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RESUMO

A esquizofrenia é um transtorno mental tipicamente caracterizado pelo quadro psicético
representado por delirios e alucinacdes. Sua causa esta associada ao aumento da
dopamina (DA) mesolimbica e da expressdo de receptores D2 estriatais, 0os quais
constituem o principal alvo terapéutico do tratamento com antipsicoticos. Os
antipsicoticos tipicos sdo muito efetivos na reducdo dos sintomas psicoticos, porém
apresentam efeitos amnésicos significativos que dificultam a adesédo dos pacientes ao
tratamento. Por esta razdo, a compreensdo dos mecanismos pelos quais 0s
antipsicoticos tipicos atuam na producéo dos seus efeitos pode favorecer a descoberta
de alvos terapéuticos mais efetivos no tratamento dessa doenca. Nesta tese,
investigamos o papel dos receptores dopaminérgicos D2 pré- e pds-sinapticos do DLS
no aprendizado e memoria de respostas condicionadas de esquiva (CAR); e o papel
dos autoreceptores D2 na regulacdo da neurotransmissédo dopaminérgica mesolimbica.
A administracdo de uma dose pré- e pos-sindptica, mas nao pré-sinaptica, do
antipsicotico tipico sulpiride foi amnésica sobre CAR. Esse efeito foi revertido pela
infusdo intra-DLS do agonista D2 quimpirole em uma dose que nao afetou o
aprendizado e memoéria de CAR per se. Esses resultados mostram que o bloqueio de
receptores D2 pds-sindpticos no DLS é necessario e suficiente para produzir os efeitos
amneésicos dos antipsicoticos tipicos. No segundo estudo, a técnica de amperometria de
potencial fixo foi utilizada para evocar a liberagdo de DA no NAc para avaliar os
mecanismos de inibicdo de liberacdo de DA e a dessensibilizacdo de curto-prazo de
autoreceptores D2 em um modelo animal de esquizofrenia. As doses sistémicas pré- e
pré- e pds-sinaptica de sulpiride bloguearam a inibicdo da liberacdo de DA. A infuséo
intra-NAc de quimpirole ndo afetou a inibicdo de liberacdo de DA per se, mas reverteu o
aumento da DA extracelular induzido por sulpiride. Por outro lado, a dessensibilizacao
de curto-prazo induzida pelo aumento de DA eletricamente evocada néo foi afetada por
sulpiride ou quimpirole. Portanto, a ativagdo de autoreceptores D2 inibe a liberagéo de
DA, mas ndo afeta a dessensibilizacdo de curto-prazo desses receptores. Esses
resultados auxiliam no entendimento de como antipsicoticos atuam nos receptores D2
pré e pds-sinapticos estriatais na producao dos seus efeitos terapéuticos e adversos.



ABSTRACT

Schizophrenia is a mental disorder typically characterized by psychotic symptoms such
as delusions and hallucinations. Its etiology is associated to increased mesolimbic
dopamine (DA) and striatal D2 receptors, which are the main target of antipsychotics
treatment. Typical antipsychotics are effective in alleviate psychotic symptoms, but
usually present amnestic side effects that difficult schizophrenic patients adherence to
treatment. Hence, understanding how typical antipsychotics promote their effects may
help discovery of new and more effective treatments. Here, we investigated the role of
DLS pre- and postsynaptic D2 dopaminergic receptors in conditioned avoidance
response (CAR) learning and memory; and the role of NAc presynaptic D2 receptors in
the regulation of the mesolimbic dopaminergic neurotransmission. Systemic
administration of pre- and postsynaptic, but not presynaptic, dose of the typical
antipsychotic sulpiride was amnestic over CAR. Such effect was reverted by intra-DLS
infusion of the D2 agonist quinpirole in a dose that did not affect CAR learning and
memory per se. These results show that blockade of postsynaptic D2 receptors in the
DLS is necessary and sufficient to produce the amnestic effect of typical antipsychotics.
In the second study, fixed potential amperometry was used to electrically evoke DA
release in the NAc to evaluate the mechanisms of DA release inhibition and D2
autoreceptors short-term desensitization in a schizophrenia animal model. Systemic
presynaptic and pre- and postsynaptic doses of sulpiride blocked DA release inhibition.
Intra-NAc quinpirole did not affect DA release inhibition per se, but reverted the
increased extracellular DA induced by sulpiride. On the other hand, D2 autoreceptor
short-term desensitization induced by electrically evoked DA was not affected by
sulpiride or quinpirole. Therefore, activation of D2 autoreceptors regulates DA release
from presynaptic terminals but does not induce short-term desensitization of D2
autoreceptors. Results presented in this thesis help understanding how antipsychotics
act on pre- and postsynaptic striatal D2 receptors to yield their therapeutics and adverse
effects.
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APRESENTACAO

Esta tese apresenta os resultados na forma de artigos cientificos nos quais
encontram-se descritos os seguintes itens: Resultados, Discusséao e Referéncias.

Na tese, o item 4 — Metodologia engloba os animais e 0s procedimentos
adotados na realizacdo dos dois experimentos que compuseram 0s artigos cientificos
apresentados. O item 5 — Discussao Geral apresenta a integracdo dos resultados
descritos nos artigos e sua relevancia frente a neurociéncia na atualidade. No item 6,
Conclusbes, sédo apresentadas as conclusdes gerais da tese. As Referéncias
Bibliograficas listadas no item 7 referem-se as citacbes que aparecem na Introducéo,

Metodologia e na Discusséo Geral da tese.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia € um transtorno mental cronico e debilitante que abrange um
largo espectro de manifestacdes clinicas. Afeta aproximadamente 1% da populacéo
mundial como uma doenca esporadica ou hereditaria com sintomas surgindo, em geral,
na adolescéncia ou no inicio da idade adulta (Mikell et al., 2009; Ginovart e Kapur,
2010; Karam et al., 2010; Del-Monte et al., 2013; Nikolaus et al., 2014).

Tipicamente, essa doenca é caracterizada pela ocorréncia de delirios
(sensacoes e percepcdes delirantes como delirios de perseguicdo ou de grandeza, eco
do pensamento, insercdo) e alucinacdes persistentes (visual, auditiva ou olfatéria) que
podem se apresentar como vozes alucinatérias em que O paciente ouve vozes
comentando sobre ele na terceira pessoa. Tal quadro corresponde ao que se denomina
sintomas positivos ou psicéticos da esquizofrenia (Ginovart e Kapur, 2010). Ainda
podem ser identificadas diversas outras manifestacbes clinicas que integram o0s
sintomas negativos, como o0 isolamento social, embotamento emocional, falta de
motivagao e apatia; e 0os sintomas cognitivos de prejuizo de atencédo, de memoéria e das
funcdes cognitivas (Mikell et al., 2009; Ginovart e Kapur, 2010; Simpson et al., 2010).

Segundo a ultima versdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V) da Sociedade Americana de Psiquiatria, ao menos dois dos sintomas
descritos acima devem ser apresentados por um minimo de 6 meses, sendo que um
deles deve ser de carater psicético (DSM-V, 2013; Araujo e Neto, 2014). Além disso, o
diagnéstico da esquizofrenia deve ser feito apds exclusdo de causas diversas como
abuso de substancias alucindgenas (anfetaminas, cocaina), intoxicacdes
medicamentosas (levodopa, anticolinérgicos), doencas infecciosas, metabdlicas ou

endocrinas, entre outras (Araujo e Neto, 2014).
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O tratamento da esquizofrenia foi centrado inicialmente no controle dos
sintomas positivos com 0 uso dos chamados antipsicéticos tipicos, como a
clorpromazina. Contudo, essas drogas produzem intensas reacdes adversas como
sedacédo, hiperprolactinemia e efeitos parkinsonianos importantes, como distonia e
acatisia. Com o uso prologado, também podem provocar discinesia tardia, um efeito
adverso potencialmente irreversivel caracterizado por contracdes musculares
involuntarias e repetitivas. Além disso, essas drogas possuem efetividade limitada, pois
atuam fracamente no alivio dos sintomas negativos e cognitivos. A evolucdo no
tratamento da esquizofrenia se deu com o advento dos antipsicéticos atipicos, como a
clozapina, por possuirem menor risco de causar efeitos parkinsonianos e de
hiperprolactinemia (Ginovart e Kapur, 2010). Sugeriu-se que essas drogas possuiriam
melhor atividade no controle dos efeitos negativos e cognitivos da esquizofrenia (Kane
et al.,1988; Buchanan, 1995), entretanto tal eficdcia ndo foi comprovada por diversos
outros estudos (Arvanitis e Miller, 1997; Peuskens e Link, 1997; Copolov et al., 2000).
Assim, o0s antipsicéticos atipicos oferecem apenas uma modesta superioridade no
tratamento clinica da esquizofrenia em relacéo aos antipsicoticos tipicos.

A etiologia da esquizofrenia ainda € obscura, porém evidéncias sugerem que
fatores genéticos e ambientais agem em conjunto: se uma predisposi¢cdo genética
subsiste, a doenca pode ser desencadeada por estressores ambientais, psicoldgicos ou
biolégicos (Brown, 2011; Nikolaus et al., 2014).

