ressaltar a participagao do
nervo vago na constituicdo destes plexos através da emissdao de fibras pré-
ganglionares a partir do tronco vagal anterior e posterior; as fibras parassimpaticas
do vago passam pelos génglios pré-vertebrais do simpatico sem fazer sinapse, e
terminam estabelecendo sinapses com ganglios e células ganglionares das
visceras abdominais, destacando-se os que formam os plexos mioentéricos
(Auerbach) e submucosos (Meissner). (MACHADO, 1985).

A inervagdo sensoria do trato gastrointestinal (TGI) € responsavel por
monitorar uma grande variedade de informagdes pertinentes ao processo
digestorio, tais como: motilidade, secreg¢ao, absorcao e fluxo sanguineo (GRUNDY,
2006).

Esta informagao senséria converge até o SNC através do nervo vago e
medula espinhal ao tronco encefalico onde a informacdo € processada e
retransmitida a areas encefalicas superiores (JOSI & GEBHART, 2000).

Projecbes centrais destes neurbnios convergem ao tronco cerebral e a
medula espinhal e fazem sinapse com neurbnios de segunda ordem que
distribuem a informacado visceral através de estruturas neuronais centrais
particularmente a nucleos talamicos envolvidos em cogni¢cdo. (GRUNDY, 2002).

Projecbes vagais ao tronco encefalico, mais especificamente ao NTS
(nucleo do trato solitario), emitem aferéncias ao hipotalamo e estruturas limbicas
associadas com aspectos comportamentais e emocionais do processamento
sensorial (SAWCHENKO, 1983).
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Diferentes populagdes de neurbnios aferentes vagais localizam-se na
camada mucosa ou muscular do TGl (GRUNDY, 2006). Terminagdes aferentes
localizadas na camada mucosa estdo intimamente associadas com a lamina
propria em proximidade a mucosa epitelial, mas ndo estdo expostas diretamente
ao conteudo do lumen (GRUNDY, 2006). Aferéncias vagais tem sido identificadas
associadas a células epiteliais especializadas tais como as células
enterocromafins, que podem ser sensores capaz de transduzir € monitorar as
condigbes fisioldégicas e quimicas do conteudo luminal (PHILIPS & POWLEY,
2000).

Neurdnios sintetizadores de adrenalina e noradrenalina localizados no
tronco cerebral (bulbo), possuem atividade glicorreceptiva, principalmente nas
areas A1 (bulbo ventrolateral caudal) e C1 (bulbo rostral) e A2 (NTS) e C2 (NTS),
sendo assim, ingestdes sistémicas do agente glicoprivico 2-DG (fig. 1),
demonstraram aumento da ingesta, hiperglicemia e expressdao de Fos,
predominantemente nas areas C1 e C2, mas também em A1 e A2. (MARINO-
NETO, SABI, PASCHOALINI, 2004).

Desta forma, estes neurbnios poderiam mediar respostas comportamentais
e metabdlicas a alteragdes sistémicas ou centrais nos niveis de glicose (MARINO-
NETO, SABI, PASCHOALINI, 2004).

Neurdnios localizados nas areas A1/C1 e A2/C2 também podem ser
ativados por outras situagbes de stress, tais como hemorragia, desafio
imunoldgico, nado forcado, odores, promovendo a ativagdo de sistemas
adrenérgicos bulbares, através de estimulos aferentes viscerais (MARINO-NETO,
SABI, PASCHOALINI, 2004).

Logo, estes circuitos parecem ser importantes sob diferentes condigdes de
estresse e demanda energética (MARINO-NETO, SABI, PASCHOALINI, 2004).

Sendo assim, duas vias de sinalizagdo através das quais a glicose poderia
atuar como mediadora do processo de aprendizado e memoria tem sido propostas:
a primeira atravessando livremente a barreira hematoencefdlica e a segunda
através da ativagdo de aferéncias periféricas, que levariam a mudancgas na
atividade neural de areas de projec&o no cérebro. (TALLEY et al, 2002).

Nesse sentido, aferéncias vagais constituem-se em uma via de transmissao
periférica, capaz de modular informagdes e transmiti-las ao NTS, reportando as

condi¢des gerais do corpo, dentre as quais se inclui a glicemia (CRAIG, 2003).



21

Desta forma, a secgao bilateral subdiafragmatica do nervo vago poderia
levar ao comprometimento de uma ampla gama de informacgbes periféricas
capazes nao s6 da manutencdo da homeostasia, como também de processos que
envolvem situagdes de conflito emocional e consequentemente aprendizado e
memoria.

Por outro lado, processos mnemonicos podem ser prejudicados por
situagdes de glicoprivagdo do SNC, como por exemplo, a utilizagdo de analogos da
glicose (2-Desoxi-D-glicose — 2DG), capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica, mas incapazes de participar do metabolismo celular, induzindo
estresse metabdlico, com glicoprivacao e prejuizo de processos cognitivos. (fig. 2)

Estudos demonstram que glicoprivagdo central com 2-DG induz uma
modesta resposta regulatéria, com significante aumento na glicose sanguinea,
adrenalina e cortiscosterona (MARIN-SPIOTTA et al, 2004).

Injecbes de 2-DG no terceiro ventriculo induziram modesta resposta
regulatoria e hiperglicemia periférica, indicando que neurdnios centrais
glicossensiveis sao estimulados por este tratamento (RITTER et al, 2000).
Injecdes via ICV de 2-DG s&o esperadas resultar em grande decréscimo da
estimulagao glicémica em nucleos que circundam o ventriculo. O tronco cerebral
também possui neurbnios glicossensiveis dispersos em varios locais, sendo
responsivos a estimulagdo com o agente glicoprivico 5-Tio-D-glicose, promovendo

aumento na glicemia ou aumento na ingestdo de alimento. (RITTER et al, 2000).

Figura 1. Estrutura quimica da 2-Desoxi-D-glicose (2-DG). Fonte:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/D8375
(Laboratérios Sigma-Aldrich)
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Figura 2. Primeira etapa da via glicolitica, demonstrando a inibicdo da enzima
fosfoglicoisomerase ao ligar-se a 2-Desoxi-D-Glicose (2-DG). Fonte: adaptado de

Indiana State University.

Outra forma de glicoprivagdo resulta da administragdo via ICV de
estreptozotocina (fig. 3), uma glicosamina capaz de promover a privagao de glicose
celular, através da diminuicdo da autofosforilacdo dos receptores trkB
(tirosinoquinases), diminuindo sua atividade intrinseca tirosinoquinase (KADOWAKI
et al, 1984; BURANT et al, 1986; AR’ RAJAB et al, 1993) e elevando a atividade
fosfotirosina fosfatase (MEYEROVITCH et al, 1989, 1992; BEGUM et al, 1991). (
fig. 4). A injecdo ICV de estreptozotocina tem sido utilizada como modelo no
estudo da Doenga de Alzheimer esporadica (SAD), caracterizada por progressiva
neurodegeneracgéo, sendo a causa mais comum de deméncia (GRUNBLATT et al,
2004).



23

HO

OH H

OH
N=C
HM |
]
\”/ THa
L]

QOH

Figura 3. Estrutura quimica da  estreptozotocina (STZ). Fonte:

www.axxora.com/files/formula/ALX-380-010.gif (Axxora Platform)
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Desta forma, o modelo de indugcdo de SAD pela injecdo ICV de
estreptozotocina pode servir de estudo para a compreensao da SAD em humanos,
caracterizada por uma progressiva deterioragdo de fungbes cognitivas e do
metabolismo energético da glicose cerebral (GRUNBLATT et al, 2004).

Como, os GLUTs 4 e 8 sao sensiveis a acdo da insulina e localizam-se em
regides limbicas, logo, a glicoprivacao induzida pela STZ da-se de maneira seletiva
em regides associadas ao aprendizado emocional, tais como hipocampo, amigdala

e cortex pré-frontal.
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1.2. APRENDIZADO EMOCIONAL, MEMORIA E O LCE:

O labirinto em cruz elevado (HANDLEY & MITHANI, 1984) € um bem
conhecido modelo animal para o estudo da ansiedade em roedores (RODGERS &
COLE, 1994).

