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RESUMO

CHAGAS DA SILVA MARTINICH, Ligia Cristina, M.S., Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; julho de 2004; Papel do receptor D3 no processo
de inibicdo latente em ratos; Professora Orientadora: Prof? Marinete Pinheiro
Carrera.

O receptor dopaminérgico D3 esta envolvido com os mecanismos de doencgas
neuropsiquiatricas como a esquizofrenia. Isso porque D3 se encontra altamente
expresso em regides limbicas, possui baixa expressdo em regides motoras e
apresenta similaridade farmacoldgica com o receptor D2, o qual tem sido alvo de
medicagdo antipsicotica. Alguns sintomas relacionados a esquizofrenia tém sido
estudados por meio do modelo de inibicdo latente (IL), um retardo no
condicionamento pavloviano devido a repetidas pré-exposicoes ao estimulo
condicionado. A IL esta diminuida em esquizofrénicos, sendo revertida por
antipsicoticos; ademais, é prejudicada por aumentos na transmissao dopaminérgica,
tal como acontecem nos estados agudos da doenca. Diante disso, o objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito de duas doses (0,1 € 1,0 mg/kg) do 7-OH-DPAT, agonista
D3, sobre a IL em ratos. Também se avaliou o efeito do 7-OH-DPAT sobre o
comportamento motor. Para isso, ratos Wistar machos foram divididos em 3
experimentos. No primeiro, avaliou-se o efeito do 7-OH-DPAT sobre a facilitagdo da
IL, sendo os animais divididos em pré-expostos (PE) e nao pré-expostos (NPE) a um
estimulo condicionado (som), e receberam administragdo de salina [grupos salina-
PE (n=5) e salina-NPE (n=5)] ou 7-OH-DPAT 0,1 e 1,0 mg/kg, s.c. [grupos 7-OH-



DPAT 0,1-PE (n=5); 7-OH-DPAT 0,1-NPE (n=5); 7-OH-DPAT 1,0-PE (n=5) e 7-OH-
DPAT 1,0-NPE (n=5)]. Neste experimento, os animais PE foram submetidos as
seguintes fases: a) pré-exposicao: apresentacdo de dez estimulos sonoros; b)
condicionamento: trés associagcdes som-choque e c) teste: avaliacdo do efeito
supressivo do som sobre a resposta de beber agua. Os animais NPE foram
submetidos a sessdes similares, exceto a apresentacdo do som na fase de pré-
exposicdo. Os tratamentos foram administrados 25 minutos antes das fases de pré-
exposicao e de condicionamento. No experimento 2, onde se avaliou o efeito do 7-
OH-DPAT sobre a diminuicdo da IL, utilizou-se o mesmo procedimento do
experimento 1 com 40 pré-exposi¢cdes. No experimento 3, os animais foram
colocados na arena por 20 minutos e apds receberem os tratamentos foram
recolocados na arena por mais 50 minutos, medindo-se o numero de cruzamentos e
de levantamentos e o tempo de autolimpeza. Os resultados mostraram que no
experimento 1, o grupo 7-OH-DPAT 0,1-PE apresentou uma taxa de supressao
maior que a do grupo 7-OH-DPAT 0,1-NPE. Nao houve diferenca entre os grupos
salina-PE e salina-NPE e nem entre os grupos 7-OH-DPAT 1,0-PE e 7-OH-DPAT
1,0-NPE. No experimento 2, os grupos 7-OH-DPAT 0,1-PE e salina-PE
apresentaram taxa de supressdo maior que a de seus respectivos NPE, nao
havendo diferenca entre os grupos 7-OH-DPAT 1,0-PE e 7-OH-DPAT 1,0-NPE.
Portanto, a IL foi facilitada pelo 7-OH-DPAT na dose de 0,1 mg/kg e diminuida na
dose de 1,0 mg/kg. No experimento 3, 1,0 mg/Kg de 7-OH-DPAT aumentou o
namero de cruzamentos. Entretanto, o nimero de levantamentos e o tempo de
autolimpeza diminuiram nas duas doses utilizadas. Os resultados indicam que o 7-
OH-DPAT, em uma dose baixa, produziu, na IL e no comportamento motor, um
efeito semelhante ao induzido por drogas que diminuem a transmissao
dopaminérgica. Isto permite sugerir que essa classe de droga possa ser
considerada candidata para o tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia.

Palavras-chave: 7-OH-DPAT; atividade motora; autolimpeza; esquizofrenia; inibicao

latente; receptor D3.
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ABSTRACT

CHAGAS DA SILVA MARTINICH, Ligia Cristina, M.S., Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; July, 2004; Effect of 7-OH-DPAT on latent inhibition
in rats; Advisor: Professor Marinete Pinheiro Carrera.

The D3 dopaminergic receptor is involved in mechanisms of neuropsychiatric
pathologies such as schizophrenia, since D3 is highly expressed in limbic areas, is
weakly expressed in motor centers and is pharmacologically similar to the D2
receptor, which has been a target for antipsychotic medication. Some symptoms
related to schizophrenia have been studied by using the latent inhibition model (LI).
LI is retardation in the pavlovian conditioning due to repeated preexpositions to the
conditioned stimulus. LI is reduced in schizophrenic patients and can be reverted by
antipsychotic medication. Besides, LI is impaired by increases in dopaminergic
transmission, like in the acute stages of the illness. Thus, the aim of this work was to
evaluate the effect of two doses of 7-OH-DPAT, a D3 agonist, on LI in rats. The effect
of the drug on motor behaviour was also assessed. Wistar male rats were divided in
3 experiments. On the first experiment, the effect of 7-OH-DPAT on LI facilitation was
studied. The animals were divided in preexposed (PE) and no preexposed (NPE) to a
conditioned stimulus (sound) and received saline [saline groups-PE (n=5) and saline-
NPE (n=5)] or 7-OH-DPAT 0,1 and 1,0 mg/kg, s.c. [groups 7-OH-DPAT 0,1-PE (n=5);
7-OH-DPAT 0,1-NPE (n=5); 7-OH-DPAT 1,0-PE (n=5) and 7-OH-DPAT 1,0-NPE
(n=5)]. In this experiment the PE animals were submitted to the following stages: a)
pre-exposition: presentation of 10 sound stimuli; b) conditioning: 3 sound-shock

Xii



associations and c) test: evaluation of the suppressive effect of the sound on the
water drinking behavior. NPE animals were submitted to similar sessions, except the
presentation of the sound in the preexposition stage. The treatments were
administered 25 minutes before preexposition and conditioning. In the second
experiment, in which the effect of 7-OH-DPAT on LI reduction was assessed, a
procedure similar to the experiment 1 was used, but with 40 preexpositions. In the
experiment 3 the animals were put in the arena for 20 minutes, received the drug
treatment and were put back in the arena for additional 50 minutes. The number of
crossings and rearings and the time of grooming were assessed. Experiment 1
showed that the 7-OH-DPAT 0,1-PE group exhibited a larger rate of suppression
than the 7-OH-DPAT 0,1-NPE group. There was no difference between the saline-PE
and saline-NPE groups and between the 7-OH-DPAT 1,0-PE and 7-OH-DPAT 1,0-
NPE groups. Experiment 2 showed that the 7-OH-DPAT 0,1-PE and saline-PE
groups exhibited a larger suppression rate than their matched NPE, with no
difference between the 7-OH-DPAT 1,0-PE and 7-OH-DPAT 1,0-NPE groups. Thus,
LI was facilitated by 7-OH-DPAT at a 0,1 mg/kg dose and reduced by a 1,0 mg/kg
dose. The experiment 3 demonstrated that 7-OH-DPAT increases the number of
crossings at a 1,0 mg/kg dose. However, the number of rearings and the time spent
in grooming was reduced by the two administered doses. The results indicate that, at
a low dose, 7-OH-DPAT has on LI and on motor behavior a similar effect to that
induced by drugs that reduce dopaminergic transmission. This leads us to suggest
that this drug could be a candidate for treating the positive symptoms of
schizophrenia.

Keywords: 7-OH-DPAT; antipsychotic; grooming; latent inhibition; motor activity;
schizophrenia.
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1. INTRODUCAO

As patologias neuropsiquiatricas tém sido alvo de estudos cada vez mais
complexos no intuito de se buscar drogas que aliviem os sintomas. Dentre essas
patologias, a esquizofrenia parece ser a mais relevante, uma vez que pode causar a
incapacitacdo do individuo como ser social. Existem varios sintomas que podem
caracterizar a esquizofrenia e, dentre eles, estdo os delirios e as alucinagées.
Entretanto, a capacidade de atengéo seletiva prejudicada apresenta-se como o mais
marcante. O individuo esquizofrénico tem dificuldades em ignorar estimulos externos
irrelevantes, conduzindo a déficits na atividade cognitiva.

Uma das hip6teses neuroquimicas que procuram interpretar a esquizofrenia
propde que os sintomas conhecidos como positivos da doenga, e que incluem as
alucinagbes e os delirios, sdo consequéncias de uma exacerbacdao da via
mesolimbica. Apdia esta hipdtese o fato de que as drogas antipsicoticas (ou
neurolépticas) usadas no controle da doenca tém comumente um efeito redutor da
transmissdo  dopaminérgica, por atuarem bloqueando receptores do
neurotransmissor dopamina.

Durante décadas de pesquisas, varios estudos foram realizados e varias
drogas antipsicoticas surgiram para o tratamento da esquizofrenia. Uma classe de
antipsicoticos, chamados de tipicos, agem comumente bloqueando os receptores de
dopamina do tipo D2, os quais, além da via mesolimbica, se encontram em alta
densidade no estriado. Desta forma, causam com freqiiéncia efeitos colaterais, entre

0S quais, os sintomas motores conhecidos como extrapiramidais. Assim sendo,
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torna-se relevante a procura de outros sitios de acao para as drogas antipsicéticas.
O receptor dopaminérgico do tipo D3 tem despertado atencdo como possivel alvo
para o tratamento das psicoses. Tal interesse se fundamenta em diversas razdes
como, por exemplo, a alta expressdao de D3 no sistema mesolimbico e baixa no
estriado; desta forma, a ativagcdo de D3 ou o seu bloqueio poderia ndo afetar, ou
afetar menos, as atividades motoras. Uma outra razdo é que D3 tem uma afinidade
pela dopamina aproximadamente 70 vezes maior que o receptor D2. Assim, os
distarbios neuropsiquidtricos que envolveriam um desequilibrio no sistema
dopaminérgico, consequentemente envolveriam os receptores D3.