Héa muito foi sugerido que disfuncdes dopaminérgicas seriam responsaveis pela
patogénese da esquizofrenia (Heinz e Schlagenhauf, 2010; Howes e Kapur, 2009).
Inicialmente, observagdes clinicas relataram a melhora dos sintomas psicoticos com o
tratamento com antagonistas de receptores dopaminérgicos D2. Surgiu, entdo, a
hipotese dopaminérgica da esquizofrenia em que uma superestimulagdo dos receptores
dopaminérgicos poderia ter uma relagdo causal com a doenca (Lieberman et al., 1987,
Seeman, 2013; Nikolaus et al., 2014). De fato, todas as drogas estabelecidas até o
momento para o tratamento de esquizofrenia s&o, em certo grau, antagonistas dos
receptores dopaminérgicos da familia D2 (Seeman, 2006; Mikell et al., 2009; Simpson
et al., 2010).
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Recentemente novos estudos sugeriram uma modificagdo da hipétese
dopaminérgica, segundo a qual, haveria além da hiperatividade da dopamina na via
mesolimbica, importante para o surgimento dos sintomas positivos, uma reducao da
atividade dopaminérgica no coértex pré-frontal que contribuiria para o surgimento dos
sintomas cognitivos (Simpson et al., 2010) e negativos (Howes e Kapur, 2009). Porém,
uma proposta mais recente mostra evidéncias de que ocorre, no curso inicial da
doenca, um aumento na concentracdo extrasinaptica de dopamina estriatal e no
namero de receptores dopaminérgicos D2 estriatais. Esta hiperatividade dopaminérgica
estriatal promove mudancas compensatorias tardias no cértex pré-frontal durante a
progressdo da doenca e sdo mantidas mesmo apés o tratamento com antipsicéticos
(Simpson et al., 2010).

Como os receptores D2 estdo predominantemente localizados no estriado
dorsal e no nucleo accumbens (NAc), a principal conexao causal proposta relaciona a
hiperatividade dopaminérgica na via mesolimbica e o desenvolvimento dos sintomas

esquizofrénicos (Nikolaus et al., 2014).

1.2 AS VIAS DOPAMINERGICAS E SUAS IMPLICACOES NA ESQUIZOFRENIA

Existem quatro principais vias dopaminérgicas. S&do elas: () a via
tuberoinfundibular, cujas fibras nervosas se projetam do hipotalamo para a hipoéfise
anterior. (ii) A via nigroestriatal, com os corpos celulares na substancia negra pars
compacta (SNc) e os terminais dopaminérgicos no estriado dorsal. (i) A via
mesolimbica, com fibras que projetam-se da area tegmentar ventral (ATV) para o
estriado ventral — (o que inclui o NAc), para o nucleo caudado e para estruturas do
sistema limbico como o hipocampo e a amigdala. E finalmente, (iv) a via mesocortical
que tem projecdes da ATV para o cortex pré-frontal (Stahl, 2008).

A participacao das vias nigroestriatal e tuberoinfundibular na esquizofrenia esta

associada mais especificamente ao surgimento de reacdes adversas ao uso de drogas
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antipsicéticas. O bloqueio de receptores dopaminérgicos D2 na via nigroestriatal
contribui respectivamente para o desenvolvimento de sinais motores de parkinsonismo
como a rigidez muscular, acinesia ou bradicinesia, acatisia e distonia. O bloqueio da via
tuberoinfundibular pelos antipsicoticos causa como efeitos colaterais a ginecomastia e a
galactorréa (Roth e Rogan, 2010).

As vias mesolimbica e mesocortical estdo criticamente relacionadas com o
processamento e regulacdo de estimulos emocionais e a flexibilidade comportamental.
A via mesolimbica, em especial, € considerada como um sistema neural critico para o
processamento de informagdes hedobnicas com saliéncia motivacional, tais como, 0
consumo de drogas de abuso e os estimulos apetitivos os quais funcionam como
reforcadores naturais (Krindgelbach e Berridge, 2009; Laviolette, 2007).

E amplamente conhecido que a aprendizagem de comportamentos motivados
depende da ativacdo das vias dopaminérgicas mesolimbica e nigroestriatal (Wendler et
al., 2014; Wietzikoski et al., 2012; Miyoshi et al., 2012; Boschen et al., 2011; Bortolanza
et al., 2010; Da Cunha et al., 2003; Da Cunha et al., 2002). Quando o cérebro nao
codifica adequadamente o valor emocional de um estimulo sensorial, hA uma grande
dificuldade em se elaborar comportamentos adaptativos motivados por estes estimulos
(Laviolette, 2007). Ou seja, o aprendizado de novos comportamentos frente a estimulos
salientes do ambiente fica prejudicado (Wendler et al., 2014; Wietzikoski et al., 2012;
Boschen et al., 2011).

Na esquizofrenia, a apatia € uma complexa manifestacdo sintoméatica que
prevalece mesmo em pacientes sob tratamento com antipsicéticos (Raffard et al.,
2013). Em termos gerais, a apatia pode ser caracterizada como uma sindrome
tridimensional (cognitiva, sensério-motora e afetiva) (Del-Monte et al., 2013) com
intensa falta de interesse ou de motivacéo por atividades pessoais e sociais e também
por uma perda na capacidade de responder a reforcadores positivos (eventos
gratificantes) e a reforcadores negativos (interrupcdo de um evento aversivo) (Van
Reekum et al., 2005; Del-Monte et al., 2013). O funcionamento anormal nas vias

dopaminérgicas relacionadas a esquizofrenia e ao seu tratamento gera distirbios no
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processamento, percep¢ao e regulagcdo emocional que culmina no surgimento e

agravamento da apatia (Kirkpatrick, 2014; Raffard et al., 2013).

1.3 O PAPEL DO ESTRIADO NA SELECAO DE ACOES

As vias dopaminérgicas constituem o principal modulador dos nucleos da base
(NB), o sistema neural responsavel pela selecao de acbes (Redgrave et al., 2008).
Esses processos de selecdo de comportamento incluem a escolha e a iniciacdo de
acOes motoras voluntérias. Tais decisdes sdo aprendidas e armazenadas na forma de
memorias procedurais (Da Cunha et al., 2009).

Os NB séo formados pelo corpo estriado e globo pélido, partes externa (GPe) e
interna (GPi). Devido a suas ligacdes funcionais com esses nudcleos, o nucleo
subtalamico (NST) e a substancia negra também sdo considerados estruturas
associadas aos NB (Parent e Hazrati, 1995). Esse grupo de estruturas forma uma
complexa rede de interconexfes e é responsavel pela integracdo de sinais originados
de todas as regifes do neocortex. O resultado desse processamento é direcionado (via
talamo) ao cortex frontal para auxilid-lo na tomada de decisdes sobre qual acdo motora
deve ser iniciada (DeLong e Wichmann, 2007).

O corpo estriado e 0 NST séo as portas de entrada dos NB. O estriado &, ainda,
o centro de integracdo dos NB, recebendo aferéncias corticais, que sdo excitatérias e
mediadas pelo neurotransmissor glutamato. As projecdes estriatais sdo compostas por
duas subpopulagcdes de neurénios GABAérgicos espinhosos médios (MSNSs, do inglés
medium spine neurons) que selecionam a acdo motora apropriada: as vias direta e
indireta (Alexander et al., 1986). Essas vias podem ser identificadas pela expresséo
diferencial de receptores dopaminérgicos. Os receptores dopaminérgicos D1 sao
expressos na via direta, enquanto os receptores dopaminérgicos D2 sd0 expressos na
via indireta (Gerfen et al.,, 1990). A via direta apresenta conexdes inibitérias

monosinapticas com o GPi e a substancia negra pars reticulata (SNr) (em roedores,
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ndcleo entopeduncular — EP); e a via indireta faz projecdes polisinapticas com o GPe e
o0 NST (Delong e Wichmann, 2007).

As projecdes GABAérgicas do GPi e da SNr estdo tonicamente ativas
mantendo assim 0s seus nucleos de projecao (os ndcleos ventroanterior, ventrolateral e
intralaminar do tdlamo e outros centros motores do tronco encefalico) tonicamente
inibidos. A ativagéo seletiva de MSNs da via direta inibe o GPi e SNr, culminando na
remocao da inibicdo tonica de neurbnios do talamo que, uma vez desinibidos, iniciam
uma acao especifica codificada no cértex motor. Por outro lado, a ativacdo de MSNs da
via indireta remove a inibicdo que o GPe exerce sobre o GPi e SNr; isso resulta em uma
inibicdo maior e generalizada dos nucleos motores talamicos, inibindo assim que outros
programas motores sejam iniciados concomitantemente com a acdo motora escolhida
(Figura 1) (Delong e Wichmann, 2007; Cui et al., 2013).