Este modelo constitui-se em um labirinto em forma de cruz, com dois bragos
protegidos por paredes laterais e dois bracos abertos.

Durante a exploragdo do labirinto instala-se uma situacdo de conflito no
animal, caracterizada por uma pulsao exploratéria motivada talvez por curiosidade
ou busca de um companheiro de espécie, associada a uma pulsao para evitar a
exploracao motivada por medo (MONTGOMERY, 1955).

Durante a exploragao do labirinto, normalmente por 5 minutos, os animais
evitam os bracos abertos, preferindo explorar os bracos fechados. Esta preferéncia
tem sido atribuida a auséncia de superficie vertical nos bragos abertos, o que
impede o comportamento tigmotaxico dos animais (exploragdo do ambiente
através das vibrissas), consequentemente reduz a exploragao neste tipo de braco
(TREIT el al, 1993), bem como ao nivel de luminosidade, menor nos bragos
fechados em relagdo aos bracos abertos (PEREIRA et al, 2005); desta forma,
quanto maior a diferenga de luminosidade entre estes dois ambientes, maior torna-
se o conflito do animal em explorar estas areas, optando pela exploracdo dos
bracos menos iluminados do labirinto. Sendo assim, a literatura indica que a
preferéncia pelos bracos fechados ndo se da somente em funcdo do
comportamento tigmotaxico (CARDENAS et al, 2001), mas também pela
capacidade do animal discriminar do ponto de vista exploratério areas com menor
ou maior nivel de luminosidade, fazendo com que o0s animais ndo so evitem
explorar os bracos abertos, como também as areas mais iluminadas do LCE.
(PEREIRA et al, 2005).

O modelo do LCE, durante as duas ultimas décadas, vem sendo validado
constantemente do ponto de vista etologico (LISTER, 1990), fisioldégico e
farmacolégico (PELLOW et al, 1985). A validagcdo comportamental € demonstrada

quando os animais, durante a exploracdo ao LCE, demonstram comportamentos
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caracteristicos de medo, tais como congelamento e avaliacdo de risco (RODGERS
et al, 1997), exibindo preferéncia em explorar as areas delimitadas pelos bragos
fechados (PELLOW et al, 1985).

Do ponto de vista fisioldgico, a validagdo da-se pelo aumento dos niveis
plasmaticos circulantes de corticosterona em animais confinados nos bragos
abertos em comparagao aos animais confinados nos bragos fechados. (PELLOW
et al, 1985), bem como aumento da glicemia (GHIZONI et al, 2006).

A validagcdo farmacologica é resultado de estudos farmacoldgicos que
demonstram o0 aumento da exploragdo dos bracos abertos quando sao
administradas drogas ansioliticas, representada pelas variaveis aumento do
numero de entrada nos bracos abertos e aumento no tempo de exploragdo dos
bracos abertos, sendo que drogas ansiogénicas reduzem estas variaveis
(PELLLOW et al, 1985).

O LCE é um modelo bastante difundido por seu baixo custo e facilidade de
execucao experimental; € rapido, simples e de baixo custo, além disso, n&o
oferece estimulos aversivos ao animal, ndo ocorrendo choques elétricos ou
privacdo de agua/alimento e sim estimulos incondicionados de medo como
novidade e espacos abertos. (PELLOW et al, 1985; RODGERS et al, 1997).

Drogas ansioliticas aumentam a exploragdo dos bragos abertos, enquanto
drogas ansiogénicas diminuem a exploragdo neste tipo de brago (PELLOW et al,
1985), entretanto, mudangas qualitativas no estado emocional geradas pela
exposicao ao LCE podem alterar a eficacia de algumas drogas ansioliticas. Um
exemplo ja descrito € o fendbmeno denominado “one ftrial tolerance”, onde os
benzodiazepinicos sao inefetivos em ratos e camundongos com experiéncia prévia
ao LCE (LISTER, 1987; FILE, 1990). A auséncia do efeito ansiolitico ocorreria
devido a alteracdo da natureza da ansiedade gerada apds a primeira exposigao,
ocorrendo na segunda exposicdo a expressdo de um medo especifico ou uma
fobia adquirida, insensivel aos benzodiazepinicos. (FILE & ZANGROSSI, 1993).

O paradigma do labirinto em cruz elevado tem sido um modelo animal
bastante utilizado desde seu estabelecimento na década de 80, entretanto,
algumas incorporagdes foram adicionadas ao modelo no decorrer destas duas
décadas, como a analise minuto a minuto das variaveis comportamentais
analisadas em camundongos (RODGERS et al, 1996) e em ratos (ROSA et al,

2000) e a incorporagao de uma segunda exposicao (paradigma 12/22 exposicao).
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Tanto a andlise minuto a minuto quanto o paradigma E1/E2 tornaram-se
ferramentas importantes para a avaliacdo do aprendizado emocional no LCE.

A analise “minuto a minuto” das variaveis comportamentais e etolégicas nos
possibilita a obtencdo de informagdes a cerca do padrdo comportamental de
animais expostos ao LCE no decorrer de uma mesma exposicdo. Tem sido
demonstrado que o padrdao comportamental dos animais expostos ao LCE altera-
se no decorrer da sessdo em camundongos (HOLMES & RODGERS, 1998) e em
ratos (ROSA, 2000); (PEREIRA et al, 2005), com a diminuicdo da exploragdo dos
bracos abertos no decorrer do tempo de exposic¢ao.

Portanto, os dados da literatura indicam ocorréncia de padrdes
comportamentais distintos entre o inicio e o término da exposi¢cdo ao LCE, o que é
indicativo da ocorréncia de alteracdo comportamental induzida pela experiéncia
prévia, ou seja, aprendizagem.

Dados da literatura relatam o aumento da esquiva dos bracos abertos
quando da re-exposigao do animal ao LCE (paradigma E1/E2) (TREIT et al, 1993),
provavelmente devido ao aprendizado prévio, ocorrido na primeira exposi¢cao. A
existéncia de dois ambientes conflitantes (aberto/fechado), possivelmente seja o
principal elemento desencadeante da aquisicao de esquiva dos bragos abertos no
LCE. (PEREIRA et al, 2005; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000). O paradigma
Exposigao1/ Exposi¢cado 2, no LCE, baseia-se em expor o animal duas vezes ao
LCE, possibilitando a avaliacdo da experiéncia prévia sobre o comportamento
futuro. Sendo assim, o LCE também serve como objeto de estudo da
emocionalidade relacionada com aprendizado e memoria (CAROBREZ et al.,
2001).

Desta forma, dados prévios da literatura relatam que ndo so6 o
comportamento de aquisigdo de esquiva dos bragos abertos em um dado minuto
da primeira exposi¢ao € influenciado pelo minuto anterior, mas também que o
comportamento de esquiva na segunda exposigao é determinado pela experiéncia
anterior ao LCE.

A experiéncia emocional é capaz de promover a ativagcdo da amigdala
(RICHTER-LEVIN & AKIRAV, 2003); a ativagdo da amigdala sinaliza para outras
estruturas encefalicas, promovendo a indicacido que existe a ocorréncia de uma
experiéncia emocional, devendo esta ser armazenada e consolidada (MCGAUGH
et al, 2002; RICHTER-LEVIN E AKIRAV, 2003).
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Desta forma, a participagdo de horménios associados ao estresse, liberados
durante uma experiéncia emocional, € capaz de promover a ativagao da amigdala
basolateral, resultando em faciltacdo da memoria (MCGAUGH, 2000) e
consequente aprendizado emocional. Além disso, a exposi¢ao de ratos ao LCE
induz hiperglicemia nos animais (GHIZONI et al, 2006). Assim & possivel que a

elevacao glicEmica possa modular a aprendizagem emocional no LCE.
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1. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo Geral:

Avaliar o processo de aquisi¢gdo de esquiva dos bragos abertos em ratos
submetidos ao paradigma E1/E2 no labirinto em cruz elevado (LCE) sob

privagao central de glicose ou submetidos a vagotomia.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Avaliar o processo de aquisicao de esquiva dos bragos abertos no
paradigma E1/E2 no LCE em ratos submetidos a injecao intracerebroventricular

de 2-Desoxi -D-glicose (2-DG), previamente a 12 exposicao.