Os déficits cognitivos e a capacidade sensorial prejudicada apresentados por
pacientes esquizofrénicos também sado observados em usuarios de anfetamina, um
agonista dopaminérgico indireto. Estudos demonstraram que a anfetamina também é
capaz de causar déficits cognitivos em animais, o que possibilitou o surgimento de
modelos animais para o estudo da esquizofrenia, tendo como exemplo a inibigcao
latente (IL). A IL € uma propriedade normal tanto em humanos quanto em animais e
€ definida como a capacidade de aprender a ignorar estimulos irrelevantes. De
acordo com a IL, quando o animal é pré-exposto ao estimulo condicionado (CS) este
demonstra dificuldades para aprender que este estimulo ira predizer o aparecimento
do estimulo incondicionado (US). Ou seja, ha um enfraquecimento do
condicionamento pavloviano. Usuarios e animais administrados com anfetamina e
pacientes esquizofrénicos, durante a fase aguda da doenga, apresentam uma
diminuicdo da IL. Por outro lado, as drogas antipsicéticas demonstram ter um papel
facilitador da IL, melhorando a seletividade que a atengdo normal exerce sobre as
impressdes sensoriais.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou investigar o possivel papel
do receptor D3 no processo de IL. Para isso foram utilizados dois protocolos de IL.
No primeiro protocolo, foram utilizadas 10 pré-exposi¢coes do estimulo sonoro para
verificar se a ativacao do receptor D3 provoca a facilitagdo da IL. No segundo
protocolo, foram utilizadas 40 pré-exposi¢coes do estimulo sonoro para verificar se a
ativagcdo do mesmo receptor conduz a diminui¢cdo da IL. A ativacdo dos receptores
D3 foi feita por meio da administragdo do agonista dopaminérgico especifico 7-OH-
DPAT numa dose baixa e outra alta, ou seja, 0,1 mg/kg e 1,0 mg/kg. A escolha das
doses se fundamenta nos resultados de diversas pesquisas 0s quais sugerem que,

em baixas doses, a droga 7-OH-DPAT ativa somente os receptores D3 e que, em
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altas doses, além dos receptores D3, também sao ativados os receptores D2. Um
outro objetivo foi verificar se a atividade locomotora é afetada pela ativacdo dos
receptores D3. Para tanto, os animais foram testados em arena quadrada apés a
administracdao de 7-OH-DPAT. Foram avaliados o numero de cruzamentos, o

namero de levantamentos e o tempo de autolimpeza emitidos pelos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O modelo de Inibicao Latente

A inibicdo latente (IL) é definida como um retardo no condicionamento
pavloviano devido a repetidas pré-exposicoes ao estimulo incondicionado. Nos
estudos pioneiros de IL, feitos por Lubow e Moore (1959), os animais experimentais
(cabras e ovelhas) aprendiam a evitar um choque elétrico (US) flexionando uma pata
cada vez que um estimulo condicionado visual (CS) era apresentado. Eram
utilizados dois CS, de modo que eram obtidas duas curvas de aprendizagem
independentes. Se um dos CS tinha sido apresentado antes do condicionamento,
durante uma fase conhecida como de pré-exposicdo, a curva de aprendizagem
resultava mais lenta. De tal forma, podia-se concluir que estimulos familiares
estabeleciam associagées menos fortes do que os estimulos novos. Os resultados
de Lubow e Moore (1959) tém sido estendidos a outros tipos de condicionamento e
a IL é exibida por varias espécies, contando-se ratos e humanos dentre os
mamiferos (Lubow, 1973, 1997; Lubow e Gewirtz, 1995; Moser et al., 2000; Weiner,
2003).

Considerando-se o anterior, a IL pode ser vista como um fenémeno duplo,
com um primeiro componente que leva um sujeito a estabelecer, durante a fase de
pré-exposi¢ao, que um estimulo ndo prediz nenhuma conseqiiéncia (contingéncia
“stimulus-no event”’) e um segundo componente, de carga oposta, que leva a

estabelecer a associacdo “estimulo-reforco” durante a fase de condicionamento
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(Weiner, 1990, 2003). Assim, ap6s o condicionamento € na presenga do estimulo
condicionado, o sujeito tem a opcao de se comportar de acordo com a contingéncia
da pré-exposicao, isto €, ndo responder, e a opgao de responder de acordo com 0
condicionamento. A resposta dependera do balango entre ambos o0s processos
(Weiner, 2003).

Na pratica, é observado que € possivel prevalecer um ou outro processo,
dependendo das condigbes experimentais. Tome-se, como exemplo, o paradigma
mais freqlentemente utilizado em estudos da IL, no qual os sujeitos experimentais
sdo ratos, o CS é um tom e o US, um choque elétrico de baixa intensidade (Weiner,
1990, 2003; Weiner e Feldon, 1997; Moser et al, 2000). Um numero de pré-
exposicoes alto (comumente 40) faz com que as respostas ao som, apds o
condicionamento, sejam minimizadas, isto é, a IL é detectavel. Ja com um numero
pequeno de pré-exposicoes (comumente 10), a IL ndo é observavel. Os dois
resultados comentados sao validos para um condicionamento em que sao utilizados
poucos reforgcos (por exemplo, ndo mais de 3 choques elétricos). Neste caso,
aumentar o numero de associacbes CS-US (para 5, por exemplo) tem como
conseqliéncia mascarar a IL observada com as 40 pré-exposicoes, visto que a
associacao “estimulo-reforco” foi fortalecida; produz-se entdo uma “virada” (“switch”)
na resposta, passando de uma IL aparente a uma perda ou amortizagdo da IL
(Weiner, 1990, 2003; Weiner e Feldon, 1997).

As bases neuroanatémicas da IL tém sido bem estudadas e, a partir de
estudos de lesdes e microdialise, ha fortes evidéncias a respeito do envolvimento do
sistema limbico e, em particular, do sistema dopaminérgico mesolimbico no
fendmeno (Tarrasch et al., 1992; Broersen, et al., 1996; Ellenbroek et al., 1996).

O esquema 1 apresenta um modelo, proposto por Schmajuk e colaboradores
(1996, 2001), que tem sido utilizado para explicar o processo da IL. Responsavel
direto pela associagdo CS-US € a amigdala, o centro do condicionamento do medo
(LeDoux, 1992). Duas estruturas subcorticais, a area tegmental ventral (VTA) e o
nucleo acumbens (NAC), integrantes do sistema de recompensa cerebral (Olds e
Milner, 1954), modulam a intensidade desta associacdo. De acordo com o modelo
de Schmajuk e colaboradores (1996, 2001), como o CS do par CS-US néao
representa novidade como conseqléncia das pré-exposicoes, a intensidade da

associacao CS-US é reduzida.
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Esquema 1. Modelo de Schmajuk e colaboradores (2001) para a inibicao latente em ratos.
Ver explicagéo no texto.

EC=cértex entorrinal; HP=Hipocampo; NCX=neocortex; VP=nlcleo palido ventral; VTA=
area tegmental ventral; NAC-shell= Ndcleo acumbens externo; NAC-core= Ndcleo
acumbens central; PPT= ndcleo tegmentar pedunculo pontino; THAL=talamo; US=estimulo
incondicionado; CS=estimulo condicionado

Quando um CS resulta familiar por causa das exposi¢cdes antes do
condicionamento, é veiculado pelo talamo até o cortex associativo (entorrinal, EC) e
acontece a seguinte sequéncia de eventos: 1) o EC aumenta a sua atividade visto
que esta estrutura, relacionada com hipocampo, reconhece o CS e o contexto
(ambiente) no qual € apresentado; 2) a excitagdo do EC aumenta a atividade de
neurdnios alvos no nucleo acumbens (NAC-shell); 3) projecoes gabaérgicas do
NAC-shell diminuem a atividade de alvos na area tegmental ventral (VTA); 4) a
ativacao dopaminérgica do VTA de neurénios alvos no NAC-core, que é uma medida
do grau de novidade do CS, fica reduzida; 5) a projecdao gabaérgica do NAC-core
para o nucleo palido ventral (VP) é reduzida também, aumentando a atividade no

VP; 6) projecoes inibitérias diretas ou indiretas do VP reduzem a atividade de alvos
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no talamo; 7) a amigdala recebe menos ativacao durante a apresentacao do par CS-
usS.

Desta forma, pode-se dizer que a informagdo sensorial do CS e do US é
veiculada até a amigdala, sendo modulada pelo sistema cortico-hipocampal (NCX,
EC e HIP), pelo nucleo acumbens (NAC) e pela area tegmental ventral (VTA). Estas
estruturas funcionam como um detector de novidade do CS: quanto maior a
novidade do CS, mais intensa serd a associacdo estabelecida entre CS e US;
quando o CS ndo apresenta novidade, a associagdo CS-US é reduzida, dando lugar
a IL. Um dos fatores determinantes neste processo é a liberagdo de dopamina pelos
terminais dopaminérgicos da VTA. Antagonistas dopaminérgicos teriam efeito
bloqueador sobre neur6nios do NAC-core, diminuindo o seu sinal de saida e,
eventualmente, reduzindo a intensidade da associagédo US-CS na amigdala.

Um corolario deste modelo é que, para que um agonista ou antagonista
dopaminérgico tenha efeito sobre a IL, ele precisa atuar apenas durante o periodo
do condicionamento, ndo sendo necessaria a sua administracdo no periodo de pré-
exposicao, o qual coincide com varias observagcdes (Weiner, 1990, 2003; Weiner e
Feldon, 1997). Ja a assimilacao da contingéncia “stimulus-no event” ndo € alterada
por modificacées na transmissao dopaminérgica, porém é afetada por modulacédo
serotoninérgica, o qual explica que drogas que atuam sobre receptores 5-HT2
tenham efeito redutor sobre a IL (Weiner, 2003).

A IL tem representado um justo interesse do ponto de vista das teorias da
aprendizagem, poréem o0 seu meérito principal € o fato de que tem fornecido um
modelo para o estudo neurobiolégico da esquizofrenia, uma doenca mental
caracterizada pela desorganizacdo do pensamento (Moser et al., 2000). Isto porque
pacientes esquizofrénicos apresentam, durante a fase aguda da doenga, uma
diminuicdo da IL. Esta deficiéncia foi reconhecida implicitamente nas formulacoes
iniciais da esquizofrenia, a qual era caracterizada por uma perda da “seletividade
que a atencdo normal exerce sobre as impressoes sensoriais” (Bleuler, 1911) e era
associada a uma incapacidade de filtrar ou ignorar estimulos irrelevantes ou sem
importancia. Provavelmente a IL possa também fornecer bases para o estudo de
outras patologias, tais como o disturbio de déficit de atencédo e hiperatividade e
déficits cognitivos apresentados ndo sé por pacientes esquizofrénicos, como

também por pacientes portadores da doenca de Alzheimer (Lubow, 1997).



2.2. Esquizofrenia

O termo esquizofrenia vem do grego (schizein — dividir; phren — mente) e foi
criado por Eugen Bleuler (1911) para refletir a dissociacdo de varios aspectos da
psique, que ele acreditava ser fundamental para a doenga. Bleuler pretendia referir-
se a uma ruptura da realidade, causada por uma desorganizagao de varias fungbes
da mente, de tal modo que o0s pensamentos € 0s sentimentos ndao mais
trabalhassem juntos normalmente.

Os sintomas e sinais caracteristicos da esquizofrenia sdo agora amplamente
aceitos (American Psychiatric Association, 1994) e sao divididos tipicamente em
duas categorias: sintomas positivos e negativos, embora outras classificacées tém
sido propostas (Liddle, 1987; Liddle et al., 1989). Os sintomas positivos s&o aqueles
que refletem um excesso da funcdo normal e incluem distarbios do pensamento,
delirios e alucinagdes. Os sintomas negativos, pelo contrario, representam a perda
da funcdo normal e incluem o embotamento afetivo, abulia (caréncia de energia) e
anedonia (caréncia de prazer) (Bleuler, 1911; Schultz e Andreasen, 1999). Além
desses sintomas classicos, existe uma énfase crescente nos déficits cognitivos na
esquizofrenia, entre eles dificuldades de atencdo, de processamento de
informacgdes, de aprendizado e memoria, e na possivel relagdo entre esses déficits
cognitivos e os sintomas da doencga (Frith, 1995). Como conseqléncia, a capacidade
prejudicada de inibir informacgdes sensoriais e cognitivas € considerada uma

caracteristica central da esquizofrenia (Lacroix et al., 2000).

2.2.1 Inibicao Latente e Esquizofrenia

Varios estudos tém demonstrado que a IL estd diminuida em pacientes
esquizéides e em pacientes com esquizofrenia aguda (Baruch et al., 1988; Gray et
al, 1992). A IL est4d também diminuida em voluntarios normais tratados com
anfetamina (Gray et al., 1992), droga que aumenta a transmissao dopaminérgica, um
achado que € consistente com a hipotese da hiperatividade dos neur6nios
dopaminérgicos em pacientes esquizofrénicos. Ainda, os efeitos da anfetamina
podem ser revertidos pela administracdo de antipsicoticos tipicos e atipicos. Estes
antipsicoticos, per se, facilitam a IL em individuos normais.

Deve-se sublinhar que a relacdo entre uma queda da IL e a exacerbacao

dopaminérgica em esquizofrénicos se limita aos sintomas positivos, os quais
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respondem a tratamentos tanto com antipsicoticos tipicos quanto atipicos. Ja os
sintomas negativos da doenca parecem estar relacionados com o processo oposto,
isto é, uma diminuicdo da transmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico e
uma persisténcia da IL, e respondem a tratamentos com antipsicéticos atipicos,
presumivelmente, atuando sobre receptores 5-HT2 (Rascle et al., 2001).
Interessantemente, os estudos da IL em ratos parecem poder dissociar os efeitos
negativos e positivos da esquizofrenia. Foi demonstrado que clozapina e ritanserina,
antipsicoticos atipicos, aumentam a IL quando administradas antes das fases de pré-
exposicao e de condicionamento ou quando administradas apenas antes da fase de
condicionamento. Entretanto, o efeito oposto, isto €, a queda da IL, é observada
quando os antipsicéticos atipicos sao administrados apenas antes da pré-exposicao.
Ambos efeitos sdo dose dependentes (Weiner, 2003).