Cortex
Estriado € Talamo
Dz @ < > @ D1 CM/Pf \\llzla-;;t,\\;ll:gr
Vi Via
Ir:gireta $ gTV/ Direta
GPe e

—> NST [—>| Gpil
1 SNr

A 4

Tronco encefalico /
Medula espinhal

FIGURA 1. Diagrama das principais conexdes dos nucleos da base indicando as vias direta e indireta. As
setas vermelhas indicam projecBes GABAérgicas, setas verdes projecdes glutamatérgicas e setas azuis
projec6es dopaminérgicas. AbreviagBes: ATV, area tegmentar ventral; CM, nicleo centromedial; GPe,
globo pélido externo; GPi, globo palido interno; Pf, nlcleo parafascicular; SNc, substancia negra pars
compacta; SNr, substancia negra pars reticulata; NST, nucleo subtalamico; VApc, nlcleo ventroanterior



21

pars parvocellularis; VLm, ndcleo ventrolateral pars medialis; VLo, nlcleo ventrolateral pars oralis; VLcr,
ndcleo ventrolateral rostral pars caudalis.

FONTE: Adaptado de DeLong e Wichmann (2007) e Cui et al. (2013).

Apesar da auséncia de evidéncias diretas, acredita-se que a agdo combinada
das vias direta e indireta seja necessaria para a selecdo de acdes motoras especificas,
tal como proposto acima (Mink e Thach, 1991; Fukabori et al., 2012; Cui et al., 2013).

Sabe-se ainda que a atividade neuronal no estriado dorsal sofre alteracdes de
plasticidade sinaptica durante a aquisicdo de memadrias de procedimentos (Calabresi et
al., 2007; Aceves et al.,, 2011). O balanco entre essas vias é modulado pelas acbes
diferenciais da densa inervacdo dopaminérgica que advém das vias nigroestriatal e
mesolimbica (Bolam et al., 2000). A elevacdo dos niveis de DA estriatal aumenta a
atividade na via direta, via ativacdo de receptores D1, e reduz atividade na via indireta,
via ativacdo de receptores D2. Este input dopaminérgico é critico para o funcionamento
normal do estriado e dos NB (Gerfen e Surmeier, 2011). Juntos, esses mecanismos
resultam na reducéo global de atividade do GPi e SNr, com consequente ativagédo das
projecdes talamo-corticais especificas para a iniciacdo de uma a¢do motora. Por outro
lado, a reducado da DA estriatal aumenta a atividade do GPi e SNr, aumentando assim a
inibicdo dos nucleos talamicos motores (Delong e Wichmann, 2007; Gerfen e Surmeier,
2011).

O estriado é a principal estrutura que medeia processos de aquisicdo de
memoérias de procedimentos que sdo expressas na forma de respostas condicionadas
ou de acgles e respostas instrumentais (Knowlton et al., 1996; Graybiel, 2005; Hikosaka
et al., 2008; Doyon et al., 2009; Fukabori et al., 2012). Uma acao ou resposta motora é
considerada instrumental quando resulta em uma consequéncia gratificante ou evita
uma consequéncia aversiva. Uma resposta € considerada condicionada quando é
iniciada por um estimulo neutro que durante o processo de aprendizagem foi pareado
com um estimulo apetitivo ou aversivo.

Pesquisas sobre como os NB medeiam o processo de escolher acdes em

resposta a estimulos ambientais que sinalizam uma consequéncia é uma area da
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neurociéncia muito estudada. De acordo com o modelo do “mosaico dos espelhos
quebrados”, proposto pelo nosso grupo de pesquisa, projecbes do cortex para o
estriado associam a representacdo de um estimulo condicionado com a deflagracéo de
uma resposta ou acdo motora especifica. Isso ocorre porque os MSNs do estriado
formam unidades sensoriomotoras capazes de iniciar agbes de uma parte do corpo
direcionadas a um objeto ou uma acdo de locomocdo direcionada a um lugar
especifico. Cada vez que a escolha de uma acédo que resulta em algo melhor que o
esperado ocorre, hd uma liberacdo fasica de dopamina que contribui para o
fortalecimento das sinapses entre 0s neurdnios corticoestriatais que estao ativos. No
caso, serdo fortalecidas as sinapses entre os neurdnios corticoestriatais que foram
ativadas para escolher a acdo reforcada. (Da Cunha et al., 2009).

Esse aprendizado depende de alteracbes na forca das sinapses entre 0s
neurdnios corticoestriatais e os MSNs no estriado (Beninger, 1983; Calabresi et al.,
2007). E o fortalecimento dessas sinapses que forma os tragos de memoria que
aumentam a probabilidade de que uma resposta especifica seja determinada por
estimulos ambientais incondicionados (aqueles biologicamente relevantes — que
produzem respostas emocionais inatas, p.ex. estimulos dolorosos, apetitivos, sexuais,
etc), por um estimulo condicionado (a visdo ou o som de um objeto, um ambiente
especifico) ou por um objetivo.

Os mecanismos responsaveis pela formacéo dos tracos de memoria no estriado
sdo os fendmenos de plasticidade sinaptica chamados potenciacdo de longo prazo
(LTP, do inglés long-term potentiation) e depressdo de longo prazo (LTD, do inglés
Long-term Depression). De acordo com a lei de Hebb, ocorre LTP quando neurdnios
pré- e pos-sinapticos estdo simultaneamente despolarizados (Squire e Kandel, 2003).
Dessa maneira, a associacdo entre 0s estimulos sensoriais e motores, provenientes
dos cortices somatossensorial e motor, respectivamente, € adquirida quando a LTP &
induzida nas sinapses de ambos os neurdnios corticoestriatais com o mesmo MSN no
momento em que 0s trés neurdnios estdo despolarizados ao mesmo tempo. Por
exemplo, para aprender a acdo de digitar a letra U no teclado do computador com o

dedo indicador direito, o neurdnio cortical que representa esse dedo, 0 neurdnio que
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representa a “tecla U” e o MSN para o qual eles projetam devem estar ativos ao mesmo
tempo. Isso leva ao fortalecimento das sinapses entre esses neurdnios de forma que a
visdo da “tecla U” aumenta a probabilidade de que o MSN que libera essa agao seja
ativado.

A funcdo da DA em todo este processo de plasticidade sinaptica € promover a
modulacdo da mesma, ou seja, aumentar a probabilidade de que o MSN certo seja
ativado ao mesmo tempo que o neurdnio cortical. Isso corresponde a “imprimir um sinal
de aprendizado”, ou seja, avisar quando o aprendizado de uma ag¢ao deve ocorrer. 1SS0
ocorre quando a dopamina é liberada no estriado de forma fasica. O disparo fasico dos
neurdnios dopaminérgicos leva a uma liberacdo robusta e transitoria desse
neurotransmissor, cuja funcéo, neste caso, é servir como um sinal de que ha algo novo
e relevante a ser aprendido (Schultz, 2007). Quando isso acontece, a dopamina fasica
promove a LTP na via direta e a LTD na via indireta (Calabresi et al., 2007; Surmeier et
al.,, 2010; Gerfen e Surmeier, 2011). Com isso, diante do mesmo estimulo, a
probabilidade de que aquela acdo escolhida seja iniciada aumenta porque ela é
promovida pela estimulacdo da via direta (que foi fortalecida) e pela inibicdo da via
indireta (que foi enfraquecida para essa acéao) (Di Fillipo et al., 2009).

Estudos de Schultz (2007) sugerem que a liberacdo fasica de DA ocorre em
resposta a um estimulo condicionado (gratificante) imprevisivel, sendo a quantidade de
DA liberada proporcional a diferenca entre a recompensa esperada e a recompensa
obtida. E o chamado “erro de predicdo”. Segundo esta teoria, neurbnios
dopaminérgicos da ATV e SNc disparam fasicamente com aumento da concentracado
extrasinaptica de DA em resposta a estimulos apetitivos, enquanto estes mesmos
neurdnios sofrem uma inibicdo da liberacéo ténica de DA frente a estimulos aversivos
(Schultz, 2007). H& também evidéncias recentes de que outra populacdo de neurbnios
dopaminérgicos mesencefalicos responde de forma semelhante para estimulos
aversivos (Brischoux et al., 2009; Matsumoto e Hikosaka, 2009).

Em um trabalho recente (Dombrowski et al., 2012) mostramos que a liberacéo
de DA no estriado (monitorada por microdialise in vivo) ocorre nas primeiras sessoes de

treino na tarefa de esquiva ativa de duas vias, quando o animal & surpreendido por
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evitar um choque quando executa uma acgao instrumental — o que é algo melhor do que
0 esperado (i.e., um erro de predi¢do positivo). Porém, depois que o animal aprende a
prever que o choque pode ser evitado com essa resposta instrumental de esquiva, 0s
mesmos estimulos (choque e som) deixam de causar a liberacdo de dopamina. No
mesmo estudo constatamos também que a aprendizagem de esquiva é proporcional a
liberacdo de DA na primeira sessao de treino, e que animais com lesao na SNc néo
liberam DA durante todas as sessdes de treino e também ndo aprendem a tarefa. Em
outros trabalhos recentes mostramos que a infusdo de antagonistas dopaminérgicos D1
ou D2 no nucleo accumbens ou no estriado dorsolateral causam um prejuizo no
aprendizado de respostas condicionadas de esquiva (Boschen et al., 2011; Wietzikoski
et al., 2012). Esses resultados sugerem fortemente que a DA é liberada no estriado
guando ha um erro de predicéo positivo e que ela reforca a associacdo entre o estimulo
condicionado (que sinaliza a consequéncia) e a resposta instrumental de esquiva.