2.2.2 Avaliar o processo de aquisicdo de esquiva dos bragos abertos no
paradigma E1/E2 no LCE em ratos submetidos a injecao intracerebroventricular

de estreptozotocina (STZ) previamente a 12 exposigéo.

2.2.3 Avaliar o processo de aquisi¢ao de esquiva no paradigma E1/E2 no LCE

em ratos submetidos previamente a vagotomia bilateral subdiafragmatica.
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3. Materiais e Métodos:

3.1 Animais:

Foram utilizados ratos wistar machos com aproximadamente dois meses de
idade, pesando entre 250-350g, totalizando 68 animais. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC
e transportados até o laboratério de neurobiologia do departamento de ciéncias
fisiologicas da referida universidade. Os animais foram separados em grupos de 5
animais por caixa de polipropileno (49 X34 X 16 cm), forradas com serragem com
livre acesso a agua e ragao padrao. A temperatura foi mantida em 25 + 2°C, com
um ciclo claro/escuro de 12 horas (6h-18h). Os animais foram manipulados apenas
para limpeza das caixas (a cada 48 horas), pesagem e administragdo de drogas.
Os experimentos foram realizados no periodo vespertino (13h — 17h) com o
observador fora da sala de experimentagéo.

O protocolo experimental estabelecido foi aprovado pelo Comité de ética e

experimentacao animal da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

3.2 Drogas:

As drogas utilizadas para experimentacdo (2-DG e STZ) foram dissolvidas
em solucdo salina (0,9%), nas seguintes concentragdes: 2-DG (10umol/10puL);
(20pumol/10puL); STZ (1 uymol/10uL - 2.2 mg/kg); (2 pmol/10uL — 4.4 mg/kg).

Os anestésicos utilizados para a realizagdo do procedimento cirurgico foram
ketamina e xilazina, nas doses de 0,16 mL/100 g e 0,06 mL/100g, respectivamente,

sendo os animais anestesiados por via intraperitonial (IP).
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3.3 Canulagéo:

Os animais utilizados para a avaliagao da neuroglicoprivagédo (n=53) através da
utilizagao de analogos da glicose (2-DG e estreptozotocina) foram submetidos a
cirurgia estereotaxica, visando atingir o ventriculo lateral, com coordenadas
descritas por Paxinos e Watson (1986).

Os animais submetidos a cirurgia estereotaxica foram anestesiados com
solugdo de Ketamina (0,17mL/100g) e Xilazina (0,06mL/100g), via intraperitonial.
Em seguida, os animais foram adaptados ao aparelho estereotaxico tendo a
cabeca fixada por intermédio de barras posicionadas no conduto auditivo e presilha
dental. Previamente a incisdo no escalpo, procedeu-se a inje¢do subcutanea do
anestésico local lidocaina (0,4 mL). Apds a assepsia com solugao de alcool iodado,
uma incisdo longitudinal foi realizada no escalpo, de forma a expor a calota
craniana. Esta porcao exposta da calota craniana foi raspada e seca, visando a
adesdo da solucao acrilica. Em seguida foi marcada a posi¢ao para perfuragéo e
implantacado da canula guia, confeccionada a partir de agulhas hipodérmicas (23G).
Posteriormente, foi feito um orificio de aproximadamente 0,5 mm de diametro, com
auxilio de uma broca esférica de uso odontolégico. A seguir procedeu-se a
implantagdo da cénula- guia de 13mm de comprimento nas seguintes
coordenadas: 0,8 mm posterior ao bregma, 1,5 mm lateral ao bregma e 3mm de
profundidade (PAXINOS E WATSON, 1986).

Decorrido um periodo de recuperagdo pos-cirurgico de sete dias, apos a
canulacao ICV, o animal foi levado a experimentacéo, através da administracéo via
ICV das drogas citadas no item 3.2, com auxilio de uma micro seringa Hamilton de
10uL, acoplada a uma agulha injetora de 14mm de comprimento introduzida na
canula guia. O fluxo de injegao foi de aproximadamente 2 a 3 uL/min.

Logo apds o termino da aplicagdo da droga, o animal foi imediatamente levado

ao labirinto em cruz elevado (LCE).
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3.4 Vagotomia:

Para a realizagdo da vagotomia, os animais (n=15), foram anestesiados com
Ketamina (0,17mL/100g) e Xilazina (0,06mL/100g), via Intraperitonial (IP), sendo
posteriormente colocados em decubito dorsal, sobre uma prancha cirurgica.
Posteriormente procedeu-se a retirada dos pélos do animal, digitalmente,
realizando-se a anti-sepsia do campo cirurgico com a utilizagcdo de PVPI (polivinil
pirrolidona-iodo). Foi feita, entdo, uma diérese de aproximadamente 4 cm na linha
mediana do abdome, seccionando o couro e a linha alba do animal, visando atingir
a cavidade abdominal. Apds a identificagdo dos nervos vago, estes foram
seccionados, mantendo-se um afastamento de 01 cm entre o coto proximal e
distal.

Posteriormente foi feita a sutura da incis&o, primeiramente no plano muscular
— que é realizada por pontos continuos simples utilizando-se fio Prolene 5.0 — e,
em seguida, no plano do couro — com a realizagado de pontos descontinuos com fio
de algodao 0.0.

Os animais submetidos a vagotomia, apdés um periodo de recuperagao pos-
cirurgico de 28 dias, foram submetidos ao LCE, como descrito no item 3.6.2. O
periodo de 28 dias visa confirmar o sucesso da vagotomia, através do
acompanhamento do ganho de peso dos animais no periodo pdés-cirargico
(LEONHARDT et al, 2004).
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3.5 Labirinto em Cruz Elevado (LCE):

O LCE ¢ constituido de duas passarelas de madeira, dispostas
perpendicularmente, formando assim uma cruz simétrica (quatro bragos de 50 cm
de comprimento por 10 cm de largura). Dois bragos opostos sdo fechados por
laterais de 40 cm de altura (vidro fumé), enquanto os bragos restantes séo abertos
e circundados apenas por uma borda de 1cm de acrilico transparente. Na juncao
entre os bracos delimita-se uma area central de 10 x 10cm?. O labirinto como um
todo € elevado 50cm do solo. Quatro lampadas fluorescentes (15W cada),
dispostas igualmente em forma de cruz, 100 cm acima do labirinto foram utilizadas
como unica fonte de iluminacdo do experimento, apresentando os seguintes
indices de luminosidade: bracos abertos = 336 lux, bragos fechados= 240 lux,
quadrado central= 382 lux.

As sessdes experimentais foram gravadas com o auxilio de webcam, sendo
as variaveis posteriormente transcritas com o auxilio do Programa Etholog 2.25%.
(OTTONI, 2000)

As variaveis comportamentais analisadas foram espaciais/temporais (SETEM et
al, 1999). As variaveis espaciais/temporais sao representadas pela porcentagem
de entradas nos bragos abertos (% EA), porcentagem de tempo de permanéncia
nos bragos abertos (% TA), numero de entradas nos bragos fechados (EF) e
numero de entradas nos bragos abertos (EA) (PELLOW ET AL, 1985). O critério de
definicdo de entrada e saida de braco foi a colocagao das quatro patas do animal
dentro e fora de um braco, respectivamente.