2.2.2. Neuroquimica da esquizofrenia

Embora muitas causas parecam estar relacionadas a origem e ao
desencadeamento da doenca, o local primario do problema, se ele existe, ainda nao
foi identificado. Ha nos dias de hoje consideravel evidéncia de que a esquizofrenia é
realmente um distdrbio orgéanico, possivelmente relacionado ao desenvolvimento do
sistema nervoso (Waddington et al., 1999). Talvez a mais importante linha de
evidéncias sobre o0 substrato biolégico da esquizofrenia se baseie em dados sobre a
participacao de neurotransmissores como a dopamina (DA), a serotonina (5-HT) e o
glutamato no desencadeamento da esquizofrenia, dando origem a diversas
hipdteses.

2.2.2.1. Hipotese Dopaminérgica

Embora os neurotransmissores 5-HT e glutamato parecam estar envolvidos
na etiologia da esquizofrenia, muito das pesquisas em torno da doenca continua
direcionado para esclarecer o papel da DA na esquizofrenia e para modular
farmacologicamente 0s seus niveis intracerebrais. A chamada hipétese
dopaminérgica da esquizofrenia tem proposto, em termos gerais, uma exacerbagao

das vias dopaminérgicas (Meltzer e Stahl, 1976).
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A DA é sintetizada em nudcleos de neurbnios do tronco cerebral que se
projetam para multiplas regides encefalicas, incluindo o tdlamo, o corpo estriado, a
por¢cao medial do sistema limbico e o neocértex cerebral (Graeff e Guimaraes, 2001;
Carlson, 2002). Desta forma existem: a) uma via dopaminérgica nigroestriatal, que
se projeta da substancia nigra para os nucleos putamen e caudado do corpo
estriado, b) uma via dopaminérgica mesolimbica, que se projeta da area tegmental
ventral para parte da amigdala e hipocampo, nucleo acumbens, septum lateral, e
cortices entorrinal, cingulado anterior e medial frontal, c) um sistema dopaminérgico
mesocortical, que se projeta da area tegmental ventral para o neocértex, mais
densamente para o cértex pré-frontal, e d) uma via tubero-infundibular, na qual
neurdnios dopaminérgios que se situam no hipotdlamo se projetam localmente a
iminéncia mediana e a neurohipofise (Lent, 2001; Carlson, 2002). A hipo6tese
dopaminérgica se baseia numa série de dados. Primeiramente, o uso prolongado de
anfetamina, uma droga que aumenta os niveis sinapticos de DA, induz um estado,
chamado de psicose de anfetamina, similar ao de pacientes esquizofrénicos. A
anfetamina, ademais, exacerba os sintomas da esquizofrenia (Ellinwood, 1968; Bell,
1973). Segundo, tanto a psicose de anfetamina quanto os sintomas da esquizofrenia
sao aliviados pelo uso de antipsicéticos, uma familia de substancias que inibem a
transmissdo de DA, através do bloqueio dos seus receptores pds-sinapticos
(Seeman, 1987). Terceiro, o uso de L-DOPA por pacientes parkinsonianos, a qual
visa compensar a perda de neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal, acaba
provocando surtos psicéticos, os quais sao revertidos por antipsicoticos e pela
retirada temporaria da L-DOPA (Widman et al., 1997). Reciprocamente, 0 uso em
pacientes esquizofrénicos de um grupo de antipsicéticos (conhecidos como
antipsicoéticos tipicos, os quais incluem haloperidol e clorpromazina) pode induzir
neles, apdés um tratamento prolongado, problemas motores semelhantes aos
apresentados por parkinsonianos (Graeff e Guimaraes, 2001). Quarto, a eficacia de
varios antipsicéticos no tratamento da esquizofrenia apresenta uma correlacao direta
com a sua afinidade com um tipo especifico de receptor de DA, o chamado receptor
D2 (Seeman, 1987). Quinto, o efeito antipsicético de drogas que tém baixa afinidade
pelo receptor D2, pode ser explicado, pelo menos parcialmente, pela interagao
especifica com receptores diferentes (Levant, 1997). Uma das versdes hoje mais
difundidas sustenta que a projecdo mesolimbica estaria exacerbada em

esquizofrénicos, dando conta dos sintomas positivos. Ao mesmo tempo, a projecao
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mesocortical estaria diminuida, explicando sintomas negativos (Davis et al., 1981).
Neste ultimo caso, a projecao do cértex para o sistema limbico e para o tronco
cerebral, que normalmente teria um papel inibitdério, estaria afetada em

esquizofrénicos, 0 que aumentaria o papel da via mesolimbica (Weinberger, 1987).

2.2.2.2. Hipotese Serotoninérgica

A hipétese dopaminérgica parece insuficiente, entretanto, para explicar toda
a etiologia da esquizofrenia. Por exemplo, pacientes podem ser resistentes ao
tratamento com drogas como haloperidol ou clorpromazina, que tém grande
afinidade pelo receptor D2 (Carlson, 2002). Nestes casos, o tratamento com o
antipsicotico clozapina pode ser efetivo (Kerwin, 1994). Tal dado tem sido explicado
parcialmente pela alta afinidade de clozapina por receptores para o
neurotransmissor 5-HT (Meltzer, 1989). Um estudo clinico mais recente sugeriu que
a ritanserina, um antagonista de receptores de serotonina 5-HT2A e 5-HT2C, alivia
sintomas negativos da esquizofrenia e diminui a incidéncia de efeitos extrapiramidais
adversos, quando combinada com o haloperidol (Graeff e Guimaraes, 2001). Desta
forma, surgiu a hipétese de que o bloqueio de receptores serotoninérgicos melhora
0s sintomas negativos, enquanto o bloqueio de receptores dopaminérgicos aliviaria
os sintomas positivos da doenca, o que acarretou no desenvolvimento do

antipsicotico risperidona (Graeff e Guimaraes, 2001).

2.2.2.3. Hipodtese Glutamatérgica

Diversas alteragdes em receptores de glutamato tém sido descritas em
cérebros de pacientes esquizofrénicos, examinados post mortem, o que tem
implicado o glutamato na etiologia da doenca (Pralong et al., 2002). Além disso, 0s
antagonistas de receptores do tipo NMDA, como a droga de abuso fenciclidina
(PCP), produzem sintomas psicoéticos (Carlson, 2002). Macacos tratados com PCP
durante duas semanas apresentaram um quadro do tipo esquizofrénico, incluindo
uma baixa performance em um teste que detecta danos cerebrais pré-frontais
(Jentsch et al, 1997). Foi sugerido pelo pesquisador A.A. Grace (1991) que o
glutamato facilita pré-sinapticamente a liberagcdo de dopamina. Segundo esse
pesquisador, essa liberagdo em areas limbicas dar-se-ia de duas formas: uma
fasica, decorrente da atividade dos neurbnios dopaminérgicos da area tegmental
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ventral e outra tdnica, controlada por projecbes glutamatérgicas corticais. Uma
possivel diminuicdo da atividade cortical frontal diminuiria a liberacdo ténica de
dopamina, levando a menor ativagdo de auto-receptores dopaminérgicos inibitérios.
Com isso, o sistema ficaria mais sensivel as respostas fasicas de liberacdo de
dopamina, que levaria ao aparecimento de sintomas positivos da esquizofrenia
(Grace, 1991).

2.2.3. Receptor Dopaminérgico do tipo D3

Antes de 1990, acreditava-se existir apenas dois subtipos de receptores
dopaminérgicos localizados no sistema nervoso central e periférico, os receptores
D1 e D2 (Seeman e Grigoriadis, 1987). Estes receptores foram e continuam sendo
estudados através de metodologias comportamentais, fisiolégicas, neuroquimicas,
farmacologicas e, mais recentemente, através de técnicas moleculares in vitro e in
vivo. Ap6s a clonagem dos receptores D1 e D2 (Bunzow et al., 1988; Monsma et al.,
1990) outros subtipos de receptores dopaminérgicos foram identificados e
classificados de acordo com as suas caracteristicas estruturais, funcionais e
farmacoldgicas. Estes novos subtipos incluem os receptores D3, D4 e D5. Os
receptores D3 e D4 sdo chamados de D2-simile (D2-like) por terem caracteristicas
semelhantes ao receptor D2. Por motivo semelhante, o receptor D5 é chamado de
D1-simile (D1-like; Sokoloff et al., 1990). Os receptores dopaminérgicos estao
distribuidos pelo sistema nervoso central com maior densidade no estriado, nucleo
acumbens, tubérculos olfatérios e substancia negra pars compacta (Levant, 1997).

Um dos sintomas indesejados mais preocupantes do tratamento
farmacologico da esquizofrenia € o aparecimento dos sintomas extrapiramidais como
sindrome de Parkinson, reacdes distdnicas agudas, acatisia, acinesia e sindrome
neuroléptica maligna (Graeff e Guimaraes, 2001). Assim sendo, pesquisas tém sido
realizadas em busca de drogas que possam agir em outros tipos de receptores
dopaminérgicos diferentes do D2, com o intuito de diminuir estes efeitos causados
pelos antipsicoéticos tipicos no tratamento e controle da esquizofrenia. Dessa forma,
o receptor D3 tem despertado particular interesse devido ao seu possivel papel
como alvo no tratamento dessa desordem como também do abuso de drogas
(Schwartz et al., 2000; Richtand et al., 2001).

Varios argumentos justificam este interesse. Primeiro, a DA tem pelo

receptor D3 uma afinidade que é até 70 vezes maior do que a afinidade pelo
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receptor D2 (Richtand et al, 2001), de forma que qualquer desequilibrio nos
sistemas dopaminérgicos que tenha relacdo com disturbios de comportamento tera
também relacdo com os receptores D3 (Schwartz et al., 2000). Segundo, D3 se
expressa com maior densidade do que D2 em regides mesolimbicas, que incluem as
llhas de Calleja e o nucleo acumbens, enquanto o padrdo oposto € observado em
regibes que compdem circuitos motores, como a substancia negra pars compacta e
o estriado (Weiner e Brann, 1989; Mansour et al., 1990; Levant et al., 1992; Diaz et
al., 2000). Terceiro, o0s antipsicéticos tipicos, cuja acdo tem sido atribuida ao
bloqueio de receptores D2 (Seeman, 1987) devem atuar também sobre receptores
D3, visto que as afinidades relativas por estes receptores ndo sdo muito diferentes
(Levant, 1997; Schwartz et al., 2000; Joyce, 2001). O mesmo pode se supor em
relagdo aos antipsicoticos atipicos, que apresentam afinidade parcial por receptores
D2 e D3 (Levant, 1997; Schwartz et al., 2000; Joyce, 2001). Quarto, os efeitos dos
antipsicoticos parecem ter uma correlagdo mais estreita com a densidade dos
receptores D3 do que com a dos receptores D2. Isto porque os antipsicéticos tipicos
exercem os seus efeitos sem produzir tolerancia (Schwartz et al., 2000), o que é
compativel com o fato de que os receptores D3 ndo tém a sua densidade modificada
pelos tratamentos (Schwartz et al.,, 2000), enquanto os receptores D2 diminuem a
sua densidade (Schwartz et al., 2000).

Em roedores, a expressao de D3 é muito menos abundante do que a de D2,
sendo esta diferenga mais notavel no caudado/putamen onde D2 & muito mais
denso (Joyce, 2001). Esta limitada expressédo de D3 tem sido confirmada em outras
espécies, sugerindo que sua funcao correlaciona-se principalmente com o sistema
mesolimbico em vez do sistema nigroestriatal (Sokoloff et al., 1990). Uma vez que a
distribuicdo de D3 no estriado parece ser insignificante, este receptor pode ser um
importante alvo no estudo do controle da esquizofrenia com diminuicdo ou até
mesmo sem os efeitos extrapiramidais causados pelas drogas tipicas.