Além do efeito sobre a aprendizagem, os estimulos condicionados causam uma
breve liberacdo fasica de DA que é necessaria para motivar a escolha das acdes
previamente reforcadas pela liberacéo fasica de DA (Grace e Bunney, 1984a; Grace e
Bunney, 1984b; Zhang et al., 2009). Isso acontece porque, agindo sobre receptores da
familia D1, a DA fasica excita os MSNs que estdo prestes a se despolarizar e inibe os
que estdo com potencial de membrana mais negativo (porque nao foram reforcados
previamente(Augustin et al., 2014; Lovinger, 2010). Além disso, a liberacdo fasica de
DA é necesséria para ativar os receptores D2 pés-sinapticos (de baixa afinidade) de
forma a inibir os MSNs da via indireta que bloqueiam o inicio da agéo escolhida. A falha
desse mecanismo parece estar relacionado a sintomas de hiperatividade motora e
impulsividade observados durante os surtos psicéticos. A liberacdo ténica de uma
pequena quantidade de dopamina também exerce um papel importante na prevencéo
de acOes impulsivas, pois os receptores D2 pré-sinapticos (de alta afinidade) inibem a
liberagdo fasica de DA pelos neurdnios nigroestriatais e mesolimbicos e na liberagéo de
glutamato pelos neurbnios corticoestriatais que estdo pouco ativos (Hooper et al.,

1997). Esse mecanismo faz com que a DA exerca um papel de filtro sinal-ruido,
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aumentando a probabilidade de que a agéo certa (aprendida) seja iniciada na hora certa
(quando sinalizada por certos estimulos ambientais condicionados e incondicionados).

1.4 OS RECEPTORES DOPAMINERGICOS

Tal como mencionado acima, os receptores dopaminérgicos estao classificados
em duas familias: tipo-D1 e tipo-D2. A familia D1 inclui os receptores D1 e D5,
acoplados a proteina Gs e Gor, que, por aumentar os niveis intracelulares de 3’,5’-
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) culmina com o fechamento de canais de
potassio (K"), facilitando a despolarizagdo celular. Ja a familia D2 engloba os
receptores D2 (incluindo as isoformas curta e longa — D2S e D2L), D3 e D4, acoplados
a proteina Gj ou G,, que, por sua vez, inibe a enzima adenilato ciclase, diminui a
concentracdo de AMPc intracelular, promovendo a abertura de canais de potassio no
neurdnio pés-sinaptico e o fechamento de canais de céalcio no neurbnio pré-sinaptico,
resultando na hiperpolarizacao das células (Missale et al., 1998; Fisone, 2010; Rankin
et al., 2010; Gerfen e Surmeier, 2011). As proteinas G; e G, também se ligam a canais
ibnicos dependentes de voltagem e a isoformas da enzima fosfolipase C. Outra
caracteristica importante dos receptores do tipo D2 € a sua potente modulacao por
proteinas reguladoras da sinalizacdo da proteina G (RGS) amplamente expressas nos
neurénios estriatais (Gerfen e Surmeier, 2011).

No estriado podem ser encontrados os receptores D1 e D5, D2 e D3, sendo os
receptores D2 e D3 localizados tanto na pos-sinapse de MSNs quanto nos terminais
pré-sinapticos de neurdnios dopaminérgicos, funcionando como autoreguladores
inibitorios. Os receptores D2 ainda podem regular a liberagdo de glutamato dos
neurdnios corticoestriatais também por sua acdo nos terminais pré-sinapticos (Hooper
et al., 1997; Missale et al., 1998; Rankin et al., 2010; Gerfen e Surmeier, 2011).

Os receptores D2 e D3 possuem uma homologia bastante acentuada, o que

torna dificil a identificacdo de ligantes especificos a um ou outro subtipo. Ainda assim,
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pequenas diferencas de localizacdo e nos mecanismos de sinalizacéo intracelular foram
relatadas. Enquanto a distribuicdo de receptores D2 no estriado é difusa, podendo ser
encontrado igualmente no estriado dorsal, nucleo accumbens e tubérculo olfatério, a
expressdo de receptores D3 é mais restrita ao nucleo accumbens, mesmo que numa
concentracdo 10 vezes menor que a de receptores D2. Como mencionado acima,
ambos os subtipos reduzem os niveis intracelulares de AMPc, contudo a inibi¢céo
promovida por ativacdo de receptores D3 é muito mais sutil que a de receptores D2
(Rankin et al., 2010).

Uma forma de neutralizar a intensa ativacéo de receptores D2 e D3 se da pela
conversdo desses receptores a uma forma inativa por mecanismos de
dessensibilizacdo. Foi verificado que proteinas com atividade fosforilante sobre a
proteina G, como a proteina kinase C (PKC), podem fosforilar os receptores D2,
diminuindo sua capacidade de reduzir os niveis de AMPc. Isso dificulta que as
moléculas receptoras se acoplem a proteina G e promove a internalizacdo de
receptores, via arrestinas ou clatrinas. Apesar de contar com mecanismos similares, a
regulacdo dos receptores D3 € muito mais sutil que a dos receptores D2 (Rankin et al.,
2010). Tais mecanismos ndo sao restritos aos receptores pos-sinapticos presentes nos
MSNs, mas também regulam a atividade dos autoreceptores D2 e D3 nos terminais
sinapticos dopaminérgicos.

1.5 MODELOS ANIMAIS DE ESQUIZOFRENIA

Modelos animais sdo boas ferramentas de pesquisa sobre 0s potenciais
mecanismos patogénicos que contribuem para o desenvolvimento do fendtipo
esquizofrénico. Os modelos animais de esquizofrenia mais utilizados na neurociéncia
apresentam transmissdo dopaminérgica subcortical desregulada. Esse € o caso dos
modelos envolvendo lesdes hipocampais (Chrapusta et al., 2003), ruptura do

desenvolvimento cortical pela administracéo pré-natal do agente metilante — acetato de
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metilazoximetanol (Lodge e Grace, 2007; Moore et al., 2006), ou por intervencoes
imunoldgicas (Ozawa et al., 2006).

Camundongos da linhagem DBA/2J  apresentam  caracteristicas
comportamentais e neuroquimicas relevantes para o estudo psico- e fisiolégico da
esquizofrenia, bem como na investigacdo de acdo antipsicética de drogas (Singer et al.,
2009; Young et al., 2009). Essa linhagem demonstrou uma deficiéncia intrinseca na
tarefa de inibicdo pré-pulso, um paradigma importante na avaliacdo de gatilho sensorio-
motor que € deficiente em pacientes esquizofrénicos. A inibicdo pré-pulso € comumente
demonstrada pela reducdo na reacdo de sobressalto dos animais em resposta a um
estimulo sonoro de alta intensidade quando € brevemente precedido por um estimulo
de baixa intensidade (Hoffman e Searle, 1965).

Os animais DBA/2J, assim como alguns grupos de pacientes esquizofrénicos
(Gray et al. 1992), também apresentam prejuizo na tarefa de inibicdo latente, um
paradigma utilizado na avaliagdo de déficits atencionais relacionados a psicose.
Diferente da inibicdo pré-pulso, a inibicdo latente avalia uma forma de controle
atencional aprendido pela exposicao repetida a um estimulo ndo associado a uma
consequéncia que leva a uma habilidade enfraquecida em associar estimulos
significativos de paradigmas pavlovianos ou instrumentais (Lubow e Moore, 1959).

Foi demonstrado que variacdes nos niveis de receptores D2S e D2L modulam
os fendtipos da esquizofrenia (Bertolino et al., 2009) e que os animais dessa linhagem
possuem uma reducédo da razdo D2L/D2S no estriado, comparado a linhagem C57
(Colelli et al., 2010). Tal alteracdo na expressao génica desses receptores afeta a
memoéria de trabalho, um dos endofenétipos mais associados aos sintomas da
esquizofrenia (Bertolino et al., 2009). Além disso, niveis aumentados de DA estriatal
foram verificados nos animais dessa linhagem, em comparacédo outras 14 linhagens de
camundongos (Mihre et al., 2005), representando uma hiperatividade dopaminérgica

estriatal similar a fisiopatologia da esquizofrenia.
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1.6 A APRENDIZAGEM INSTRUMENTAL NA ESQUIZOFRENIA

Como mencionado anteriormente, a esquizofrenia é um distarbio mental
caracterizado pela hiperatividade dopaminérgica estriatal. Recentemente, foram
apresentadas evidéncias de que a desregulacdo de mecanismos pré-sinapticos esta
mais relacionada aos disturbios na funcdo dopaminérgica do que os poOs-sinapticos.
Assim, 0 aumento na capacidade de sintese e liberacdo de DA pode contribuir para a
geracdo dos quadros psicoticos (Ginovart e Kapur, 2010). Sendo assim, investigar os
mecanismos que contribuem para a etiologia e sintomatologia, bem como aspectos
inerentes ao tratamento da doenca sao necessarios para a melhor compreensao do
espectro esquizofrénico. Tal como explicado acima, receptores dopaminérgicos D2 pré-
e pos-sinapticos sdo importantes para controlar a sintese e liberacdo de DA estriatal, e
impedir que acdes irrelevantes ou inadequadas sejam iniciadas. A compreensdo desses
mecanismos em um modelo de esquizofrenia € importante para saber como o blogueio
de receptores D2 pode melhorar ou prejudicar a escolha de ac¢des importantes para
promover adaptacdes ao ambiente, dependendo do seu sitio de expressao (pré- ou
poOs-sinapticos).