A analise das variaveis espaciais/ temporais foi realizada, considerando-se o
tempo total da sessao (5 min.). As sessdes foram realizadas com intervalo de 24h
entre a primeira e a segunda exposi¢cao e teve inicio com a cuidadosa colocagéo
do animal no centro do labirinto, voltado para um dos bracos fechados, para livre
exploracdao. Com a finalidade de evitar pistas odoriferas, apds cada animal exposto
ao LCE, este foi limpo com tecido umedecido em uma solugao de alcool 20%. A
eventual queda de um animal do labirinto implicou necessariamente na excluséo

do mesmo.
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3.6 Procedimentos

3.6.1 Procedimento 1: (Administracdo ICV das drogas em estudo)

Decorrido um periodo de sete dias apds a implantagcdo da canula, visando a
recuperacao cirurgica do animal, estes foram submetido a administragao ICV de 2-
DG ou STZ, sendo subdivididos nos seguintes grupos: sal. 0,9% (n=15); 2-DG 10
(n=9); 2-DG 20 (n=8); STZ 2.2 (n=8) e STZ 4.4 (n=13) a fim de receberem as
drogas em estudo, previamente a E1, com um fluxo de aproximadamente 3
mL/min, sendo imediatamente apds expostos ao LCE. O tempo de exposicdo dos
animais ao LCE foi de cinco minutos, sendo estes colocados cuidadosamente no
quadrado central do labirinto, com a face voltada para um dos bracos fechados
para livre exploracdo. Apds decorrido este periodo os animais foram retirados do
LCE e levados a sua caixa de origem, junto ao biotério do laboratério de
neurobiologia. Decorrido um periodo de 24h apds a primeira exposi¢ao, 0s animais
foram levados novamente ao LCE (re-expostos), sem a administracdo de drogas.

Com a finalidade de evitar pistas odoriferas, apés cada animal ser exposto ao
LCE, este foi limpo com tecido umedecido em alcool 20%. A eventual queda de um
animal do labirinto implicou necessariamente na exclusdo do mesmo do

experimento.

3.6.2 Procedimento 2: (Vagotomia bilateral):

Os animais submetidos a vagotomia, conforme descrito no item 3.4, apds um
periodo de recuperagdo pos-cirurgico de 28 dias, foram submetidos ao LCE,
levados a explorar o labirinto por um periodo de 5 minutos, sendo logo apds
retirados do LCE e colocados em sua caixa de origem, junto ao biotério do
laboratério de neurobiologia. Decorrido um intervalo de 24h apds a primeira
exposi¢cao, o animais foram levados novamente ao LCE (re-expostos), sendo as
variaveis comportamentais anteriormente citadas, novamente analisadas.

Com a finalidade de evitar pistas odoriferas, apés cada animal ser exposto ao

LCE, este foi limpo com tecido umedecido em alcool 20%. A eventual queda de um
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animal do labirinto implicou necessariamente na exclusdo do mesmo do

experimento

3.7. Coleta, transcricao e organizacéo dos dados:

As variaveis dependentes analisadas forma representadas pela porcentagem
de entrada dos bragos (%EA), porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos (%TA), numero de entrada nos bragos abertos (EA) e numero de entrada
nos bragos fechados (EF). O critério de definicdo de entrada e saida de cada brago
foi a colocacdo das quatro patas do animal dentro e fora de um braco,
respectivamente. A variavel % EA foi calculada através da formula (EA/ EA+EF) x
100. A variavel %TA foi calculada através da formula (Ta/Tt) x 100, sendo TA o
tempo de permanéncia nos bragos abertos e Tt o tempo total da sessédo (5
minutos).

Nos experimentos 1 e 2, visando avaliar a aquisicdo de esquiva dos bracos
abertos, as variaveis independentes relacionadas para analise foram: “exposi¢ao”
(primeira e segunda exposigao ao LCE) e “droga” (tratamento com 2-DG ou STZ).

As sessdes experimentais foram gravadas com o auxilio de webcam, sendo as
variaveis dependentes posteriormente analisadas com o auxilio do software
Etholog 2.25 (OTTONI, 2000).

3.8. Andlise Estatistica:

Os dados foram analisados por analise de variancia de duas vias — ANOVA -
(Fator 1: tratamento com droga ou vagotomia e fator 2: Exposicdo ao LCE),
seguida do teste de Duncan para multiplas comparagdes. Apenas valores de

probabilidade menores que 5% foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS:

Tabela 1.

Resultados do teste ANOVA de duas vias apds andlise dos animais
expostos por 5 minutos ao LCE indicando os efeitos principais e interacbes entre
0s grupos tratados com sal. 0,9%; 2-DG 10; 2-DG 20; 2-DG 40; STZ2.2e STZ 4.4

Variavel Droga Exposicgao Droga X Exposicéo
% Entrada Aberto Fa,06= 6,18; p<0,05 F1906= 55,94 p<0,05 Fa06=2,25; NS
% Tempo Aberto Fa06= 8,02; p<0,05 F106= 35,72; p<0,05 Fa06= 3,14; p<0,05
Entrada Aberto F406= 10,95; p<0,05 F1.96= 49,88; p<0,05 F196= 5,76; p<0,05
Total entradas fechado | F496= 2,27; NS F106= 8,37; p<0,05 F406=1,40; NS

Os ratos foram submetidos ao paradigma do labirinto em cruz elevado, com

24h de intervalo entre a primeira e a segunda exposi¢ao.

De acordo com a tabela 1, o teste ANOVA, seguido de Duncan, revela
efeito significante no fator Droga, com relagdo a variavel %EA (p<0,05) no grupo
controle (sal. 0,9%) quando comparado ao grupo 2-DG 10 na 12 exposigdo ao
LCE.

O teste de Duncan também revelou efeito significante no fator exposigéo,
nos grupos controle (sal. 0,9%), 2-DG 10, 2-DG 20 e STZ 2.2, quando comparada
a 2% com a 12 exposicéo ao LCE. (Figura 5A)

Néao foi observado efeito significante no fator Droga X Exposigdo, quando
considerada a variavel %EA.

Com relagdo a %TA, o teste de Duncan revelou significancia entre os
fatores Droga (p<0,05), quando comparado o grupo controle (sal. 0,9%) e 2-DG 10
na 12 exposicdo ao LCE; Exposi¢cédo (p<0,05), quando comparada a 2 com a 12
exposi¢ao no grupo 2-DG 10; e Droga X Exposigao (p<0,05). (Figura 5B)

Ja em relacdo a EA, foi verificada significancia no fator Droga (p<0,05) no
grupo 2-DG 10 quando comparado ao grupo controle (sal. 0,9%) na 12 exposi¢ao;
exposi¢cao (p<0,05) quando comparada a 2% com a 12 exposigcdo nos grupos
controle (sal 0,9%), 2DG-10 e STZ 2.2. e droga X Exposi¢ao (p<0,05). (Figura 6A)
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Com relagao a variavel EF, Duncan verificou significancia apenas no fator
exposicao (p<0,05), no grupo STZ 2.2; nao foi verificada significancia estatistica

no fator Droga e Droga X Exposigao. (Figura 6B).

Tabela 2

Resultados do teste ANOVA de duas vias apés analise de animais expostos

por cinco minutos ao LCE indicando as principais interagdes entre os grupos

vagotomizados e sham operados.

Variavel Grupo Exposicéo Grupo X Exposicao

% Entrada Aberto

F1,26=0,74; NS

F1,26= 13,80;p<0,05

F1,26= 5,99; p<0,05

% Tempo Aberto

F1,26=0,25; NS

F1,26= 10,30;p<0,05

F1,26=1,98; NS

Entrada Aberto

F1,26=1,30; NS

F1,26= 11,20;p<0,05

F1,26=5,21; p<0,05

Total entradas F1,26=0,004; NS F1,26=0,23; NS F1,26=0,004; NS

fechado

Os ratos foram submetidos ao paradigma do labirinto em cruz elevado, com

24h de intervalo entre a primeira e a segunda exposic¢ao.