O receptor D3 tem sido relacionado com a modulacdo de varios aspectos
comportamentais, sendo bem conhecidos os efeitos inibitérios causados no
comportamento locomotor pela droga 7-OH-DPAT, um agonista com alta afinidade
por D3 (Levant, 1997). Gilbert e Cooper (1995) e Kling-Petersen e colaboradores
(1995) verificaram a inibicdo do comportamento locomotor, ambos os trabalhos
utilizando microinjegao de 7-OH-DPAT diretamente no nucleo acumbens. Depoortere

e colaboradores (1996) e Kagaya e colaboradores (1996) verificaram que o 7-OH-
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DPAT (s.c.) produzia um efeito bifasico na atividade locomotora. Em doses baixas de
7-OH-DPAT a locomocao era inibida e em altas doses era aumentada. Esta
interpretacdo concorda com o0s resultados obtidos no trabalho de Levant e
colaboradores (1996), no qual foi demonstrado que os efeitos inibitérios do 7-OH-
DPAT originaram-se por uma nao significante ocupacao dos receptores D2 in vivo
pelas baixas doses da droga. Concordando com os efeitos do 7-OH-DPAT, o
antagonista dos receptores D3 nafadotrida produziu efeitos bifasicos na atividade
locomotora em ratos, estimulando a locomogédo em baixas doses e inibindo a
locomogéo em altas doses (Sautel et al., 1995).

O efeito inibitério a partir da ativagdo dos receptores D3 tem sido questdo de
debate em torno da sua localizagdo pré- ou poés-sinaptica. Ekman e colaboradores
(1998) utilizaram oligonucleotideos “antisense” contra receptores D3 e observaram,
através de microdidlise, um aumento dos niveis dopaminérgicos no nucleo
acumbens, sugerindo que o receptor D3 poderia atuar como auto-receptor.
Entretanto, também ha evidéncias de que o efeito da ativacdo dos receptores D3
pode ser mediado via localizacdo pds-sinaptica, ndo estando o efeito inibitério
relacionado com o decréscimo dos niveis dopaminérgicos (Thorn et al., 1997).

O esquema 2 ilustra as duas alternativas comentadas. O neurénio
dopaminérgico mostrado a esquerda se localiza na VTA e se projeta para o NAC.
Por um lado, o evento 1) corresponde a uma interacdo da dopamina com um auto-
receptor do terminal do neurénio do VTA, o qual diminui a sintese e/ou liberacao do
neurotransmissor (Webster, 2001a). Por outro lado, o evento 2) mostra a possivel
interacao da dopamina com um receptor pds-sinaptico do NAC, o qual teria como
consequéncia a inibicdo do neurdnio e uma reducdo do efeito excitatorio que este,
por sua vez, exerce sobre o neurbnio pré-sinaptico através da liberacdo de
glutamato (Webster, 2001a). Uma conseqtiéncia semelhante aconteceria quando os
terminais de neurdnios do VTA tém como alvo neur6nios gabaérgicos do NAC.
Neste caso, tem se postulado um efeito ativador do receptor pds-sinaptico, o qual
levaria a um aumento da transmissao inibitéria sobre os neurdnios pré-sinapticos
(Spanagel e Weiss, 1999). Nos trés cenarios descritos, o resultado da ocupacao do
receptor D3 é, entdo, uma diminui¢cdo da transmissao dopaminérgica através de um

mecanismo de controle por retroalimentacao.
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Esquema 2: Esquema, modificado de Webster (2001a), que ilustra a via mesolimbica (area
tegmental ventral-ntcleo acimbens, VTA-NAC).

A analise do esquema 2 foi restrita a participagdo do receptor DS3.
Entretanto, é preciso levar em consideragdo que na mesma sinapse o receptor D2
tem também localizacdo pré- e pés-sinaptica (Webster, 2001a), do qual se deduz
que o resultado da liberacdo de dopamina na sinapse VTA-NAC depende de um
balanco das contribuicbes da ativagdo de ambos receptores. Isto fica bem
exemplificado quando se consideram os efeitos bifasicos de agonistas e
antagonistas D3 sobre a atividade motora. Nestes casos, os efeitos inibitérios da
droga, como reducdo da locomocado e do numero de levantamentos, tém sido
atribuidos a sua atividade em receptores D3 enquanto os efeitos estimulantes a sua
atividade nos receptores D2 (Daly e Waddington, 1993; Ahlenius e Salmi, 1994;
Svensson et al., 1994).

A estimulagdo dos receptores D3 também tem sido implicada nos
mecanismos de reforco e recompensa. Segundo Caine e Koob (1993) a
administracdo de 7-OH-DPAT diminui o comportamento de auto-administracdo de
cocaina e, de acordo com Depoortere e colaboradores (1996), também diminui a
auto-estimulagédo da VTA. De forma semelhante, Kling-Petersen e colaboradores
(1994) verificaram que a estimulagcdo dos receptores D3 bloqueia os efeitos
reforgadores da cocaina e d-anfetamina. Nestas circunstancias, Chaperon e Thiebot
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(1996) verificaram efeito aversivo no modelo experimental de condicionamento

induzido por lugar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sujeitos

Foram utilizados 66 ratos machos, albinos, Wistar, pesando 250-300g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais de plastico, onde tiveram livre acesso a agua e a ragao padronizada de
laboratério. As gaiolas foram mantidas numa sala com temperatura controlada de 22
+ 2 °C, com o ciclo de luz claro e escuro de 12 em 12 h (luz das 7 as 19 h). Os

testes experimentais foram conduzidos na fase clara.
3.2. Ambiente experimental para Inibicao Latente

Os testes comportamentais foram conduzidos em uma camara (ou caixa)
experimental medindo 24 X 23 X 21 cm (Insight Equipamentos Cientificos) com
iluminacao propria. A camara ficou contida no interior de uma caixa de isolamento
acustico e visual, na qual um ruido de fundo era proporcionado por um ventilador.
Um bebedouro presente na camara experimental situado a 1,5 cm acima do chao da
camara serviu como fonte de agua. Quando o bebedouro ndo estava presente, o
orificio foi coberto com uma placa de metal. As lambidas no bebedouro foram
detectadas por meio de um drincébmetro (Insight Equipamentos Cientificos). O
estimulo condicionado utilizado nas fases de exposicéo prévia e de condicionamento
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consistiu de tonos com duracao de 10 segundos, gerados a partir de uma fonte
sonora de 80 dB (Weiner et al., 1996), localizada no lado direito da caixa
experimental (Insight Equipamentos Cientificos), 26 cm acima do chdo da caixa. Os
choques foram liberados através de barras metalicas localizadas no chao da caixa
experimental a partir de uma fonte de corrente alternada (Insight Equipamentos
Cientificos) numa intensidade de 0.75 mA com duracdo de 1 segundo (Weiner et al.,
1996).

3.3. Ambiente experimental para atividade locomotora

Os testes para atividade locomotora foram realizados em uma arena
quadrada medindo 60 x 60 x 45 cm. As paredes e o0 assoalho foram pintados na cor
preta e divididos em nove quadrantes para a contagem do nimero de cruzamentos.
A sala teve iluminacao vermelha e o som de um ventilador foi usado como ruido de
fundo. Um sistema de filmagem, contendo uma camera, foi montado a uma altura de
50 cm acima da arena e acoplado a uma televisdo e a um video-cassete localizados
fora da sala. Cada sesséo foi gravada em fitas de video para posterior andlise dos
resultados comportamentais. A atividade locomotora foi avaliada por meio do
namero de cruzamentos e pelo numero de levantamentos. Além desses

comportamentos, foi avaliado também o tempo de autolimpeza (“grooming”).

3.4. Procedimento experimental para Inibicao Latente

3.4.1. Manipulacao e introducao a restricao de agua

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram pesados e manuseados
por cerca de 5 minutos durante 7 dias consecutivos. Durante esse periodo houve
aumento gradual da restricdo de agua, culminando com 1 hora de acesso por dia. A

alimentag&o foi mantida normalmente durante esse periodo.

3.4.2. Primeira sessao de linha de base - treinamento de lambidas (12- 52 dia)

Os animais foram colocados na caixa experimental e treinados para beber

agua por 20 minutos diarios, durante 5 dias consecutivos. Durante este periodo, o



19

bebedouro estava presente no lado direito da caixa experimental e o animal teve

livre acesso a agua.

3.4.3. Exposicao prévia (62 dia)

Antes dos sujeitos serem colocados na caixa experimental, o bebedouro foi
retirado e os animais foram divididos nos seguintes grupos:

a) Grupo com exposicao prévia (PE)

Este grupo recebeu 10 apresentacdes (no experimento de facilitacdo da IL)
ou 40 apresentacgbes (no experimento de diminuigdo da IL) do estimulo que consistiu

de tonos com duracao de 10 segundos com intervalos de 50 segundos.

b) Grupo sem exposicao prévia (NPE)

Este grupo foi colocado na caixa experimental e permaneceu por um periodo
de tempo idéntico ao seu respectivo grupo PE, porém sem as apresentacées do

estimulo sonoro.

3.4.4. Condicionamento (72 dia)

Os animais foram colocados na caixa experimental por 20 minutos com o
bebedouro removido. Cada animal recebeu a apresentagdo de 3 associagdes dos
estimulos som—choque (sendo o estimulo sonoro seguido imediatamente pelo
choque) 5, 10 e 15 minutos ap6s o inicio da sessao. Apds a ultima associagdo som-
choque, os animais permaneceram na camara experimental por um periodo de 5

minutos.

3.4.5. Segunda sessao de linha de base (82 dia)

Os animais foram colocados na caixa experimental por 20 minutos com o

bebedouro presente.
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3.4.6. Teste (92 dia)

Cada animal foi colocado na camara experimental com acesso a agua do
bebedouro. Quando o animal completou 75 lambidas, 0 mesmo estimulo sonoro da
fase de exposicdo prévia foi apresentado até que o animal completasse 100
lambidas ou até que fossem decorridos 300 segundos. Foram registradas as
seguintes medidas (Weiner et al., 1996):

a) Laténcia para a primeira lambida.

b) Tempo decorrido para completar 1 — 50 lambidas.

c) Tempo decorrido para completar 51 — 75 lambidas, na auséncia do estimulo
sonoro (Periodo A).

d) Tempo decorrido para completar 76 — 100 lambidas, na presenca do estimulo

sonoro (Periodo B).
A taxa de supresséo foi calculada através da seguinte formula: A/ (A + B).
3.5. Drogas

O 7-OH-DPAT (Sigma) foi dissolvido em solugéo fisiologica e administrado
nas doses de 0,1 e 1,0 mg/kg (s.c.) (Levant, 1997) 25 minutos antes dos animais
experimentais serem submetidos as fases de Exposi¢cao Prévia e Condicionamento.
Solucéao salina a 0,9% foi utilizada nos grupos controle. A droga foi administrada em

um volume de 1 ml/kg de peso do animal experimental.
3.6. Experimento 1 - Facilitacao da Inibicao Latente pelo 7-OH-DPAT

Foi realizado o experimento para inibicdo latente sendo utilizadas 10 pré-

exposicoes ao estimulo sonoro. Os grupos experimentais foram os seguintes:

a) Controle — PE (n=5)

b) Controle — NPE (n=5)

c) 7-OH-DPAT 0,1 mg — PE (n=5)
d) 7-OH-DPAT 0,1 mg — NPE (n=5)
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e) 7-OH-DPAT 1,0 mg — PE (n=5)
fy 7-OH-DPAT 1,0 mg — NPE (n=5)

Os animais foram tratados com 7-OH-DPAT 25 minutos antes de serem
submetidos as fases de Exposicdo Prévia e Condicionamento. Foi utilizado o
protocolo experimental detalhado no item 3.4.