Na esquizofrenia, muitas vezes, o paciente perde esta capacidade de controlar
o inicio ou a finalizacdo de acdes inadequadas, assim como de responder a dicas
ambientais de que uma determinada a¢do pode ter uma consequéncia. Uma estratégia
importante para evitar consequéncias adversas € a aprendizagem da esquiva ativa
condicionada, que € a capacidade de responder a dicas ambientais que sinalizam que
um evento aversivo € iminente com uma a¢do motora que seja eficaz para se esquivar
de tal evento. Déficits na aprendizagem e expressédo de respostas condicionadas de
esquiva contribuem para o quadro de apatia que é caracteristico de pacientes
esquizofrénicos; infelizmente esse déficit cognitivo ndo s6 ndo responde como também
€ agravado pelo tratamento com antipsicoticos (Van Reekum et al., 2005; Laviolette,

2007).
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Além disso, uma das reacbes adversas decorrente do tratamento com
antipsicoticos tipicos € a amnésia decorrente de distirbios no aprendizado de tarefas
instrumentais (Beninger, 2006; Stip, 2006; Beninger et al., 2003). Essas propriedades
farmacoldgicas dos antipsicoéticos tém sido utilizadas pela industria farmacéutica para o
screening de novos antipsicoticos. Um dos modelos animais utilizados para esse
screening € a esquiva ativa de duas vias, uma tarefa de respostas condicionadas de
esquiva para ratos (Wadenberg, 2010; Wadenberg e Hicks, 1999).

A aprendizagem da esquiva ativa de duas vias envolve a formacédo de
memorias de procedimentos por dois mecanismos de aprendizagem: o
condicionamento Pavloviano e o condicionamento instrumental. Em muitas situacdes 0s
animais podem antecipar a iminéncia da apresentacdo de um estimulo reforcador ou
aversivo (US, do inglés unconditioned stimulus) associando-o a um estimulo neutro que
o precede (CS, do inglés conditioned stimulus). Este tipo de aprendizagem é chamado
de condicionamento classico ou Pavloviano em homenagem ao pesquisador russo que
o descreveu (Pavlov, 1927), e ndo envolve necessariamente um processo consciente
de aprendizado. Uma vez que a associacdo CS-US foi aprendida, o US pode ser
evitado ao emitir uma resposta condicionada de esquiva, antecipando uma resposta de
fuga sob a apresentacéo do CS, que pode ser um sinal auditivo ou visual. A emissédo da
resposta instrumental para fugir do choque ou antecipar essa acdo tdo logo seja
alertado pelo CS, é caracterizada pelo condicionamento instrumental (Wadenberg e
Hicks, 1999).

Sabemos que o0s sintomas psicoticos, associados a hiperatividade
dopaminérgica mesolimbica, sdo revertidos pelo tratamento com antipsicéticos tipicos e
gue algumas reacdes adversas desse tratamento sdo causadas pelo bloqueio de
receptores D2 no estriado dorsal. E, portanto, importante estudar como a
neurotransmissédo dopaminérgica afeta a aprendizagem de respostas condicionadas de
esquiva; e estudar os mecanismos sinapticos que promovem a aprendizagem e levam a
formacdo de memorias de procedimento que encontram-se fragilizadas nos pacientes

esquizofrénicos.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

O tratamento da esquizofrenia com antipsicoticos tipicos esta disponivel desde
a década de 1950 com a indicacdo da clorpromazina para reduzir os sintomas
psicoticos da doenca. Entretanto, a relativa incapacidade dessas drogas em tratar os
sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia, bem como sua associacdo ao
surgimento de efeitos parkinsonianos significativos, dificulta a adesdo dos pacientes ao
tratamento. Isso levou a busca por outras opcdes terapéuticas que culminou no
desenvolvimento dos antipsicéticos atipicos em meados da década de 1970. Apesar
dos antipsicoéticos atipicos oferecerem beneficios em termos de tolerabilidade ao
tratamento com melhor progndstico da doencga, o risco de desenvolvimento de doencas
metabdlicas, como diabetes, hipercolesterolemia e obesidade, agrava o quadro clinico
geral dos pacientes.

A gquestionavel superioridade dos antipsicéticos atipicos frente os tipicos torna o
tratamento da esquizofrenia um grande desafio até os dias atuais. Nesse sentido,
avancar no entendimento da fisiopatologia da doenca e nos mecanismos pelos quais 0s
antipsicéticos tipicos promovem seus efeitos adversos pode auxiliar no
desenvolvimento de drogas com maior efetividade no tratamento da doencga.

Nossa primeira hipétese é de que os efeitos amnésicos, associados com a
apatia, produzidos pelo tratamento com antipsicéticos tipicos séo resultantes do
bloqueio de receptores D2 no estriado dorsolateral (DLS, do inglés dorsolateral
striatum). A segunda hipétese é de que o bloqueio de receptores D2 pds-sinapticos,
mas ndo de receptores D2 pré-sinapticos, é importante na producédo de tais efeitos.
Para investigar a veracidade dessas hipdteses, combinamos a administragdo sistémica
de doses pré- ou poés-sinapticas de um antagonista dopaminérgico D2 — sulpiride — e
infusdes intra-DLS de ratos de um agonista D2 — quimpirole. De acordo com nossas
predicdes, a ativagdo isolada de receptores D2 no DLS revertera os efeitos amnésicos

causados pela administracéo da dose pés-sinaptica de sulpiride.
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7

A hipétese do segundo experimento apresentado nesta tese é de que
antipsicoticos tipicos ndo afetam a dessensibilizacdo dos autoreceptores D2 no NAc,
mecanismo implicado na hiperatividade dopaminérgica mesolimbica (Seeman e
Seeman, 2014). Nesse experimento, usamos uma das mais modernas técnicas de
monitoramento instantaneo da liberacdo de neurotransmissores in vivo para estudar os
mecanismos de regulagéo da neurotransmissdo dopaminérgica mesolimbica controlada
por receptores D2 pré-sinapticos em camundongos DBA/2J, uma linhagem validada
como um modelo animal de esquizofrenia (Young et al., 2009; Colelli et al., 2010).
Nossa predicao é de que se sulpiride ndo afeta a dessensibilizacdo de autoreceptores
D2, a liberacdo de DA no NAc sera reduzida pela administragdo de quimpirole, mas néao

de sulpiride, apos dessensibilizacdo dos autoreceptores D2.
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3 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel dos receptores dopaminérgicos D2 pré- e pés-sinapticos do
DLS no aprendizado e memaria de respostas condicionadas de esquiva e na regulagéo

da neurotransmissédo dopaminérgica mesolimbica.

3.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se a administracéo sistémica de uma dose pré-sinaptica do antagonista
D2 pode prejudicar o aprendizado e memoria da tarefa de esquiva ativa de duas
vias.

e Verificar se a infuséo intra-DLS de um agonista D2 é capaz de reverter os efeitos
do antagonismo D2 pré-sinaptico.

e Verificar se a administracdo sistémica de uma dose pés-sinaptica do antagonista
D2 pode prejudicar o aprendizado e memoaria da tarefa de esquiva ativa de duas
vias.

e Verificar de a infusdo intra-DLS de um agonista D2 é capaz de reverter os efeitos
de um antagonista D2 pds-sinaptico sobre a aprendizagem.

e Padronizar em nosso laboratério o uso da técnica de amperometria de potencial
fixo para o estudo da liberacdo de DA no NAc de animais anestesiados evocada
pela estimulacéo elétrica de fibras dopaminérgicas mesolimbicas.

e Verificar se a microinfusao intra-NAc do agonista dopaminérgico D2 quimpirole é
capaz de reverter os efeitos das doses pré-sinaptica e pré- e pos-sinaptica do
antagonista D2 sulpiride sobre a liberacdo de dopamina no NAc.

e Estudar se esses tratamentos farmacoldgicos alteram a dessensibilizacdo de

receptores D2 pré-sinépticos.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1 Animais

Setenta ratos Wistar machos adultos provenientes do biotério da Universidade
Federal do Parand pesando entre 280-310 g no inicio dos experimentos foram
utilizados. Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura (22+2°C) e luz
controladas (ciclo de 12 h, acendimento as 07h) com agua e racéo ad libitum. Todos os
esforcos necessarios para minimizar o nimero de animais utilizados e seu sofrimento
foram tomados durante os procedimentos experimentais. O projeto de pesquisa foi
aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR) com numero de
protocolo 548. Os procedimentos experimentais adotados estdo em congruéncia com a
lei Arouca (11.794/8 — 2008).