De acordo com a tabela 2, o teste Duncan revela significaAncia no fator
Exposig¢ao (p<0,05) quando comparada a 22 com a 12 exposi¢ao no grupo sham-
operado, quando se considera a variavel %EA. (Figura 7A)

Duncan também revelou significancia (p<0,05) no fator Droga X Exposi¢céo
(p<0,05), considerando-se a variavel %EA.

Nao foi evidenciada significancia estatistica no fator Grupo, quando
considerada a variavel %EA.

Com relagéo a variavel %TA, verificou-se significancia estatistica, de acordo
com Duncan, no fator Exposi¢cdo (p<0,05), quando comparada a 2% com a 12
exposi¢cao nos animais sham-operados. (grafico 7B)

Nao houve significancia estatistica nos fatores Grupo e Grupo X Exposicao,

quando considerada a variavel %TA.
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A variavel EA revela significAncia, quando considerado o fator Exposi¢cao
(p<0,05) no grupo sham-operado. (Figura 8A).

Também se observou significancia no fator Grupo X Exposi¢éo (p<0,05).

Nao foi observada significancia estatistica no fator Grupo.

Com relagao a variavel EF, ndo se observou significancia tanto no fator

Grupo, Exposicao, como no fator Grupo X Exposicao. (Figura 8B).

Tabela 3:

Resultados do teste ANOVA de duas vias apés analise de animais expostos
por cinco minutos ao LCE indicando as principais interagdes entre os grupos
vagotomizados e sham operados com relagdo ao peso corporal pelo periodo de 4

semanas apos cirurgia.

Grupo Tempo Grupo X Tempo

Variavel

Peso corporal Fi15.= 14,31; p<0,05 F352= 24,71 p<0,05 F35,=0,5781; NS

Os ratos foram submetidos ao paradigma do labirinto em cruz elevado, com
24h de intervalo entre a primeira e a segunda exposic¢ao.

De acordo com a tabela 3, o teste ANOVA seguido de Duncan, revela efeito
significante nos fatores Grupo entre animais sham-operados e vagotomizados e

Tempo (tempo decorrido apés cirurgia), mas nao entre Grupo X Tempo. (Figura 9).
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Figura 5:
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Figura 5.A. Porcentagem de entrada nos bragos abertos em ratos submetidos a
injegdo ICV de 2-DG e STZ. A 2° exposigao (E2) foi realizada 24h apos a 1° (E1).
B. Porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos em ratos
submetidos a inje¢ao ICV de 2-DG e STZ. A 2° exposigao (E2) foi realizada 24h
apos a 1° (E1). Cada coluna representa a média + erro padrao da média. * p<0,05
em relacdo a E1. # p<0,05 em relagao ao controle (sal 0,9%). (ANOVA seguido do

teste Duncan para multiplas comparagodes).
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Na figura 5.A, verificou-se a diminuicdo na porcentagem de entrada dos
bragos abertos nos grupos controle (sal 0,9%); 2DG-10; 2DG-20 e STZ 2.2, na
segunda exposicdo (E2), em relagdo a primeira (E1), ndo observando-se a
diminuicdo na porcentagem de entrada dos bragos abertos no grupo STZ 4 4.

A diminuicao da %EA no grupo controle (sal 0,9%); 2DG-10; 2DG-20 e STZ
2.2, sugere a ocorréncia de aprendizado emocional. A nao ocorréncia de
significancia estatistica entre E1/E2 no grupo STZ 4.4, sugere a ndo ocorréncia de
aprendizado de cunho emocional.

Também foi observado aumento na %EA nos bragos abertos no grupo 2-
DG 10, em relagdo ao grupo controle na primeira exposi¢ao (E1), o que é
indicativo de acao ansiolitica da referida droga, no dose de 10umol/10uL.

Na fig. 5.B, observou-se a diminuicdo na porcentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos no grupo 2DG-10, comparando-se a E2 em
relagdo a E1, sugerindo aprendizado emocional; entretanto observou-se também,
como citado anteriormente, aumento na %EA nos bragos abertos no grupo 2DG-
10 em relagdo ao grupo controle na primeira exposi¢do (E1), sugerindo acéo

ansiolitica desta droga, na dose de 10umol/10uL.
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Figura 6:
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Figura 6. A. Numero total de entrada nos bragos abertos em ratos submetidos a
injegdo ICV de 2-DG e STZ. A 22 exposicéo (E2) foi realizada 24h apo6s a 12 (E1).
B. N° entrada nos bragos fechados. A 2° exposi¢cao (E2) foi realizada 24h apds a
1° (E1). Cada coluna representa a média + erro padrdo da média. # p<0,05 em

relagdo a E1. (ANOVA seguido do teste Duncan para multiplas comparagoées).
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Na figura 6A, observou-se a diminuicdo no numero de entrada nos bragos
abertos (EA), nos animais pertencentes aos grupos controle (sal. 0,9%); 2DG-10 e
STZ 2.2, quando analisado E2 em relagéo a E1.

Esta diminuigdo no numero total de entradas nos bragos abertos (EA) nos
grupos citados, quando analisado o paradigma E1/E2, sugere a ocorréncia de
aprendizado emocional.

Nao foi verificada a diminuicdo no numero total de entradas nos bracos
abertos (EA) nos demais grupos, sugerindo a ndo ocorréncia de aprendizado.

A figura 6.B, demonstra que ndo houve alteracdo no numero de entradas
nos bragos fechados de qualquer grupo em relagdo ao grupo controle (sal 0,9%), o
que indica ndo haver alteracdo locomotora nos animais submetidos ao LCE no
paradigma E1/E2.

Foi observada diminuicdo no numero de entradas nos bracos fechados
entre E1/E2 no grupo STZ 2.2.
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Figura 7:
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Figura 7. A. Porcentagem de entrada nos bragos abertos de ratos sham-
operados e submetidos a vagotomia bilateral no paradigma E1/E2 no LCE. B.
Porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos de ratos sham-
operados e submetidos a vagotomia bilateral no paradigma E1/E2 no LCE. C.
Porcentagem de encurtamento (A shortening) - porcentagem de encurtamento -
valor dado através da seguinte formula: %E1/%E2 na %EA = %EA (E1) - %EA
(E2) X 100% / %EA (E1); de maneira semelhante foi calculado o A shortening
relacionado a %TA O grafico representa a % encurtamento E1/E2 com relagao a
%entrada nos bragos abertos e % tempo nos bragos abertos no paradigma E1/E2,
demonstrado na forma de coluna. Os animais foram submetidos ao LCE quatro
semanas apos cirurgia. Cada coluna representa a média + erro padréo da média. *
p< 0,05 relativo a E1. # p<0,05 relativo ao grupo sham-operado. ANOVA seguido

do teste Duncan para multiplas comparacoées)
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Na figura 7.A, verificou-se alteracdo na %EA dos animais sham-operados,
quando comparada a E2 em relagdo a E1, o que sugere a ocorréncia de
aprendizado emocional, nos animais onde ndo foi realizada vagotomia
subdiafragmatica bilateral.

Nao foi observada diminuicdo na %EA nos animais vagotomizados no
paradigma E1/E2, sugerindo a participagdo do nervo vago em processos de
aprendizagem emocional.

Na figura 7.B, observou-se diminuicdo na %TA dos animais sham-operados
submetidos ao paradigma E1/E2, sugerindo a ocorréncia de aprendizado dos
animais pertencentes a este grupo.

Nao foi observada alteragdo na %TA dos animais vagotomizados quando
comparada E2 em relagdo a E1, ndo ocorrendo aprendizado destes animais.