3.7. Experimento 2 — Diminuicao da Inibicao Latente pelo 7-OH-DPAT

O experimento para diminuicdo da IL foi realizado utilizando 40 pré-

exposicoes ao estimulo sonoro. Os grupos experimentais foram os seguintes:

) Controle — PE (n=6)
) Controle — NPE (n=6)
c) 7-OH-DPAT 0,1 mg — PE (n=6)
) 7-OH-DPAT 0,1 mg — NPE (n=6)
) 7-OH-DPAT 1,0 mg — PE (n=6)
f) 7-OH-DPAT 1,0 mg — NPE (n=6)

Os animais foram tratados com as respectivas drogas e, 25 minutos apés,
foram submetidos as fases de Exposi¢cdo Prévia e Condicionamento. Foi utilizado o
procedimento experimental descrito no item 3.4.

O esquema 3 resume o procedimento utilizado nos experimentos 1 e 2,
incluindo as diferentes etapas e os diferentes tratamentos.
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25 minutos antes: * Facilitagdo da IL: n=10 sons

Veiculo ou * Diminuic&o da IL: n=40 sons
7-OH-DPAT (s.c.) ¢ '

20 Ooun™ 3 sons 20 75 S,om
min sons +choque min lambidas | 2t€ 1.00
lambidas
Linha de NPE ou PE Condicionamento 22 linha de Teste
base Dia 6 Dia 7 base Dia 9
Dias 1-5 Dia 8

Esquema 3: Procedimento e etapas dos experimentos para facilitacdo e diminuigao

da inibicao latente.

3.8. Experimento 3 — Testes comportamentais na arena

No dia seguinte ao ultimo dia de experimento de IL, os animais foram
colocados na arena experimental em uma sessdo que consistiu de duas fases. Na
primeira fase, os animais foram colocados no centro da arena experimental e
permaneceram na arena por um periodo de 20 minutos. Apos esse periodo, 0s
animais retornaram as suas gaiolas-viveiro e foram tratados com 7-OH-DPAT 0,1 e
1,0 mg/kg (s.c.) ou com um volume equivalente de salina, e colocados na arena por
um periodo adicional de 50 minutos perfazendo um total de 70 minutos. O tempo
total de cada teste (70 min) foi dividido em sete intervalos de 10 minutos cada. As
sessOes experimentais foram gravadas em fitas de video para posterior analise. Os
grupos experimentais foram os mesmos descritos nos itens 3.6 e 3.7. Os parametros
avaliados foram o numero de cruzamentos, o nimero de levantamentos e o tempo
de autolimpeza. Foi considerado cruzamento o deslocamento das quatro patas para
um outro quadrante dentro da arena. Foi considerado levantamento cada momento
em que o animal se posicionou sustentado pelas duas patas traseiras. O tempo de
autolimpeza, em segundos, foi contabilizado quando o animal realizava o ato de

lamber o corpo e passar as patas na face.
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3.9. Analise estatistica

As taxas de supressao do experimento para IL foram analisadas por meio da
Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias, tendo como fatores principais
exposicao prévia e tratamento (grupos experimentais). Nas analises onde os valores
de F foram significativos, de acordo com os critérios estatisticos de p<0,05, as
diferencas foram testadas atraveés do teste t.

A atividade locomotora (numero de cruzamentos e numero de
levantamentos) e o tempo de autolimpeza emitidos pelos grupos experimentais
foram analisados por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) com medidas
repetidas, tendo como fatores between, a exposicao (PE ou NPE) e o grupo, e como
fator within, o intervalo de tempo. Nas andlises onde os valores de F foram
significativos, de acordo com os critérios estatisticos de p<0,05, as diferencas foram

testadas por meio do teste de comparacdes multiplas de Duncan.
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4. RESULTADOS

4.1 Facilitacao da Inibicao Latente pelo 7-OH-DPAT

A ANOVA de duas vias, utilizando como fatores principais a exposicao (pré-
exposto e ndo pré-exposto) e tratamento, demonstrou que houve efeito significativo
da exposicao [F24) = 18,849; p<0,01] e dos tratamentos [Fi24) = 6,7; p<0,01].
Houve interagéo entre os fatores exposicdo e tratamento [Fp24) = 3,3; p=0,05].

Devido a interagéo, foram feitos os desdobramentos estatisticos.

4.1.1 Analise da exposicao dentro dos tratamentos

Como pode ser observado por meio da figura 1, o teste-t para a exposi¢ao
dentro dos tratamentos revelou que ndo houve diferenga significativa entre os
grupos salina PE e salina NPE [tg = 1,6; p=0,15]. Igualmente, também nao foi
demonstrada diferenca significativa entre os grupos 7-OH-DPAT 1,0 mg PE e 7-OH-
DPAT 1,0 mg NPE [tg = 1,7; p=0,12]. Entretanto, houve diferenga significativa entre
os grupos 7-OH-DPAT 0,1 mg PE e 7-OH-DPAT 0,1 mg NPE [tg) = 4,0; p<0,01].
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Efeito da exposicao dentro de cada
tratamento

0,45 -
0,40 -
0,35
0,30 -
0,25
0,20 +
0,15
0,10 ~
0,05 +
0,00 -

*

T

CINPE
OPE

Taxas de Supressao
(média + EPM)

salina 0,1img 1,0mg

Figura 1: Taxas de supressao (média £ EPM) dos grupos NPE e PE sob trés condi¢des de
tratamento: salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e 7-OH-DPAT 1,0 mg. ' Denota diferencga significativa

em relacao ao grupo NPE do mesmo tratamento (p<0,01).

4.2. Diminuicao da Inibi¢ao Latente pelo 7-OH-DPAT

A ANOVA de duas vias, utilizando como fatores principais a exposicao (pré-
exposto e nao pré-exposto) e o tratamento, mostrou que ndo houve efeito
significativo dos tratamentos [Fp30 = 1,91; p=0,17]. Entretanto, a mesma andlise
também demonstrou que houve efeito significativo da exposi¢éo [F1,30 = 17,12;
p<0,01] e interacdo tratamento X exposi¢do [Fp30 = 3,29; p=0,05]. Desta forma,

foram feitos os desdobramentos estatisticos necessarios.
4.2.1 Analise da exposicao dentro dos tratamentos

Como pode ser observado por meio da figura 2, o teste-t para a exposicao
dentro dos tratamentos revelou que ndo houve diferenga significativa entre os
grupos 7-OH-DPAT 1,0 mg PE e 7-OH-DPAT 1,0 mg NPE [{10 = 0,58; p=0,57].
Entretanto, foi demonstrada diferencga significativa entre os grupos salina PE e salina
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NPE [{10=4,28; p<0,01] e 7-OH-DPAT 0,1 mg PE e 7-OH-DPAT 0,1 mg NPE
[f10=2,76; p<0,05].

Efeito da exposicao dentro de cada
tratamento

Taxas de Supressao
(média + EPM)

salina 0,1 mg 1,0 mg

Figura 2: Taxas de supressado (média £ EPM) dos grupos PE e NPE sob trés condicdes de
tratamento: salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e 7-OH-DPAT 1,0 mg. ' Denota diferenca significativa

em relacdo ao grupo NPE do mesmo tratamento (p<0,05).

4.3 Testes comportamentais na arena

Os testes comportamentais na arena consistiram da avaliacdo dos numeros
de cruzamentos e levantamentos e do tempo de autolimpeza (grooming) emitidos
pelos animais. Todos os testes tiveram duracdo total de 70 minutos, os quais foram
divididos em 7 intervalos de 10 minutos cada. A droga ou salina foi administrada ao
final do intervalo 2 (20 minutos apds o inicio do teste), sendo estes intervalos
utilizados para se avaliar a habituacdo dos animais a arena experimental. Apés a
administracao, os sujeitos foram colocados na arena até o final do intervalo 7 (70
minutos), sendo esses intervalos utilizados para se avaliar os efeitos dos

tratamentos farmacologicos.
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4.3.1 Niumero de cruzamentos

A ANOVA com medidas repetidas, tendo como fatores between a exposicao e
0 grupo, e como fator within intervalo, revelou efeito significativo do intervalo [Fg,390)
= 116,22; p<0,01], do grupo [Fpes5 = 6,34; p<0,01] e interagdo intervalo X grupo
[Frz2,390) = 4,36; p < 0,01]. Entretanto, ndo houve efeito significativo da exposicao
[Fu,65) = 0,02; p=0,87] e interagbes intervalo X exposi¢éo [Fe 390 = 0,59; p=0,74] e
intervalo X exposicdo X grupo [Fuz390 = 0,81; p=0,64]. Conforme pode ser
observado por meio da figura 4, a ANOVA seguida pelo post hoc de Duncan revelou
que o grupo 7-OH-DPAT 0,1 mg apresentou nimero de cruzamentos diferente do
grupo salina somente no intervalo 3. O grupo 7-OH-DPAT 1,0 mg apresentou
namero de cruzamentos maior do que o grupo salina nos intervalos 4, 5, 6 e 7
(p<0,05).

NUMERO DE CRUZAMENTOS DURANTE O PERIODO DE HABITUAGCAO

[ SALINA
777} 7-OH-DPAT 0,1 MG
B2 7-OH-DPAT 1,0 MG

INTERVALO 1 INTERVALO 2
T aN _

80 — A 80 — B
8= 8=
= E 60 = E 60
& w gu

+ +

<E: o <Ez o ue
g g 40 — g g 40 - T -
c= c=
(3 (3)

20 — 20 —

0 0

Figura 3: Numero de cruzamentos (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e
7-OH-DPAT 1,0 mg durante os dois intervalos de tempo do periodo de habituagéo.



CRUZAMENTOS
(Média + EPM)

CRUZAMENTOS

CRUZAMENTOS
(Média + EPM)

(Média + EPM)

NUMERO DE CRUZAMENTOS APOS O TRATAMENTO FARMACOLOGICO

50

40

30

20 —

10

INTERVALO 3

50

40

30

20 —

10

INTERVALO 4

50

40 —

30

20

10

INTERVALO 6

CRUZAMENTOS

CRUZAMENTOS
(Média + EPM)

(Média + EPM)

[ SALINA
V7 7-OH-DPAT 0,1 MG
B 7-OH-DPAT 1,0 MG

50 —
*
40 —
30
27 T 7
10
0
50 —
*
40 —
30
R
20 5
288
T 3
otetetes
Ptoteted
34
34
10 7 25
e
oot
E.:.:.;.
0

28



29

4.3.1.1 Analise dos intervalos dentro dos grupos experimentais

Como a figura 5 mostra, a analise de variancia de uma via dos intervalos
dentro do grupo salina revelou diferencas significativas entre os intervalos [F 161) =
91,03; p<0,01]. Essas diferengas foram testadas por meio do teste de Duncan o qual
demonstrou que o numero de cruzamentos do intervalo 1 (87,42+22,30) foi diferente
do intervalo 2 (38,54+16,97), sendo este diferente dos demais intervalos. O intervalo
3 (24,58 £ 11,47) foi igual aos intervalos 4 (17,83 = 11,00) e 5 (16,92 + 14,68). Os
intervalos 4 e 5 foram iguais ao intervalo 6 (11,33 + 11,71) sendo este, igual ao 7
(5,63 + 6,37).

A andlise dos intervalos de tempo dentro do grupo 7-OH-DPAT 0,1 mg, por
meio da ANOVA de uma via, revelou diferencas significativas [F 161) = 90,03;
p<0,01] que foram testadas pelo teste de Duncan o qual revelou diferenca entre os
intervalos 1 (89,13+19,17) e 2 (43,00+19,30) sendo estes dois intervalos diferentes
dos demais no citado grupo. A mesma andlise foi feita para os intervalos dentro do
grupo 7-OH-DPAT 1,0 mg/kg [Fs,161) = 10,31; p<0,01] e as diferencas foram testadas
através do teste de Duncan, que demonstrou que o intervalo 1 (84,04+17,38) é

diferente de todos os outros intervalos, dentro do citado grupo.
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4.3.2 Numero de levantamentos

A ANOVA com medidas repetidas, tendo como fatores between a exposicao e
0 grupo, e como fator within intervalo, revelou efeito significativo do intervalo [Fe,396)
= 60,87; p<0,01], do grupo [Fpes = 4,84; p<0,05] e interacdo intervalo X grupo
[Frz.306) = 4,52; p<0,01]. Entretanto, ndo houve efeito significativo da exposicao
[Fu.66= 0,15; p=0,70] e interagbes intervalo X exposicdo [Fe39) = 0,69; p=0,66] e
intervalo X exposicéo X grupo [F2,306) = 1,25; p=0,24]. Conforme a figura 7 mostra, a
ANOVA seguida pelo post hoc de Duncan demonstrou que a média do numero de
levantamentos do grupo salina foi maior que as médias dos grupos 7-OH-DPAT 1,0
mg e 7-OH-DPAT 0,1 mg nos intervalos 3, 4 e 5 (p<0,05).