4.1.2 Cirurgia para implantagéo de canulas

Previamente a cirurgia estereotaxica os animais foram anestesiados com
equitesin (1 g de tiopental; 4,25 g de hidrato de cloral; 42,8 ml de propilenoglicol; 11,5
ml de alcool 90%; 45,7 ml de agua destilada; e 2,13 g de sulfato de magnésio)
administrado por via intraperitoneal (i.p.) em uma concentracdo de 40mg/kg; receberam
ainda sulfato de atropina (0,4mg/kg, i.p.) para suprimir a salivacdo, e penicilina G-

procaina (20,000 U em 0,1 ml, i.m.) para diminuir o risco de infeccdo. Apos o animal
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estar anestesiado foi realizada a tricotomia da regido superior da cabeca, seguindo-se
entdo, a anti-sepsia com povidine-iodine (PVPI).

Apoés o animal estar fixado ao aparelho estereotaxico pelo conduto auditivo, a
pele da regido dorsal da cabeca foi removida expondo o cranio do animal. O cranio foi
perfurado com o auxilio de uma broca dentéaria, e entdo, uma canula guia (23 ga e 10
mm de comprimento) foi introduzida 2 mm acima do DLS de acordo com as
coordenadas definidas através do atlas neuroanatdmico de ratos de Paxinos e Watson
(2005): antero-posterior (AP): 0,0 mm do bregma; latero-lateral (LL): £ 3,8 mm da linha
medial; dorso-ventral (DV): -2,8 mm do cranio. A canula foi fixada ao cranio com auxilio
de parafusos de joalheiro e acrilico dental.

ApGs a cirurgia de implantacdo de canula todos os animais receberam 1 ml de
bicarbonato de sddio saturado, para acelerar a eliminagdo do anestésico, e retornaram
as suas caixas-moradia em sala com temperatura controlada para se recuperarem da

anestesia.

4.1.3 Drogas e Grupos Experimentais

O antagonista de receptores D2 — sulpiride (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA)
foi dissolvido em 1ml/kg de salina acidificada (0,9% NaCl, uma gota de HCI 12M) e o
agonista de receptores D2 — quimpirole (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA) foi
dissolvido em salina (0,9% NaCl), infundido intra-DLS na dose de 10 pg/0,4ul/lado. O
pH de ambas solucdes foi ajustado para 7,4.

Estudos prévios mostraram que sulpiride em baixas doses (1 mg/kg) possui
acao preferencial sobre receptores D2 pré-sindpticos, enquanto em altas doses (acima
de 25 mg/kg) atua sobre receptores D2 pré- e poés-sinapticos, produzindo efeitos
comportamentais importantes (Wadenberg et al., 1990; Crescimanno et al., 1998;
Boschen et al., 2011).
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Sulpiride foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) 20 minutos antes da
sesséo treino de esquiva ativa de duas vias e o quimpirole foi infundido imediatamente
antes da sessao treino. A administracédo bilateral intra-DLS foi realizada através de um
sistema de infusdo composto por um par tubos de polietileno e de agulhas 30 ga que se
estendiam 2 mm abaixo da ponta das canulas implantadas. Esse sistema estava
conectado a seringas Hamilton de 10pyl montadas sobre uma bomba micro-infusora
(Insight Instrumentos Cientificos, Ribeirdo Preto, Brasil). As infusbes duravam 30 s e as
agulhas eram mantidas no local por mais um minuto para permitir a difusdo da solucao.
Animais do grupo controle receberam infusdo de 0,4 ul de solugdo salina.

Os grupos experimentais receberam os seguintes tratamentos: salina+salina,
salina+10ug/lado quimpirole, 1mg/kg sulpiride+salina, 1mg/kg sulpiride+10ug/lado
quimpirole, 25mg/kg sulpiride+salina e 25mg/kg sulpiride+10ug/lado quimpirole.

4.1.4 Esquiva Ativa de Duas Vias

Sete dias apds os procedimentos cirdrgicos 0s animais passaram pelas
sessOes de treino e teste da esquiva ativa de duas vias. A caixa da esquiva ativa de
duas vias consiste num aparato de 23X50X23 cm com fronte de plexiglass e chao
formado por barras paralelas de aco de 5 mm de calibre e afastadas 15 mm umas das
outras. Esta caixa é dividida em dois compartimentos de iguais tamanhos através de
uma parede com uma porta que permanece aberta durante sessoes.

As sessbes de treino e teste foram realizadas ap6és intervalo de 24 horas entre
uma e outra. Em cada sessdo, apds 10 minutos (treino) ou 5 minutos (teste) de
habituacdo, 40 pistas luminosas (CS: duracdo maxima de 20 segundos) foram
pareadas com um choque nas patas de 0,4 mA (US: duracdo maxima de 10 segundos,
iniciando 10 segundos apds o inicio do CS) até que o animal cruzasse para 0 outro
compartimento da caixa. A pista luminosa consistiu na ativacéo de dois bulbos de luz de

30 W posicionados no centro de cada compartimento da caixa. O animal podia desligar
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a pista luminosa e evitar o choque ao cruzar para o outro compartimento durante a
apresentacdo da mesma. Se o animal ndo evitasse o choque, ainda podia fugir do
mesmo ao cruzar para 0 outro compartimento. O tempo entre cada tentativa
(cruzamento inter-tentativa, ITC) variou de forma randémica, nem periodo entre 10 e 50
segundos.

O nuamero de respostas condicionadas de esquiva (CAR), falhas de fuga e ITC,
bem como o tempo de reacdo para o primeiro choque nas patas e o tempo de reacéao
para a ultima pista luminosa na sesséo treino, foram automaticamente registrados pelo
equipamento.

O desenho experimental é apresentado abaixo na Figura 2.

Cirurgia Estereotaxica 7 dias 3 Administragaoi.p. de
(implantagdaode canula) sulpiride ou salina

Infusao intra-DLS de E 20 min

quinpirole
imediatamente > Sess3o treino da Esquiva Ativa de
duas vias
¢24 h
Sessao teste da Esquiva Ativa de
duas vias
|
A 4
Perfusdoe
i' Dissec¢do
Histologia

FIGURA 2. Esquema representando o desenho experimental dos procedimentos cirlrgicos,
comportamentais e histologicos.
Fonte: o autor.
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4.1.5 Histologia

Apoés finalizacdo dos experimentos comportamentais, 0s animais foram
sacrificados com uma sobredose de pentobarbital (25 mg/ml) e perfundidos
transcardiacamente com solugéo salina e fixados com solucéo de paraformadeido 4%.
Os cérebros foram removidos do cranio e armazenados na mesma solucao fixadora
adicionada de sacarose 20% até serem seccionados em fatias de 40 ym em um
micrétomo de lamina vibratoria (Leica, VT1000 S, Bensheim, Alemanha).

O controle histolégico do posicionamento das canulas e dos pontos de infusao
foi realizado pelo método de Nissl (Tionina 0,25%, Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA).

Apenas os animais com infusdes limitadas ao DLS foram incluidos nas analises.

4.1.6 Andlise Estatistica

Os escores de CAR, falhas de fuga e ITC foram analisados por ANOVA de duas
vias com medidas repetidas (sessao). Os tempos de reacdo ao choque nas patas e a
pista luminosa foram analisados por ANOVA de uma via. Diferencas entre 0s grupos
foram verificadas pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.

4.2 EXPERIMENTO 2

4.2.1 Animais
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Dez camundongos machos adultos da linhagem DBA/2J provenientes do
biotério do Departamento de Psicologia da Universidade de Memphis (Memphis-TN,
EUA), pesando entre 28-36g foram utilizados. Os animais foram mantidos em uma sala
com temperatura (22+2°C) e luminosidade (ciclo de 12h, luzes acesas as 07h)
controladas, com agua e racao ad libitum. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da Universidade de Memphis,
em congruéncia com as diretrizes da Politica do Servico de Saude Publica sobre
Cuidados Humanos e Uso de Animais de Laboratorio (National Institute of Health,
2002), com as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Mamiferos em Neurociéncia e
Pesquisa Comportamental (National Research Council, 2003) e a lei Arouca (11.794/8,
Outubro de 2008).

4.2.2 Amperometria de Potencial Fixo

A liberacdo de DA no NAc foi registrada in vivo em tempo real (10k de
amostras/s) por um sistema de registro eletroquimico (eDAQ, Pty Ltd, CO). Para cada
molécula de DA oxidada, dois elétrons sdo transferidos para o eDAQ que consiste num
potenciostato (EA161 Picostat) combinado com um medidor conversor de sinal
analdgico-digital (A/D) (e-Corder).

Os animais foram anestesiados com uretano (1.5 g/kg, i.p.) e colocados em
estereotaxico (David Kopf, CA) montado dentro de uma gaiola de Faraday. A
temperatura corporal foi mantida entre 36 + 0,5°C por uma manta térmica (TC-1000,
CWE, NY). O cranio foi exposto e trés buracos foram perfurados, dois unilaterais e um
contralateral. Um eletrodo de referéncia Ag/AgCl combinado a um eletrodo auxiliar foi
posicionado na superficie do cortex contralateral ao eletrodo estimulador bipolar
concéntrico (CBARD75, didmetro do polo externo 125 um e didmetro do polo interno 25
um, FHC, ME) posicionado no FPM (coordenadas em mm em relagcédo ao bregma: AP -

2.1, ML -1.1, DV -4.8 a partir da dura mater). A fibra de carbono do eletrodo de registro
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de DA (250 pym comprimento total X 10 ym de comprimento da fibra exposta) foi
posicionada no NAc ipsilateral ao eletrodo estimulador (coordenadas em mm em
relacdo ao bregma: AP +1.2, ML -0.7, DV -3.8 a partir da dura mater) (Franklin and
Paxinos, 1997). ApGs implante dos eletrodos, aguardou-se cerca de 20 minutos para a

estabilizacao dos registros.