A figura 7.C, demonstra a diminuicdo da % encurtamento dos animais
vagotomizados em relagdo aos animais sham-operados, quando analisadas as
variaveis %EA e %TA, o que sugere prejuizo em processos de aprendizagem

emocional nos animais vagotomizados.
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Figura 8:

T

, , , , , , , ,
© < N O 0O © < «

- - —

solJege sodelq sou sepeJjug

o

E2

E1

T
L

, T , T T T T ,
© I N O oo © <
~

A e

sopeyoa) sodeiq Sou sepesjug

,
o

E2

E1




47

Figura 8. A. Numero de entrada nos bracos abertos em ratos submetidos a
vagotomia. Os animais foram vagotomizados ou sham-operados e quatro
semanas apos foram submetidos ao paradigma E1/E2. B. Numero de entrada nos
bracos fechados em ratos submetidos a vagotomia. Os animais foram
vagotomizados ou sham-operados e quatro semanas apds foram submetidos ao
paradigma E1/E2. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média. * p<
0,05 relativo a E1 (ANOVA seguido do teste de Duncan para multiplas

comparagdes).

A figura 8.A demonstra a diminuicdo da EA dos animais sham-operados, no
paradigma E1/E2, sugerindo a participacdo do nervo vago em processos
associados a aprendizagem.

Nao foi verificada alteragao na EA dos animais vagotomizados, o que indica
a nao ocorréncia de aprendizado emocional.

A figura 8.B, demonstra n&o haver alteragées na EF de ambos os grupos,
tanto na analise E1/E2, quanto entre grupos, o que sugere a nao ocorréncia de

prejuizo de ordem locomotora aos animais submetidos a ambos os tratamentos.
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Figura 9. Decréscimo de ganho de peso de corporal em animais submetidos a
vagotomia. Os animais foram vagotomizados ou sham-operados e o ganho de
peso corporal foi avaliado ao longo de um periodo de 4 semanas. Cada coluna
representa a média da porcentagem de ganho de peso % erro padrdo da meédia. *
p< 0,05 relativo a primeira semana. # p< 0,05 relativo ao grupo sham-operado.

(ANOVA seguido do teste de Duncan para multiplas comparacoes).

A figura 9 demonstra a alteragdo no ganho de peso corporal (%) em animais
sham-operados e vagotomizados, acompanhados por um periodo de 4 semanas
pds-cirurgico, quando comparados a primeira semana pos cirurgia.

A figura também demonstra alteragdes significativas quando efetua-se a
comparagao entre animais dos dois grupos (sham-operados e vagotomizados),
dentro as mesma semana pos cirurgia.

Verifica-se a alteragdo na % ganho de peso corporal entre animais sham
operados na segunda, terceira e quarta semana pos cirurgia, quando comparados
ao mesmo grupo na primeira semana pos cirugia.

Observou-se alteragdes entre os grupos sham-operados e vagotomizados

na segunda, terceira e quarta semana pos cirurgia.
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5. Discussao:

O labirinto em cruz elevado ¢é um modelo animal, largamente utilizado no
estudo da ansiedade (HANDLEY & MITHANI, 1984). Atualmente o LCE vem sendo
utilizado com o intuito de estudar-se questdes referentes a aprendizado e memoaria,
utilizando-se a aquisicdo de esquiva dos bracos abertos, como ferramenta de
avaliagao de aquisicdo de memoria emocional. (GHIZONI et al, 2006).

A exposicdo do animal ao paradigma E1/E2, constitui-se em ferramenta
importante para a avaliagdo de memodria emocional adquirida na ocorréncia da
primeira exposi¢cao e evocada na exposi¢ao subsequente, pois a aprendizagem no
LCE envolve memoria espacial e emocional em roedores. A memdéria espacial
relaciona-se com a identificagdo dos ambientes distintos que compdem o labirinto
(bragos abertos e fechados), enquanto a memoria emocional relaciona-se com a
identificacdo de areas potencialmente perigosas no labirinto, mais especificamente
os bracos abertos geradores de medo no animal (DAL-COL et al, 2003).

Esta memodria emocional € avaliada através da interpretagdo das variaveis
comportamentais anteriormente citadas (%EA, %TA e EA) as quais correlacionam-
se inversamente com o nivel de ansiedade. Esta ansiedade participa da formagao
da memodria de cunho emocional (MATHEWS, 1990).

A ansiedade caracteriza-se por possuir componentes anteriormente
apreendidos e posteriormente evocados, quando ocorre a re-exposicao a estes
fatores, logo, a compreensao dos processos envolvidos na aquisicdo de memoria é
de fundamental importancia para a compreensdo do mecanismo gerador da
ansiedade (MATHEWS 1990).

Sendo assim, o processo de aquisicdo de esquiva evidencia-se quando na
segunda exposigao ocorre uma diminuicdo das variaveis comportamentais citadas
(TREIT et al, 1993).

Desta forma, a utilizacdo do referido modelo (LCE), vem cada vez mais
sendo citada em trabalhos especificos de aprendizado e memoaria, uma vez que
constitui-se em um modelo onde n&o sao gerados estimulos aversivos ao animal.
(DAWSON & TRICLEBANK, 1995).
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A glicose, principal fonte energética para o SNC (PARDRIDGE, 1983),
participa ativamente da modulagdo de processos relacionados ao aprendizado e
memoria (MESSIER, 2004); sendo assim, a ocorréncia de glicoprivagao ao nivel
central sugere alteragdes na aquisicdo de esquiva dos bragos abertos, quando
utiliza-se como modelo emocional o LCE (aprendizado emocional).

A concentragdo glicémica no meio extracelular diferencia-se em
aproximadamente 20-30% da concentracdo glicémica sanguinea (MESSIER,
2004), esta relacdo assimétrica entre a concentracdo de glicose do meio
sanguineo e dentro do cérebro é de fundamental importancia para a distribuigao
dos transportadores de glicose do tipo 1 (GLUT 1), pois a diferenca de
concentracdo entre o lado vascular das células endoteliais da barreira
hematoencefalica e o lado cerebral destas células resulta em um gradiente que
facilita a entrada de glicose para o cérebro. (MESSIER, 2004).

Experimentos descritos na literatura, realizados com animais expostos ao
LCE, demonstram um aumento na captagdo de glicose hipocampal em torno de
20-30%, quando comparada com os niveis sanguineos, logo, a glicose participa
ativamente de processos cognitivos relacionados ao aprendizado e memoria
(MCNAY & GOLD, 2002).

No experimento onde se realizou a injegao de ICV de 2-DG com o objetivo
de promover-se privagdao de glicose em nivel central, verificou-se a aquisicdo de
esquiva dos animais controle (sal 0,9%) e 2-DG 10 pmol/10 pL e 20 ymol/10 uL,
quando considerada a variavel % EA. Além disso, também verificou-se efeito do
tipo ansiolitico na primeira exposi¢ao dos animais que receberam injecao ICV de 2-
DG 10 ymol/10 pL.

Dados da literatura relatam a aquisicao de esquiva dos bragos abertos em
animais tratados com sol. sal 0,9% (animais controle) (PELLOW et al, 1985;
BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000; PEREIRA et al, 2005). Sendo assim, nossos
dados corroboram dados prévios da literatura evidenciando a aquisicdo de esquiva
dos bragos abertos no LCE em animais que foram submetidos a tratamento com
solugao sal. 0,9%.

No mesmo experimento, a analise da variavel % TA dos animais expostos
ao LCE, demonstra a aquisicdo de esquiva dos bragos abertos na dose de 2-DG
10 ymol/10pL, entretanto ndo ha redugao estatisticamente significativa na %TA nos

animais expostos ao LCE na dose de 2-DG 20umol/10uL, logo, novamente sugere-



51

se a prejuizo na aquisicao de esquiva dos bragos abertos na dose de 2-DG 20
Mmol/10uL, propondo a participagdo da glicose, nesta dose, em processos
cognitivos associados ao aprendizado emocional.

Dados prévios da literatura revelam a agédo central da glicose agindo de
forma a facilitar a memdéria de maneira dose-dependente (WHITE, 1991; KOPF &
BARATTI, 1996; RODRIGUEZ et al, 1994; MESSIER & DESTRADE, 1988) em
animais experimentais, desta forma, verifica-se que o aumento da dose do analogo
glicémico metabolicamente inativo 2-DG é capaz de promover prejuizo na
aquisicdo de memoria emocional, evidenciando a participagdo da glicose em
processos cognitivos.