NUMERO DE LEVANTAMENTOS DURANTE O PERIODO DE HABITUACAO

1 SALINA
v} 7-OH-DPAT 0,1 MG
B2 7-OH-DPAT 1,0 MG

INTERVALO 1 INTERVALO 2
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10
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Figura 6: Numero de levantamentos (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg
e 7-OH-DPAT 1,0 mg durante os dois intervalos de tempo do periodo de habituagao.
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4.3.2.1 Analise dos intervalos dentro dos grupos experimentais

Como a figura 8 mostra, a analise de variancia de uma via dos intervalos
dentro do grupo salina revelou diferencas significativas entre os intervalos [F 161) =
53,97; p < 0,01]. Essas diferencas foram testadas por meio do teste de Duncan o
qual demonstrou que o numero de levantamentos do intervalo 1 (40,96+11,73) foi
diferente do intervalo 2 (23,38+10,20), sendo este diferente dos demais intervalos. O
intervalo 3 (17,08 + 8,87) foi diferente dos intervalos 4 (10,54 + 5,35), 5 (12,54 +
8,23), 6 (7,75 £ 6,33) e 7 (3,96 = 5,09). O intervalo 5 foi diferente dos intervalos 6 e
7. O intervalo 4 foi diferente do intervalo 7.

A andlise dos intervalos de tempo dentro do grupo 7-OH-DPAT 0,1 mg/kg,
por meio da ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan, revelou que houve
diferengas significativas [F, 161) = 64,31; p<0,01] entre os intervalos 1 (40+10,96) e 2
(22,96+9,89) sendo estes diferentes dos demais intervalos no citado grupo. O
mesmo padréo de resultados foi obtido para a analise dos intervalos dentro do grupo
7-OH-DPAT 1,0 mg/kg [F,154) = 68,98; p<0,01] para os intervalos 1 (35,17+10,50) e
2 (22,04+10,61).
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4.3.3. Tempo de autolimpeza (grooming)

A ANOVA com medidas repetidas, tendo como fatores between a exposicao e
0 grupo, e como fator within intervalo, revelou efeito significativo do intervalo [Fe,396)
= 36,72; p<0,01], interacdo intervalo X grupo [F(i2,30) =4,24; p<0,01] e do grupo
[Fees) =46,23; p<0,01]. Entretanto, ndo houve efeito significativo da exposicéo
[F1.66= 0,04; p=0,83] e intera¢des intervalo X exposi¢do [Fe a9 =0,53; p=0,78] e
intervalo X exposi¢éo X grupo [F2,396) =1,50; p=0,12]. Conforme pode ser observado
através da figura 10 a ANOVA seguida pelo post hoc de Duncan demonstrou que a
média do tempo de autolimpeza do grupo salina foi maior que as médias dos grupos
7-OH-DPAT 1,0 e 7-OH-DPAT 0,1 mg (p<0,05) nos intervalos 3,4,5 e 6. No intervalo
7, somente a média do grupo 7-OH-DPAT 1,0 mg foi diferente da média do grupo
salina (p<0,05).

TEMPO DE AUTOLIMPEZA DURANTE O PERIODO DE HABITUAGAO

SALINA
v 7-OH-DPAT 0,1 MG
B 7-OH-DPAT 1,0 MG

INTERVALO 1 INTERVALO 2
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Figura 9: Tempo de autolimpeza (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e 7-
OH-DPAT 1,0 mg durante os dois intervalos de tempo do periodo de habituacao.
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4.3.3.1 Analise dos intervalos dentro dos grupos experimentais

Conforme pode ser observado por meio da figura 11, a analise de variancia
de uma via indicou diferencas dos intervalos dentro do grupo salina [F,161) = 5,43;
p<0,01]. O tempo de autolimpeza no intervalo 1 (52,33+36,16) foi igual ao intervalos
3 (49,83 + 35,89), 4 (88,75 + 68,11), 6 (84,58 + 82,28) e 7 (58,54 + 77,86). O
intervalo 5 (93,33 + 64,64) foi igual aos intervalos 4, 6 e 7. O tempo de autolimpeza
do intervalo 2 (135,21 + 62,60) foi diferente do tempo dos demais intervalos.

A ANOVA de uma via demonstrou diferenca significativa nos tempos de
autolimpeza para o grupo 7-OH-DPAT 0,1 mg [Fe 154y = 32,10; p<0,01]. O teste de
Duncan revelou que o tempo de autolimpeza no intervalo 1 (64,52 + 38,99) foi
estatisticamente diferente do intervalo 2 (129,13 * 66,51) sendo este diferente dos
demais intervalos. As médias do tempo de autolimpeza dos intervalos 3, 4, 5,6 e 7
foram iguais entre si. O mesmo padrao de resultados foi obtido para a andlise dos
intervalos dentro do grupo 7-OH-DPAT 1,0 mg/kg [F.161) = 27,84; p<0,01] para os
intervalos 1 (56,21+37,00) e 2 (98,54+66,62).
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Figura 11: Tempo de autolimpeza (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e
7-OH-DPAT 1,0 mg durante os periodos de habituagéo e tratamento farmacolégico. ***“As
médias seguidas de pelo menos uma mesma letra da mesma cor sdo iguais entre si

(Duncan; p<0,05). + Denota o0 momento da administragdo da droga ou salina.
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5. DISCUSSAO

5.1. Experimento 1: Facilitacao da Inibicao Latente pelo 7-OH-DPAT

No presente estudo, os dados do experimento 1 mostraram que uma dose
baixa de 7-OH-DPAT (0,1 mg/kg), a qual leva a ocupacao de receptores D3 porém
nao de receptores D2 (Levant, 1997), provocou um aumento ou facilitagdo da IL nos
ratos quando administrada s.c. 25 minutos antes da pré-exposicao e da associagao
som-choque elétrico (estimulo condicionado-estimulo incondicionado, CS-US). A
comparacgao foi feita entre animais pré-expostos e nao pré-expostos do mesmo
tratamento e a avaliagdo da IL foi realizada dois dias apés o condicionamento em
testes em que foi medida a resposta emocional condicionada (resposta de medo ao
som, ou CS).

Os resultados mostraram que os animais controle, tanto os pré-expostos
quanto os nao pré-expostos ao som, exibiram indices similares de resposta
emocional condicionada no dia teste, ou seja, apresentaram uma diminuigdo
semelhante do numero de lambidas enquanto o som era apresentado. Isto indica
que a associacao CS-US foi estabelecida com a mesma intensidade em ambos os
grupos sem efeito observavel de pré-exposicdo. Em outras palavras, ndo houve IL.
Este dado foi consistente com os comunicados por outros pesquisadores (Weiner,
2003; Weiner e Feldon, 1997), os quais concluem que a apresentagdao de 10 pré-
exposigoes ao CS isolado ndo tem um efeito inibidor significativo sobre a associagao

CS-US quando o US consiste num choque de 0,75-1,00 mA aplicado por 1segundo.
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E importante sublinhar que este fato é aproveitado nos estudos de IL quando
se procura estabelecer algum efeito facilitador de drogas sobre a IL. Quando um
namero minimo de pré-exposicdes € apresentado aos animais néo tratados, o
condicionamento posterior é fortemente estabelecido e, conseqlientemente, no dia
teste, o CS inibe a resposta de beber agua dos animais. Em outras palavras, a IL é
minima. Por outro lado, uma droga facilitadora da IL atuaria de modo que, mesmo
esta pré-exposicdo minima diminuiria a associacao CS-US, fazendo com que os
animais ndo apresentassem a resposta de beber inibida (ou apresentassem menos)
no dia teste. Pode-se concluir que o efeito facilitador da droga seria mais notério
quanto menor a pré-exposi¢ao nos animais nao tratados.

Consequientemente, o experimento 1 foi desenhado para testar este possivel
efeito facilitador. Os animais pré-expostos ao som (10 pré-exposi¢cdes) e tratados
com 7-OH-DPAT 0,1 mg/kg no dia do condicionamento exibiram uma resposta
condicionada reduzida (apresentaram menor resposta ao som) quando comparada
com a sua contraparte ndo pré-exposta. Isto é, apresentaram uma facilitacao da IL.
Ainda, os ratos tratados nao pré-expostos apresentaram indices de IL semelhantes
aos dos animais nao tratados, tanto expostos quanto ndo expostos.

Este resultado de facilitagdo é semelhante ao obtido por outros
pesquisadores com a utilizagdo de drogas antagonistas de receptores D2 de
dopamina que tém efeito neuroléptico, entre as quais se encontra o haloperidol
(Trimble et al., 1997). Os antipsicéticos tipicos, como haloperidol, facilitam a IL
quando sdo administrados antes do condicionamento, sendo que, quando
administrados antes da pré-exposicao, nao interferem no resultado (Weiner, 2003).
Resultados semelhantes também tém sido obtidos com a utilizacdo de drogas
antipsicoéticas atipicas como a clozapina (Weiner et al., 1996; Trimble et al., 1998) e
a risperidona (Alves e Silva, 2001), desde que sejam administrados antes do
condicionamento (Weiner, 2003). Os resultados com antagonistas D2 apontam no
sentido de que estas drogas atuam sobre os neurdnios pés-sinapticos no nucleo
acumbens central (Schmajuk et al., 1996; Gray et al., 1997; Coutureau et al., 2002),
o qual gera a resposta de saida que medeia a associagdao CS-US.

Os nossos resultados do experimento 1 sugeriram ainda que o efeito de 7-
OH-DPAT, observado no dia teste, ndao esta relacionado com modificacoes

inespecificas das fungbes dos animais, como motivagdo e motricidade, visto que,
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entre os animais tratados, a redugcao da resposta condicionada foi observada apenas
No grupo pré-exposto.

Os resultados do experimento 1 mostraram, finalmente, que uma dose maior
de 7-OH-DPAT (1,0 mg/kg) nao produziu uma facilitacao significativa da IL. Existem
dados de que a constante de dissociagdo de 7-OH-DPAT e receptores D3 € 2.2 nM
enquanto a constante de dissociacao para receptores D2 € de 103 nM (Sautel et al.,
1995; Joyce, 2001). Em outras palavras, 7-OH-DPAT se liga a receptores D2,
embora a sua afinidade por receptores D3 seja 50 vezes maior. Ainda, a alta
densidade de receptores D2 leva a estimar que a porcentagem destes receptores
que estd ocupada é comparavel a porcentagem de receptores D3 ocupados
(Schwartz et al., 2000). Isto leva a concluir que, numa dose baixa, o 7-OH-DPAT
atuaria principalmente em receptores D3, mas que, em doses maiores, como 1,0
mg/kg s.c., atuaria também nos D2, pds-sinapticos. A ocupacao dos receptores pos-
sinapticos D2 poderia cancelar o efeito da ocupacdo dos receptores D3, isto é,
diminuir a IL de um modo dependente da concentragdo da droga.