4.2.3 Inibicdo e dessensibilizacdo de curto-prazo de autoreceptores D2 por estimulo

condicionante (EC)

O procedimento para verificar a liberacdo de DA evocada por estimulo
condicionante (EC) utlizando FPA foi validado por Benoit-Marand e colaboradores
(2001). Variagbes na liberacdo de DA foram determinadas com um par de estimulos
teste (T1 e T2: com 10 pulsos de 800 yA a 50Hz com 0,5 ms de duracao, separados
por um intervalo de 10 s) aplicados no FPM seis vezes a cada 30 s. Quatro sequéncias
de EC (5, 10, 20, 40 pulsos de 800 pA a 15Hz com 0,5 ms de duragédo cada um) foram
aplicados antes de T2 de forma que sempre houvesse um intervalo de 0,3 s entre o fim
dos pulsos de EC e o inicio de T2. T1 acontecia aproximadamente 20 s apés o estimulo
T2 prévio e era registrado na auséncia de qualquer EC, servindo, dessa forma, como
uma linha de base movel.

Os efeitos dos ECs na DA evocada por T2 em relagédo a T1 foram mensurados
em ordem ascendente (ou seja, primeiro foram determinados os efeitos do EC de 5
pulsos, em seguida do EC de 10 pulsos, apds do EC de 20 pulsos e entdo do EC de 40

pulsos). A sequéncia inteira foi finalizada em aproximadamente 10 minutos.
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4.2.4 Materiais e desenho experimental

Sulpiride (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em 10 ml/kg com
salina acidificada (0,9% NaCl, uma gota de HCI 12M). As doses de sulpiride para
camundongos (baixa: 3mg/kg; alta 50mg/kg) foram escolhidas com base na sua relacdo
com as doses utilizadas em ratos em experimentos prévios realizados pelo nosso grupo
(Boschen et al., 2011; Boschen et al., 2015) e com as doses utilizadas em outros
estudos em camundongos (Gubernator et al., 2009; Centonze et al., 2009; Rodgers et
al., 1994). Quinpirole foi dissolvido em salina e infundido intra-NAc na dose de 10
Mg/0,2ul, de acordo com Girili et al., 2009.

O desenho experimental é apresentado de forma esquematica na Figura 3. A
liberagcdo de DA evocada por T1l, EC e T2 sempre foi realizada primeiramente na
auséncia de qualquer tratamento farmacologico, assim cada animal foi controle de si
mesmo. Imediatamente apos a finalizacdo da primeira sequéncia de estimulos, sulpiride
(3 ou 50mg/kg) foi administrado por via i.p. e as estimula¢des foram reiniciadas apés 15
minutos. Quimpirole foi infundido intra-NAc por um capilar de silica imediatamente antes
do reinicio das estimulagdes.

Trés camundongos receberam apenas infusdes intra-NAc de quimpirole; outros
trés camundongos receberam sulpiride 3mg/kg i.p. € 10 ug de quimpirole intra-NAc; e
quatro outros camundongos receberam de sulpiride 50 mg/kg i.p. € 10 yg de quimpirole
intra-NAC.
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FIGURA 3. Desenho experimental representando picos de DA evocada pelos estimulos T1, T2, EC de 5
pulsos, EC de 10 pulsos, EC de 20 pulsos e EC de 40 pulsos.
FONTE: o autor.

4.2.5 Histologia

Ao final de cada experimento, uma corrente anddica direta (100 pA por 10 s) foi
aplicada ao eletrodo estimulador para produzir uma lesdo tecidual local. Os cérebros
dos camundongos foram armazenados em solucdo de formalina 10% adicionada de
0,1% de ferrocianeto de potassio para posterior seccionamento em criostato. O
posicionamento dos eletrodos foi determinado pela comparagéo das secgdes cerebrais

com diagramas coronais do atlas neuroanatémico de Franklin e Paxinos (1997).
4.2.6 Analise Estatistica

Os efeitos dos tratamentos na inibicdo de liberagdo de DA ou na
dessensibilizacdo de curto-prazo de autoreceptores D2 foram analisados por ANOVA

de uma via ou por ANOVA de duas vias com medidas repetidas quando apropriado.
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Andlises adicionais post-hoc de Newman-Keuls foram conduzidas para determinar a

natureza dos efeitos significativos considerados quando p < 0,05.
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5 ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1 ACTIVATION OF POSTSYNAPTIC D2 DOPAMINE RECEPTORS IN THE RAT
DORSOLATERAL STRIATUM PREVENTS THE AMNESTIC EFFECT OF
SYSTEMICALLY ADMINISTERED NEUROLEPTICS

O primeiro artigo cientifico a integrar a tese investiga a participacdo dos
receptores D2 pré- e pos-sindpticos do DLS no aprendizado e memoria da esquiva ativa
de duas vias. Este artigo foi aceito para publicagdo na revista Behavioural Brain
Research.
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Abstract

Systemically administered antipsychotics bind to dopamine (DA) D2 receptors
expressed in both pre- and postsynaptic neurons of different striatal sites and present an
amnestic effect on learning and memory of conditioned avoidance responses (CAR).
The aim of this study was to test whether blockade of the pre- or post-synaptic D2
receptors of the dorsolateral striatum of rats is the mechanism by which systemically
administered antipsychotics present this amnestic effect. CAR learning and memory was
evaluated in rats that received i.p. administrations of pre- or postsynaptic doses of the
antipsychotic sulpiride combined with intra-DLS infusion of the D2 agonist quinpirole.
Intra-DLS quinpirole itself was not amnestic and this effect was prevented by co-
administration of presynaptic dose of sulpiride. However, sulpiride was amnestic when
administered systemically in a post- but not presynaptic dose. This amnestic effect of
sulpiride was prevented by the co-administration of quinpirole into the DLS. These
results show that a blockade of postsynaptic D2 receptors in the DLS is necessary and
sufficient to produce the amnestic effect of neuroleptics on CARs.

Keywords: two-way active avoidance; basal ganglia; schizophrenia; neuroleptic; action-

selection.
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1. Introduction

Antipsychotics are largely used in many psychiatric diseases, including
schizophrenia, Huntington’s disease and bipolar disorder “®. At clinical doses, both
typical and atypical antipsychotics occupy about 65% of the D2 dopamine (DA)
receptors in the striatum, prefrontal cortex and limbic structures . One of the most
prominent effects of D2 receptor antagonists is the impairment over learning and
performance of conditioned avoidance responses (CARS). Previous studies suggest that
such effect over CAR performance is caused mostly by the occupancy of D2 receptors
in the nucleus accumbens (NAc) © while its effect over CAR learning and memory
depends on occupancy of D2 receptors in the dorsolateral striatum (DLS) ©7.

Two subpopulations of striatal medium spiny neurons (MSNs) are proposed to
control the mechanisms of action selection ®%. The striatonigral MSNs of the direct
pathway, which express D1 receptors, are proposed to select which motor action will be
initiated in response to a specific stimulus; and the striatopallidal MSNs of the indirect
pathway, which express D2 receptors, are proposed to inhibit concurrent actions %%,

Most evidence that the DLS plays a critical role in stimulus-response (S-R) habit
learning (i.e. learning to respond automatically to a specific stimulus) comes from
inactivation *>'® and lesion studies *"*9. However, because MSNs of the direct and
indirect pathways are mosaically distributed through the DLS ©?*9) lesion studies cannot
detangle the roles of each pathway.

In previous studies, we showed that infusion of D1 or D2 antagonists into the rat
DLS impairs CAR scores in the test but not in the training session ©”. This suggests
that, as in other learning and memory tasks ©“*2® activation of both D1 and D2
receptors in the DLS is needed for memory consolidation of S-R habits.

D2 receptors are expressed in both pre- and postsynaptic sites of the nigrostriatal

pathway @429

. In a previous study we showed that sulpiride impaired CAR memory
when infused systemically ©. This raises the question: which of these synaptic sites is
critical for this effect? In addition, the amnestic effect of the intra-DLS infusion of an
antipsychotic, as shown in previous studies, does not rule out the involvement of other

brain sites when antipsychotics are administered systemically, as in schizophrenia
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treatment. Another question is: is the DLS a critical site for the amnestic effect of
antipsychotics? Here we directly addressed these questions by testing whether the
effect of the i.p. administration of preferentially pre- or postsynaptic doses of the D2
receptor antagonist sulpiride on CAR learning could be prevented by the co-

administration of the D2 agonist quinpirole into the DLS.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Seventy adult male Wistar rats from our own breeding stock, weighing 280-310g
at the beginning of the experiments were used. The rats were maintained in a
temperature-controlled room (22+2°C) on a 12-h light/dark cycle (lights on, 7:00 a.m.)
with water and food available ad libitum. All possible efforts were made to minimize
number of animals used and their suffering in the experimental procedures. These
procedures were approved by the Animal Care and Use Committee of the Universidade
Federal do Parana (protocol number 548) and are consistent with the Brazilian law
(11.794/8 October 2008) and the Guidelines for the Care and Use of Mammals in
Neuroscience and Behavioral Research (National Research Council 2003). The number

of rats per group is indicated in the figure legends.