Como a glicose age de maneira dose dependente (MESSIER, 2004), o
efeito promovido pela privagdo de glicose, destaca-se na dose de 20umol/10uL,
nao sendo este efeito observado na dose menor 10 umol/10uL, sendo assim,
nossos dados vao ao encontro dos descritos pela literatura.

A glicose também exerce participagdo em processos cognitivos, de acordo
com evidencias descritas pela literatura, na forma de uma curva dose-efeito em
forma de “U” invertido (GOLD, 1995; MCNAY & GOLD, 2002), logo doses menores
nao sao capazes de propiciar os efeitos de aumento de memadria esperados, bem
como doses maiores; consequentemente existem doses ideais para a observagcao
de efeitos relacionados com a facilitagdo da memoaria.

Quando administrada sistemicamente a roedores, a glicose geralmente
aumenta o desempenho da memodria na forma de uma curva dose resposta em U
invertido (GOLD, 1995). Estudos em humanos idosos e com déficit cognitivo, onde
foi usada a administragdo oral de (glicose, tem mostrado resultados
complementares com a glicose também apresentando uma curva dose resposta
em forma de U invertido e melhorando a memaéria em uma série de testes (MCNAY
& SHERWIN, 2004).

O efeito ansiolitico observado na E1, quando realizada a analise da % EA no
LCE, no grupo 2-DG, repete-se quando realizada a analise da % TA neste grupo.

Nao ha evidéncias prévias na literatura da ocorréncia de efeitos do tipo
ansiolitico na E1 quando da utilizagdo de glicose ou analogos via ICV no teste do
LCE.

Este efeito pode dar-se devido justamente a participacdo da glicose em

processos cognitivos que suportam ao animal a compreensdao do ambiente
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aversivo em que se encontra; uma vez que este aporte de glicose nao é fornecido
de maneira suficiente, o animal tem seu processo cognitivo prejudicado, ndo sendo
capaz de avaliar corretamente o ambiente, consequentemente ndo adquirindo
esquiva dos bragos abertos na 12 exposicao (efeito ansiolitico).

Entretanto este efeito do tipo ansiolitico nado foi verificado na dose de 2-DG
20 pymol/10 pL.

Vale ressaltar que o animal possui a capacidade de processar estimulos e
contextos fisicos e compara-los com expectativas formadas a partir de informacdes
armazenadas na memoria. Estas experiéncias prévias sao fundamentais para a
detecgcdo e avaliagdo de uma nova situacdo como potencialmente perigosa e
orienta a escolha de uma estratégia comportamental a ser adotada para fugir ou
evitar uma situagcdo potencialmente perigosa e assim garantir a sobrevivéncia.
(GRAEFF, 1990).

Estes dados corroboram dados anteriores descritos na literatura que
demonstram a participagdo da glicose em eventos estressores como resposta do
tipo fuga/luta, onde o animal encontra-se em um ambiente potencialmente
ameacador e faz-se necessario o aprendizado, para que o0 mesmo nao se repita;
além disso, a glicose nao participa somente agindo em nivel de SNC, mas também
perifericamente modula este processo, informando ao SNC o estado geral do
organismo, possivelmente através de aferéncias vagais (GHIZONI et al, 2006).

A glicose participa ativamente de processos relacionados a LTP (CHOEIRI,
2005), consequentemente possui grande importancia no processamento destes
estimulos.

A analise do numero de entrada nos bragos fechados, como variavel
relacionada a alteracéo de atividade locomotora (FILE, 1990), ndo encontra-se
alterada nos grupos 2-DG 10; 2-DG 20 e sal 0,9% (controle), quando comparada
primeira e segunda exposigao, logo, ndo ha evidéncia de prejuizo locomotor ao
animal, consequentemente, a ndo ocorréncia de exploracdo dos bracos abertos,
nao deve-se a qualquer tipo de prejuizo de alteragao de ordem motora.

O decréscimo dos niveis de glicose hipocampal, tem sido associado com a
aquisicdo de memoria, em testes em que os animais sao espontaneamente
levados a explorar o LCE (MCNAY & GOLD, 2002).

Vale ressaltar que a ligagao da glicose aos seus transportadores, independe

de sinalizagao insulinica, a qual poderia influenciar em determinadas areas
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cerebrais onde se localizam os transportadores de glicose do tipo GLUT 4 e GLUT
8 (regides limbicas), sensiveis a este horménio. Sendo assim, a glicoprivacao
promovida pelo analogo glicémico 2-DG, da-se de maneira inespecifica,
promovendo a privagao de glicose em todo o cérebro.

Também observou-se comportamento associado ao sono em alguns
animais levados a explorar o LCE, bem como piloeregdo em alguns animais que
sofreram a administracdo ICV do analogo glicémico 2-DG, o que pode influenciar
de maneira significativa na analise da variaveis associadas a exploragao do LCE.

A administracdo de 2-DG, por via IP ou via endovenosa, ocasiona
hipotermia, ja relatada pela literatura (SHIRIAISHI & MAGER, 1980; THOMPSON,
et al, 1980).

A STZ, antagonista do receptor insulinico, liga-se a receptores
tirosinoquinases, capazes de promover sinalizagdo insulinica junto aos
transportadores de glicose GLUT 4 e GLUT 8, sendo ja evidenciada pela literatura
a relacédo entre glicose, insulina e aprendizado (PARK, 2001; MESIER, 2004),
entretanto os mecanismos bioquimicos que levam a este aprendizado, bem como
a funcdo de neurbnios glicossensiveis localizadas nestas areas, ainda nao
encontra-se totalmente esclarecido (REAGAN, 2005).

Sendo assim, a injegao ICV de STZ, possui o objetivo de determinar a
participacao de areas limbicas em processos associados ao aprendizado, uma vez
que os transportadores de glicose capazes de sofrer sinalizagao insulinica (GLUT 4
e GLUT 8) localizam-se principalmente nestas regides (MCEWEN & REAGAN,
2004; REAGAN, 2005).

Quando procede-se a analise da variavel %EA no grupo de animais tratados
com STZ, verifica-se a aquisicdo de esquiva, quando comparada a primeira e
segunda exposi¢cao, nos grupo STZ 2.2 mg/kg e no grupo controle, mas nao
verifica-se a aquisicdo de esquiva dos bragos abertos na dose de 4.4 mg/kg.

A analise da variavel %TA, demonstra a ndo aquisicao de esquiva na dose
de 2.2 mg/kg e 4.4 mg/kg, bem como do grupo controle (sal 0,9%). Entretanto, foi
verificada a aquisicdo de esquiva do grupo controle e STZ 2.2 mg/kg, quando
procedeu-se a analise da variavel %EA, todavia o grupo STZ 4.4 mg/kg, ndo
adquiriu esquiva, verificando-se a ocorréncia de antagonismo insulinico nesta

dose.
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Logo, sugere-se a participacao da insulina (STZ 4.4 mg/kg) no processo de
aquisicao de esquiva.

Dados recentes da literatura cada vez mais evidenciam a participacado da
sinalizagdo do horménio insulina, tanto promovendo “aumento” da memdria em
testes realizados em animais e humanos (STOCKHORST et al, 2004), assim como
a participagao da insulina em doencas neurodegenerativas (PLUM et al, 2005),
como a doenga de Alzheimer.

Como citado anteriormente, a participagdo da glicose ndo ocorre somente
através de sinalizagcdo central em areas limbicas, mas esta participacdo da-se
também, através do aumento dos niveis sanguineos de (glicose e
consequentemente através de sinalizagdo a nucleos encefalicos inferiores (NTS),
capazes de sinalizar a areas limbicas estas alteragdes na glicemia (CRAIG, 2002;
2003).