Desta forma, o efeito isolado de 7-OH-DPAT sobre receptores pds-sinapticos
D2 seria 0 de um agonista dopaminérgico, ou seja, altas doses da droga teriam um
efeito redutor da IL (Moser, 2000; Weiner, 2003). O resultado descrito no
experimento 1 € consistente com esta hipétese, visto que ndo foi observada a
facilitagdo da IL com a dose de 1,0 mg/kg, ao contrario do que se observou com a
dose de 0,1 mg/kg. Entretanto, os resultados com a dose de 1,0 mg/kg também néo
mostraram diretamente uma redugéo da IL. Contudo, é possivel pensar que o efeito
nao foi detectado por causa do paradigma experimental. Nos estudos que procuram
estabelecer redugéo da IL apds administracdo de alguma droga, o numero de pré-
exposicoes deve ser alto, sendo comumente utilizadas 40 pré-exposi¢cdes ao CS no
dia antes do condicionamento (Weiner et al., 1996, 1997; Ruob et al., 1998; Moser et
al., 2000). A razao disto € que um numero elevado de pré-exposi¢cdes levara a uma
inibicdo latente claramente observavel nos animais controle e, entdo, o efeito da
droga, que sera de reducao, podera ser detectado e quantificado facilmente. Este
raciocinio foi seguido no experimento 2, no qual os animais tratados foram pré-

expostos 40 vezes ao CS.
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5.2 Experimento 2: Diminuicao da Inibicao Latente pelo 7-OH-DPAT

Os dados do experimento 2 mostraram IL nos animais injetados com salina e
com 0,1 mg de 7-OH-DPAT, isto é, no dia teste, estes animais apresentaram uma
resposta condicionada menor como consequéncia das 40 pré-exposicoes ao
estimulo condicionado. O resultado dos animais controle é consistente com os da
literatura (Weiner et al., 1996, 1997; Ruob et al., 1998; Moser et al., 2000), segundo
0s quais, 40 é um numero de pré-exposi¢coes que permite observar IL em animais
nao tratados desde que a intensidade do condicionamento n&o seja excessiva, como
Nno Nosso caso, no qual apenas trés associagbes CS-US foram empregadas. Ainda,
o resultado com os animais 7-OH-DPAT 0,1 mg foi consistente com os obtidos no
experimento anterior, 0s quais mostraram que, na dose de 0,1 mg, o 7-OH-DPAT
facilta a IL. A facilitacdo ndao pbdde ser observada, entretanto, visto que, no
paradigma escolhido, ja ha facilitacdo na auséncia da droga, isto é, ndo é possivel
obter uma diminuicdo ainda maior da resposta condicionada.

Ja nos animais injetados com 1,0 mg de 7-OH-DPAT, as 40 pré-exposi¢des
nao diminuiram a resposta condicionada. Isto indica que este tratamento reduziu ou
blogueou a IL obtida na condicdo controle. Esta interferéncia com a IL pode ser
comparada a provocada, por doses baixas de agonistas dopaminérgicos, tais como
a anfetamina (Killcross et al., 1994; Gray et al., 1997; Joseph et al., 2000). O efeito
da anfetamina sobre a IL é considerado um modelo dos sintomas positivos da
esquizofrenia e tem sido atribuido a um aumento da transmissdo dopaminérgica no
nucleo acumbens central (Weiner et al., 1996, 1997), efeito que pode ser revertido
pela administracdo de antagonistas dopaminérgicos, tais como o0s antipsicéticos
tipicos (haloperidol: Weiner et al., 1997) e atipicos administrados antes do
condicionamento (clozapina: Hitchcock et al, 1997; ritanserina: Cassaday et al.,
1993). Isto sugere que o 7-OH-DPAT na dose de 1,0 mg/kg possa estar também
aumentando a transmissdo dopaminérgica, permitindo especular que, nessa
concentracdo, a droga atua em receptores do tipo D2 pds-sinapticos. Isto é
consistente com o fato de que, nesta dose, o 7-OH-DPAT possui alta ligacao a
receptores D2 (Levant, 1997). Sugere-se, entdo, que a diminuicao da IL observada
em nosso estudo deveu-se a uma exacerbacdao da transmissdo dopaminérgica

causada pela ativacdo do receptor D2.
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Considerados em conjunto, os dados dos experimentos 1 e 2 levam a supor
que o 7-OH-DPAT na dose de 0,1 mg/kg produz uma diminuicdo da transmissao
dopaminérgica em alguma estrutura-chave da circuitaria da IL, presumivelmente o
nucleo acumbens. O efeito seria obtido através da atuacdo da droga sobre os
receptores D3 que controlam a eficacia da transmiss&o no nucleo. Este efeito, que
deve estar presente durante o condicionamento, diminuiria a associagdo do CS com
o US e poderia ter relevancia para o controle dos sintomas positivos da
esquizofrenia, 0s quais se correlacionam com a excessiva transmissao

dopaminérgica na via meso-limbico-cortical.

5.3. Experimento 3: Testes comportamentais na arena

5.3.1. NUmero de cruzamentos

De acordo com os resultados, o grupo 7-OH-DPAT 1,0 mg apresentou um
namero de cruzamentos maior que o dos grupos salina e 7-OH-DPAT 0,1 mg, sendo
que estes dois Ultimos ndo apresentaram diferengas entre si. Estes dados
concordam com resultados que mostram que 7-OH DPAT em doses altas, acima das
que in vivo produzem 20% de ocupacdo do receptor D3 (Levant et al., 1995),
aumenta a locomocgao (Daly e Waddington, 1993; Gilbert e Cooper, 1995; Khroyan et
al., 1995; Depoortere et al., 1996; Kagaya et al., 1996).

Por outro lado, aceita-se que doses baixas de 7-OH-DPAT diminuem a
locomogao (Levant, 1997). Comumente, as doses “baixas” incluem a administracao
de 0,1 mg/kg (Khroyan et al., 1995; Depoortere et al., 1996), a qual no presente
trabalho ndo produziu resultados diferentes aos do grupo controle. Entretanto, Daly
e Waddington (1993), utilizando as doses de 0,01, 0,1, 1,0 e 10,0 mg/kg, obtiveram
reducdo da locomocgao apenas com uma dose de 0,01 mg/kg. Outras discordancias
entre os resultados que dizem respeito a relacdo efeito-concentragdo podem ser
citadas para o 7-OH-DPAT. Por exemplo, Gilbert e Cooper (1995) relatam efeitos de
hipo-locomoc¢ao no intervalo 0,1-3,0 mg/kg, sendo que, para outros autores, hiper-
locomocéo é observada ja com 1,0 mg/kg (Daly e Waddington, 1993; Khroyan et al.,
1995; Depoortere et al, 1996) ou mesmo com 0,3 mg/kg (Dall'Olio et al., 2002).
Discordancias entre os diversos trabalhos podem se dever a diversas razdes.

Sobrian e colaboradores (2003) sugeriram que os receptores D3 pré- e péds-
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sinapticos nao estdo completamente funcionais em ratos com 21-23 dias de idade.
As diferencas genéticas entre as cepas de animais utilizados (Gilbert e Cooper,
1995) e os procedimentos de administragdo e procedéncias do farmaco também
podem causar discrepancias entre os resultados.

As respostas bifasica e dose dependente da locomogéao, apdés administracao
de 7-OH-DPAT, tém sido interpretadas como resultado de interagdo do farmaco com
receptores D3 a doses baixas (redugdo da locomocgédo; Levant, 1997) e, com
receptores D2 e D3, a doses elevadas (aumento da locomogéao; Levant 1997). O uso
de outros agonistas D3 tem produzido resultados semelhantes. Por exemplo, PD
128907 também altera a locomogao de forma bifasica, com reducéo a baixas doses
e aumento a doses altas (Pugsley et al., 1995; Bristow et al., 1996; Kagaya et al.,
1996), o qual tem sido relatado também para quinelorana (Storey et al., 1995).

Os nossos dados e os citados acima sao também consistentes com os
obtidos com antagonistas do receptor D3, tais como nafadotrida (Sautel et al., 1995),
o qual induz um aumento de locomogao em concentracdes baixas e uma reducao

com concentracdes altas.

5.3.2. Numero de levantamentos

Os resultados mostraram que nos grupos 7-OH-DPAT 0,1 e 1,0 mg houve
uma diminui¢do no nimero de levantamentos em comparagdo com o grupo controle,
enquanto ndo apresentaram diferencas entre eles. Esses resultados se ajustam a
grande controvérsia na literatura cientifica a respeito do comportamento de levantar
e dos receptores D3. A néo diferenga entre as doses de 7-OH-DPAT empregadas
para a expressao do comportamento de levantamento esta de acordo com os relatos
da literatura, onde nao se tem uma diferenca clara entre doses baixas e elevadas de
7-OH-DPAT. Por exemplo, Mattingly e colaboradores (2001) relatam reducédo do
nuamero de levantamentos na arena com uma dose de 0,05 mg/kg de 7-OH-DPAT, o
que se considera uma dose baixa. Por outro lado, Rodgers e colaboradores (1996)
relataram que o 7-OH-DPAT, nas doses de 1,0 e 10,0 mg/kg (doses consideradas
elevadas), reduziu o numero de levantamentos no labirinto em cruz elevado.
Entretanto, Daly e Waddington (1993), utilizando 7-OH-DPAT em dose baixa (10
ug/kg) e doses elevadas (1,0 — 10,0 mg/kg), ndo encontraram diferencas na inducao

do comportamento de levantar.
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O resultado é também comparavel a outros trabalhos utilizando antagonistas
do receptor D2/D1, entre eles haloperidol (Weiner et al., 1997). Ainda, o nosso dado
aponta na direcdo oposta dos resultados obtidos em estudos com uso de
antagonistas D3, como U 99194A, nas doses 1,67, 5,0, 15,0 e 45,0 mg/kg, o qual
mostrou um aumento do nimero de levantamentos na dose de 15 mg/kg (Clifford e
Waddington, 1998). Entretanto, Clifford e Waddington (1998) utilizando outros
antagonistas D3 como GR 103691 (0,008, 0,04, 0,2 e 1,0 mg/kg) e nafadotrida
(0,025, 0,1, 0,4 e 1,6 mg/kg) e o antagonista D2/D1 haloperidol (0,0008, 0,004, 0,02
e 0,1 mg/kg) ndo encontraram diferengas no comportamento de levantar.

Estes dados sugerem, apesar das discordancias entre os trabalhos, uma
oposicao entre os efeitos obtidos através da ativacdo de receptores D2 e D3
(Richtand et al., 2001).

5.3.3. Tempo de autolimpeza (“grooming”)

Os grupos 7-OH-DPAT 0,1 e 1,0 mg apresentaram uma reducao no tempo
total de autolimpeza em comparagdo com o0 do grupo controle, enquanto néo
apresentaram diferencas entre eles. Este resultado é consistente com outro trabalho
que mostrou que o 7-OH-DPAT, nas doses de 0,1, 1,0 e 5,0 mg/kg, diminui o tempo
de autolimpeza (Sobrian et al, 2003). De Fonseca e colaboradores (1995)
observaram que o 7-OH-DPAT, nas doses de 0,25 e 5,0 mg/kg, produziu indices
baixos de autolimpeza, enquanto que, na dose de 0,01 mg/kg, acarretou em indices
altos.

Ainda, este resultado € consistente com os obtidos com o antagonista D3
nafadotrida, o qual aumenta o tempo de autolimpeza (Dall'Olio et al., 2002).
Entretanto, Clifford e Waddington (1998), utilizando os antagonistas D3 nafadotrida
(0,025, 0,1, 0,4 e ,6 mgkg) e GR103691 (0,008, 0,04, 0,2 e 1,0 mg/kg), ndo
observaram diferenca no comportamento de autolimpeza. Entretanto, estes mesmos
autores utilizaram o antagonista D2/D1 haloperidol (0,02 e 0,1 mg/kg) e observaram

reducdo significante na autolimpeza.
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5.4. Discussao Geral

No estudo da inibi¢do latente, o 7-OH-DPAT, na dose de 0,1 mg/kg conduziu
a uma facilitacdo da IL. O 7-OH-DPAT nesta dose teria baixa ligacdo em receptores
D2 (Levant, 1997), fazendo-nos sugerir que os resultados se deveram basicamente
a ativacao dos receptores D3. Quando utilizada a dose de 1,0 mg/kg de 7-OH-DPAT,
foi observada uma diminuicdo da IL, tal qual é observada quando se administra
agonistas dopaminérgicos indiretos (Weiner, 1997). Uma vez que o 7-OH-DPAT
nesta dose maior possui alta ligacao a receptores D2 (Levant, 1997), sugere-se que
a diminuicdo da IL observada corresponde a condicdo de ocupacao de tanto o
receptor D3 quanto de D2, prevalecendo a ativacao deste ultimo.

Os estudos acumulados sobre a IL por varios autores mostram que uma
reducao desta propriedade esta relacionada a um aumento da transmissao sinaptica
no nucleo acumbens (Moser et al., 2000; Weiner, 2003), enquanto que um aumento
da IL corresponde a uma diminuicdo da transmissdo. Desta forma, nossos
resultados sugerem que a transmissao dopaminérgica € diminuida pelo 7-OH-DPAT
na dose de 0,1 mg/kg e aumentada na dose de 1,0 mg/kg. Esta conclusdo €
consistente com os resultados da atividade motora, os quais mostram também um
efeito bifasico do 7-OH-DPAT para locomocéo (Clifford e Waddington, 1994;
Mattingly et al., 2001), com redugé@o neste parametro para doses baixas da droga e
incremento para doses aumentadas. Este efeito tem sido atribuido por varios autores
a queda e aumento, respectivamente, da transmissdo dopaminérgica em circuitos
motores que incluem a substancia nigra e o estriado (Shafer e Levant, 1998; Joyce,
2001).

O aumento da IL pelo 7-OH-DPAT, na dose baixa, € comparavel ao obtido
por antipsicéticos tipicos quando administrados no dia do condicionamento. Isto leva
a considerar o tratamento com o 7-OH-DPAT como uma alternativa ao uso destes
antipsicoéticos, o qual teria como vantagem o fato do 7-OH-DPAT interferir de forma
minima no sistema extrapiramidal, visto que a expressao de D3 nele é muito menor
do que a de receptores D2, o alvo dos antipsicoticos tipicos. Outra vantagem
possivel é a de, justamente, ndo precisar de concentragdes altas, 0 que aumentaria
o risco de efeitos colaterais.

O aumento da IL pelo 7-OH-DPAT na dose baixa é comparavel também ao

obtido com antipsicéticos atipicos, quando administrados antes do condicionamento
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(Weiner, 2003) e também ao relatado apds experimentos em que sao utilizados
antagonistas glutamatérgicos, tais como MK801 (Weiner and Feldon 1992; Turgeon
et al., 2000).

O mecanismo de acao de 7-OH-DPAT, no nosso experimento, ndo pode ser
estabelecido a partir dos dados obtidos, mas o efeito € consistente com trés
interpretagdes, todas elas apontando a mecanismos de controle da transmissao no
sistema VTA-NAC. De acordo com uma interpretacdo, o receptor D3 ativado a
baixas concentragdes teria localizagdo pré-sinaptica e atuaria, entdo, como um auto-
receptor. A funcdo de auto-receptores em varios sistemas € descrita como a de
modular a sintese e/ou a liberacdo de neurotransmissores (Webster, 2001a). No
presente caso, a ativacdo do receptor D3 diminuiria a quantidade de dopamina no
NAC, diminuindo o seu sinal de saida e facilitando a inibicdo latente de modo
semelhante ao que acontece no modelo de Schmajuk et al. (1996, 2001).

Uma outra possibilidade é a de que o receptor D3 ativado a baixas doses
pelo 7-OH-DPAT tenha localizacdo pés-sinaptica. Esta hipdtese pode ser
desdobrada em duas. De acordo com uma delas, a interagcdo com o receptor D3
teria um efeito inibitério direto sobre o neurénio pds-sinaptico do NAC. Ja de acordo
com outra alternativa, o efeito pds-sindptico seria excitatério, porém com
conseqliiéncias inibitérias mediadas por um mecanismo de retroalimentacéo bi-
sindptico (ou talvez poli-sindptico). Nos trés cenarios descritos, o 7-OH-DPAT
ativaria o receptor D3 a concentragdes nas quais 0s receptores D2 ndo seriam
ocupados (Levant, 1997; Shafer e Levant, 1998; Joyce, 2001). Contudo, se as
concentracdes de 7-OH-DPAT aumentassem, tanto os receptores D2 quanto os D3
seriam ativados (Levant, 1997; Shafer e Levant, 1998; Joyce, 2001).

A proposta de D3 funcionar como auto-receptor tem recebido suporte de
estudos de microdidlise, os quais mostram que a administracdo de agonistas D3
como o 7-OH-DPAT (Damsma et al., 1993; Rivet et al., 1994; Yamada et al., 1994;
Devoto et al., 1995; Gilbert et al., 1995; Patel et al., 1995; Gainetdinov et al., 1996) e
o PD 129807 (Pugsley et al., 1995; Gobert et al, 1996) reduz a liberagdo de
dopamina no nucleo acumbens. Ainda, a injecao intraventricular de oligonucle6tidos
“antisense” contra receptores D3 aumenta a liberacdo de dopamina no ndcleo
acumbens (Ekman et al., 1998). A sugestdo de que o 7-OH-DPAT atua em
receptores pré-sinapticos concorda também com um estudo de Alhenius e Salmi

(1994) sobre o efeito de reserpina na liberagédo de dopamina no nucleo acumbens e



45

no estriado. A droga reserpina impede a captagdo de dopamina pelas vesiculas
sinapticas, o que provoca um acumulo do neurotransmissor nos terminais (Webster,
2001a). Este processo foi revertido pela administragdo de 7-OH-DPAT, do qual os
autores concluiram que um processo regulador, que depende da ativacdo de um
auto-receptor, foi promovido pela droga (Alhenius e Salmi,1994).

A interpretacdo descrita acima é andloga a que varios autores tém oferecido
sobre o papel de 7-OH-DPAT no comportamento motor. A droga ocasiona um efeito
bifasico, com diminuicdo da locomogédo a doses baixas e aumento a doses altas
(Daly e Waddington, 1993; Gilbert e Cooper, 1995; Khroyan et al., 1995; Depoortere
et al., 1996 Kagaya et al., 1996). Estes efeitos tém sido atribuidos, respectivamente,
a ocupacao de receptores pré-sinapticos D3 e de receptores poés-sinapticos D2.
Ainda, os receptores D3 que tém localizagdo pds-singptica no nacleo acumbens
poderiam ser ativados com os niveis altos de 7-OH-DPAT (Shafer e Levant, 1998;
Schwartz et al., 2000) produzindo ativagdo neuronal (Shafer e Levant, 1998;
Schwartz et al., 2000), paralela a provocada pela ativacao dos receptores D2.

Por outro lado, a sugestdao colocada acima de um papel pds-sinaptico
inibidor para D3, € apoiada por alguns autores. Por exemplo, estudos com
microdialise tém mostrado que agonistas D3, como 7-OH-DPAT e quinelorana,
podem ter efeitos comportamentais, tais como diminuicdo de locomogéo, sem que
isso reflita uma diminuicdo na liberacdo de dopamina (Stahle e Ungerstedt, 1990;
Waters et al., 1993; Svensson et al., 1994; Thorn et al., 1997).

Seja qual for o mecanismo de agdo de 7-OH-DPAT nos nossos
experimentos, eles sdo concordantes com os resultados conhecidos de atividade
motora segundo os quais os receptores D2 e D3 tém efeitos opostos (Richtand,
2001), os primeiros estimulando a locomog¢ao e os segundos diminuindo-a, 0 mesmo
acontecendo com outros comportamentos, entre 0s quais se consideram a
expressao de cheirar (“sniffing”), a autolimpeza (“grooming”), a consolidacao de
meméria, o consumo alimentar, o consumo de alcool, o comportamento de
ejaculagao e outros relacionados com reforgo e recompensa (Richtand, 2001).

De tal forma, 0 nosso resultado de que uma dose baixa de 7-OH-PAT facilita
a inibicao latente (diminui a associacdao CS-US) é congruente com uma possivel
reducao da transmissdo dopaminérgica no nucleo acumbens, efeito semelhante aos
dos antipsicéticos tipicos e atipicos que diminuem os sintomas positivos em
pacientes esquizofrénicos (Levant, 1997; Shafer e Levant, 1998; Moser et al., 2000).
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Visto que o receptor D3 se encontra em baixa densidade no estriado
(Levant, 1997; Shafer e Levant, 1998), é de se esperar que o possivel papel
antipsicotico que estamos apontando ndo seja acompanhado por efeitos motores
secundarios como é o caso dos antipsicéticos tipicos. Justamente por isto, o
receptor D3 tem sido considerado um possivel alvo para novas drogas antipsicéticas
(Sokoloff, 1990; Levant, 1999; Joyce, 2001). Contudo, esta em aberto a questédo de
qual papel estas drogas deveriam exercer sobre o receptor. Por exemplo, Joyce
(2001) tem defendido que candidatos para um papel antipsicético devem ser
farmacos antagonistas de D3. Em concordancia com isto, Reavill e colaboradores
(2000) tém comunicado que o SB-277011-A, um antagonista até 100 vezes mais
seletivo para D3 do que para D2, age no rato revertendo a inibigado pré-pulso (IPP)
sem afetar a locomogao. Neste comportamento, a reagao de sobressalto exibida por
um sujeito quando exposto a um estimulo de intensidade elevada (por exemplo um
som), € reduzida por apresentacdes prévias do estimulo com intensidades menores
(Lacroix et al., 2000). Pacientes esquizofrénicos, como também humanos normais e
ratos tratados com anfetamina, tém uma IPP prejudicada, sendo que os
neurolépticos a normalizam (Ellenbroek et al., 1996; Lacroix et al., 2000).

O fato de nossos resultados apontarem para um papel antipsicético de um
agonista de D3 nédo deve ser considerado contraditério com o anterior. O que se
deve esperar dos efeitos de agonistas ou antagonistas D3 depende de varias
questoes (Webster, 2000a,b; Richtand et al, 2001), dentre elas: a) grau de
seletividade pelo receptor D3 versus outros receptores, principalmente D2; b)
localizacao do receptor em sitios pré- ou pés-sinaticos; c) transicao entre os estados
de baixa ou alta afinidade do receptor, seja no dominio pds- ou pré-sinaptico.
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6. CONCLUSOES

O 7-OH-DPAT produziu um efeito dose-dependente na inibicao latente (IL) em

ratos, sugerindo um possivel envolvimento do receptor D3 neste processo.

A IL foi facilitada pelo 7-OH-DPAT na dose de 0,1 mg/kg, a qual ativa
significantemente o receptor D3.

A IL foi diminuida pelo 7-OH-DPAT na dose de 1,0 mg/kg, a qual ativa tanto

os receptores D3 quanto os D2.

O 7-OH-DPAT, na dose de 1,0 mg/kg, aumentou a atividade locomotora,

medida pelo numero de cruzamentos na arena experimental.

As duas doses de 7-OH-DPAT utilizadas (0,1 e 1,0 mg/kg) diminuiram o
namero de levantamentos e o tempo de autolimpeza, avaliados na arena

experimental.
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APENDICE

Figura 4: Nimero de cruzamentos (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e
7-OH-DPAT 1,0 mg durante os cinco intervalos de tempo apés o tratamento farmacologico.

*Denota diferencga significativa entre os grupos tratados e o grupo salina (p<0,05).

Figura 5: Nimero de cruzamentos (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e
7-OH-DPAT 1,0 mg durante os periodos de habituagdo e tratamento farmacolégico. ®**°As
médias seguidas de pelo menos uma mesma letra da mesma cor sdo iguais entre si
(Duncan; p<0,05). + Denota o0 momento da administracdo da droga ou salina.

Figura 7: Nimero de levantamentos (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg
e 7-OH-DPAT 1,0 mg durante os cinco intervalos de tempo apdés o tratamento
farmacolégico. *Denota diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo salina

(p<0,01).

Figura 8: Numero de levantamentos (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg
e 7-OH-DPAT 1,0 mg durante os periodos de habituagdo e tratamento farmacolégico. ®**“As
médias seguidas de pelo menos uma mesma letra da mesma cor sdo iguais entre si
(Duncan; p<0,05). + Denota 0 momento da administracdo da droga ou salina.

Figura 10: Tempo de autolimpeza (média + EPM) dos grupos salina, 7-OH-DPAT 0,1 mg e

7-OH-DPAT 1,0 mg durante os cinco intervalos de tempo ap6s o tratamento farmacolégico.

*Denota diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo salina (p<0,05).