A analise da variavel EF, indicativa de ocorréncia de alteragao locomotora,
nao encontra-se alterada nos grupos STZ 2.2 mg/kg e STZ 4.4 mg/kg, quando
relacionadas ao grupo controle (sal. 0,9%), logo néo verifica-se a ocorréncia de
prejuizo locomotor em decorréncia da administragao ICV da referida droga.

Como o nervo vago constitui-se no maior nervo do corpo humano, sugere-se
que a sinalizagdo glicémica ocorra através deste; logo, informacgdes periféricas
carreadas pelo nervo vago sdo de fundamental importdncia para informar a
manutengao e/ou alteragao da homeostasia (CRAIG 2002; 2003).

Desta forma, a seccao destas aferéncias vagais poderia interferir na
sinalizacdo glicémica junto ao NTS e desta forma, prover informacgdes alteradas
quanto ao estado homeostatico do organismo.

Dados do nosso laboratério sugerem que a vagotomia bilateral
subdiafragmatica poderia promover prejuizo na sinalizagao da glicose junto ao NTS
e consequentemente alterar o padrédo de exposicdo dos animais expostos ao
paradigma do LCE na segunda exposigao (GHIZONI et al, 2006).

Estudos que promoveram a glicoprivagao com o analogo glicémico 5-TG (5-
tio-glicose), demonstram a localizagao de areas responsivas a alteracdes locais de
glicose, situadas no tronco cerebral, principalmente area bulbar ventrolateral e
dorsomedial, com fungao regulatoria, capazes de alterar a ingestdo de alimentos e

promover aumento da glicemia (RITTER, 2000).
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Areas localizadas no bulbo dorso medial possuem a fungdo de
monitoramento e comparagao do conteudo de glicose presente no LCR e no
sangue, sendo intimamente associadas com o quarto ventriculo; estas areas estédo
em proximidade com a area postrema, que possui capilares fenestrados e também
encontram-se em proximidade com terminagdes aferentes quimiosensitivas das
fibras vagais do NTS. (RITTER, 2000).

Sendo assim estas areas localizadas no tronco cerebral e com fungao
regulatoria, poderiam ndo estar recebendo informagbes sensoriais periféricas
providas pelo nervo vago, através do circuito vago-NTS-amigdala (SAWCHENKO,
1983), comprometendo o processamento de informacgdes cognitivas de carater
emocional.

Estes dados sao observados através da n&o alteracdo no numero de EA,
bem como da %TA dos animais vagotomizados no paradigma E1/E2, em
comparagao com 0s animais sham-operados.

Outra forma de estimar-se a ocorréncia de aprendizado emocional foi
através da analise de A shortening (porcentagem de encurtamento), valor dado
através da seguinte formula: %E1/%E2 na %EA = %EA (E1) - %EA (E2) X 100% /
%EA (E1); de maneira semelhante foi calculado o A shortening relacionado a %TA.
A porcentagem de encurtamento faz com que se possa comparar a ocorréncia de
aprendizado emocional entre grupos de animais submetidos ao procedimento
experimental e seu grupo controle. Nossos dados demonstram novamente prejuizo
no aprendizado emocional de animais vagotomizados.

Estes dados em conjunto sinalizam a participagdo de informag¢des vagais
provenientes de informagdes sensorias, capazes de participar de processos
cognitivos associados ao aprendizado emocional.

A realizacdo do procedimento cirurgico objetivando a vagotomia nao foi
capaz de promover prejuizo locomotor, tanto nos animais sham-operados como
nos animais vagotomizados, isto € evidenciado pelo numero total de entrada nos
bragcos fechados nestes grupos de animais, onde nao foi verificada diferenca
estatistica significativa entre ambos, consequentemente, a alteracdo na exploracao
dos bragos abertos verificada nos animais na segunda exposicdo nao é
decorréncia de prejuizo locomotor (GHIZONI et al, 2006).

Vale ressaltar que o procedimento de vagotomia bilateral subdiafragmatica,

promove a perda de informagdes tanto de fibras aferentes quanto de fibras
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eferentes, logo, podem ocorrer alteragcbes no animal do ponto de Vvista
comportamental e fisiolégico, tais como prejuizo em informagdes a cerca de
distensao gastrica, entre outras.

A realizacédo de vagotomia bilateral também induz disfungbes gastrintestinais
(MARTIN et al, 1977), além de promover perda de peso em animais submetidos a
este procedimento cirurgico (KRALY et al, 1986). Sendo assim, a perda de peso
evidenciada em nosso trabalho no periodo de 4 semanas apds a intervengao
cirurgica, evidencia o sucesso deste procedimento (GHIZONI et al, 2006;
LEONHARDT et al, 2004).

O estudo conduzido por nosso laboratério sugere que informacdes
sensoriais conduzidas através do tronco vagal sdo importantes para o aprendizado
emocional verificado no LCE. Isto poderia dar-se através da presenca de
glicorreceptores localizados no tronco hepatico do nervo vago, sensiveis a
informacdes glicémicas evidenciadas pelo sistema porta-hepatico (NIIJIMA, 1969;
NIIJIMA, 1983), informando desta forma ao NTS os niveis glicémicos circulantes
através do circuito vago — NTS — amigdala (MESSIER, 2004).

O nervo vago tem sido considerado importante para a mediacédo dos efeitos
de melhora na memoria, através de substancias administradas sistemicamente. O
aumento de desempenho em testes de alteragdo espontdnea induzidos por
administragdo sistémica de L-glicose foi revertido por vagotomia (TALLEY et al,
2002).

A administragcao de substancia P capaz de promover melhora da memoria
no teste de esquiva inibitéria, administrada IP €& bloqueada por vagotomia
(NOGUEIRA et al, 1994).

Além disso, a remogao cirurgica dos nervos vagos também atenua os efeitos
de melhora de memoria evidenciados pelo pdés-treino com colecistocinina,
bombesina e peptideo liberador de gastrina no teste de retengcdo de memoria,
utilizando-se o T-maze (FLOOD & MORLEY, 1998; FLOOD et al, 1987).

Nossos dados aqui apresentados demonstram que o nervo vago também
contribui para aprendizado da esquiva dos bragos abetos no LCE.

Desta forma, o presente estudo reforga a idéia de que informacgdes sensério-
viscerais emergindo do meio interno podem alterar a percepgdo do meio externo e

mudar o comportamento através da demanda emocional (ZAGON, 2001).
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Sendo assim, nossos dados sugerem a participacdo da glicose em
processos cognitivos, através da oferta sanguinea desta, quer seja através do
aporte sanguineo junto ao cérebro, quer seja através da mediagcdo de aferéncias
vagais capazes de fornecer informagdes viscero-sensoriais ao SNC carreadas

através do nervo vago.

6. CONCLUSOES:
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1. Ratos submetidos ao LCE apés administragédo ICV de 2-DG (20 pmol/10 pl)
anterior a 12 exposi¢cao ao labirinto, exibiram prejuizo na aquisicdo de

esquiva dos bracos abertos.

2. Ratos submetidos ao LCE apds administragao ICV de STZ (2.2. mg/kg e 4.4
mg/kg) anterior a 12 exposicdo ao labirinto, exibiram prejuizo na aquisi¢ao

de esquiva dos bracos abertos.

3. Ratos submetidos ao LCE apo6s administragcéo ICV de 2-DG (10 pmol/10 pL)
exibiram aumento da exploracdo dos bracos abertos na E1, quando
comparados ao grupo controle (sal 0,9%), evidenciado efeito ansiolitico na

primeira exposi¢cao ao LCE.
4. Nao houve prejuizo locomotor dos animais submetidos a administracéo ICV
tanto de 2-DG quanto de STZ em qualquer dose, quando comparados ao

grupo controle.

5. Ratos submetidos ao LCE apds vagotomia bilateral subdiafragmatica

exibiram prejuizo na aquisicao de esquiva dos bragos abertos.

6. N&o houve prejuizo locomotor dos animais submetidos a vagotomia bilateral

subdiafragmatica.
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