2.2.Surgery

Five to 7 days before behavioral experiments started, rats received atropine
sulfate (0.4 mg/kg, i.p.), penicillin G-procaine (20,000U in 0.1 ml, i.m.) and were
anesthetized with 3 ml/kg equithesin (1% sodium thiopental, 4.25% chloral hydrate,
2.13% magnesium sulfate, 42.8% propylene glycol, and 3.7% ethanol in water).
Stainless-steel guide cannulae (1 cm long, 23 ga.) were bilaterally implanted aiming 2.0
mm above the DLS, according to the following coordinates: DLS: AP 0.0 mm from

bregma; ML +3.8 mm from midline; DV -2.8 mm from skull surface ®”. The cannulae
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were fixed with polyacrylic cement anchored to the skull with stainless-steel screws.
After surgery, rats were allowed to recover from anesthesia in a temperature-controlled

chamber and then placed back in their cages. Eight out of 70 rats died.
2.3.Drugs

Sulpiride (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA) was dissolved in 1 ml/kg body
weight acidified saline (0.9% NaCl) and quinpirole (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA)
was dissolved in 0.4 pl/side saline. The pH was adjusted to 7.4 after the drugs were
dissolved. Previous studies showed that the preferentially presynaptic action of 1 mg/kg
sulpiride and pre- and postsynaptic action of 25mg/kg sulpiride produce reliable
behavioral effects®%?® along with a high dose of quinpirole (10pg/0.4 pl/side). Sulpiride
was administered i.p. 20 min before training and quinpirole was administered
immediately before training bilaterally into the DLS through a pair of 30-ga. needles
extending 2 mm beyond the tips of the implanted guide cannulae. The needles were
connected to a 10 pl Hamilton syringe mounted on a microinfusion pump (Insight
Instruments, Ribeirao Preto, Brazil) by polyethylene tubings. Infusions were made over
30 s and needles remained in place for an additional minute. Control animals received

saline instead of drug solution.
2.4. Two-way active avoidance

The test apparatus was an automated 23 x 50 x 23 cm shuttle-box (Insight
Instruments, Ribeirao Preto, Brazil) with Plexiglas front and top panels and a floor of
parallel 5 mm caliber stainless-steel bars 15 mm apart. The box was equally divided in 2
compartments by a wall with a door; the door remained open during the tests. Two 30 W
light bulbs were centered on the rear wall of each compartment. Training and test
sessions were carried out 24 h apart. Each session started with habituation to the box:
10 min for the training and 5 min for the test session. Forty pairs of light cue and

footshock were presented at random intervals ranging from 10 to 50 s. Each light cue
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(conditioned stimulus, CS) had a maximum duration of 20 s and each 0,4 mA footshock
(unconditioned stimulus, US) started 10 s after the CS onset with a maximum duration of
10 s. Both the footshock and the light cue could be turned off if the animal crossed to the
other compartment. Footshock could be avoided if the animal crossed during the 10 s of
the light presentation. The following scores were automatically recorded: (i) CAR - when
the animal crossed in response to the CS before the US onset; (ii) escape failure - when
the animal did not respond to both CS and US; (iii) inter-trial crossing (ITC) - if the
animal crossed when neither the CS nor the US were presented; (iv) reaction time to the
footshock - latency of the first escape from the footshock in the training session; (v)
reaction time to the light cue - latency of the last CAR in the training session.

2.5. Histology

At the end of the experimental procedures, all rats were killed with an overdose of
pentobarbital. To check for guide cannulae and infusion needles placements, rats were
transcardially perfused with saline solution, followed by 4% paraformaldehyde. Brains
were post-fixed in the same fixative containing additional 20% sucrose before
sectioning. Coronal 40 pym thick sections were made with a vibrating-blade microtome
(Leica, VT1000 S, Bensheim, Germany) and processed for thionin staining. Only

animals with infusions limited to the DLS were included in the present analysis.

2.6. Statistical analyses

CAR, escape failure, and ITC scores were analyzed by two-way ANOVA with
repeated measures (session) separately for the following treatments: saline+saline,
saline+10 pg/side quinpirole, 1 mg/kg sulpiride+saline, 1 mg/kg sulpiride+10 pg/side
quinpirole; and for saline+saline, saline+10 pg/side quinpirole, 25 mg/kg sulpiride+
saline, 25 mg/kg supiride+10 pg/side quinpirole. Two-way ANOVA with repeated
measures (session) of all 6 treatments was also conducted and results were equivalent.

Footshock and light-cue reaction times were analyzed by one-way ANOVA. Differences
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among groups were analyzed by Newman-Keuls post-hoc test. Differences were
considered to be statistically significant when p < 0.05. Figures were designed using

GraphPad Software.

3. Results

3.1. Postsynaptic effects

Fig. 1A shows that the systemic preferentially postsynaptic dose of sulpiride
impaired CAR learning from training to test session; such impairment was reversed by
intra-DLS infusion of 10 pg/side quinpirole. Quinpirole alone did not affect CAR learning
and memory, although it affected CAR scores in the test session. Two-way ANOVA
showed significant treatment effect [F (3,35) = 3.42; p < 0.05] and session effect [F
(1,35) = 33.18; p < 0.05]; but a non-significant treatment X session interaction [F (3,35) =
0.52; p = 0.67]. ANOVA of the escape-failure scores showed a significant treatment X
session interaction [F (3,35) = 5.68; p < 0.05] but no significant treatment [F (3,35) =
2.81; p = 0.05] and session effects [F (1,35) = 3,63; p = 0.06]. Intra-DLS infusion of
quinpirole increased escape-failure scores in the training session (Fig. 1B). However,
these scores were normalized in the test session which is when CAR scores were
impaired. ANOVA of the ITC scores showed significant treatment effect [F (3,35) = 3.03;
p < 0.05] and treatment X session interaction [F (3,35) = 3.89; p < 0.05] but a non-
significant session effect [F (1,35) = 2.86; p = 0.10]. Newman-Keuls post-hoc test for ITC
scores did not show significant differences among groups (Fig. 1C).
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Fig. 1 Preferentially postsynaptic effects of quinpirole and sulpiride on 2-way active avoidance learning
and memory. Rats treated with saline or a pre- and postsynaptic dose of sulpiride (25 mg/kg, i.p., 20 min
pre-training) received saline or quinpirole (Qui 10 ug/side, intra-DLS immediately before training). Effects
of the drug treatments were analyzed on scores of conditioned avoidance responses (A), escape failures

(B) and inter-trial crossings (C). Data are expressed as mean + SEM; * p < 0.05 compared to the same

group in the training session; # p < 0.05 compared to saline in the respective session (Newman-Keuls after
ANOVA). N = 7-14 rats per group.

3.2.Presynaptic effects

Fig. 2A shows the effects of intra-DLS quinpirole infusion in rats treated with a
systemic presynaptic dose of sulpiride. Two-way ANOVA showed significant drug
treatment [F (3,32) = 3.31; p < 0.05] and session effect [F (1,32) = 32.14; p < 0.05], and
significant treatment X session interaction [F (3,32) = 3.10; p < 0.05]. Intra-DLS
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quinpirole and sulpiride treatments themselves did not significantly affect CAR learning
and memory. However, sulpiride-treated animals that received intra-DLS postsynaptic
dose of quinpirole scored less in the test session but not in the training session. A
significant effect on escape-failure scores was observed for session [F (1,32) = 13.12; p
< 0.05] but not for drug treatment [F (3,32) = 1.88; p = 0.15] and for treatment X session
interaction [F (3,32) = 1.92; p = 0.15]. Intra-DLS quinpirole decreased escape-failure
scores in the test session (Fig. 2B). Significant effects on ITC scores were observed for
session [F (1,32) = 6.90; p < 0.05] and for drug treatment [F (3,32) = 3.27; p < 0.05] but
not for treatment X session interaction [F (3,32) = 1.17; p = 0.34]. Significantly increased
ITC scores were observed in the test compared to training session for the control sal+sal
group. Such increase was reversed by 10 pg/side quinpirole and by 1 mg/kg sulpiride
both for the intra-DLS saline and quinpirole groups (Fig. 2C).
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Fig. 2 Presynaptic effects of sulpiride and quinpirole on 2-way active avoidance learning and memory.

Rats treated with saline or a presynaptic dose sulpiride (1 mg/kg, i.p., 20 min pre-training) received saline
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or quinpirole (Qui, 10 pg/side, intra-DLS immediately before training). Effects of the drug treatments were
analyzed on scores of conditioned avoidance responses (A), escape failures (B) and inter-trial crossings
(C). Data are expressed as mean + SEM; * p < 0.05 compared to the same group on training session

(Newman-Keuls after ANOVA). N = 6-14 rats per group.

3.3. Light-cue- and footshock-reaction times

Table 1 shows the latencies to respond to the CS and to the US for the different
treatments. One-way ANOVA of the light-cue data showed no significant difference in
the latencies when the rats start to respond to the last light cue [F (5,48) = 1.49; p =
0.21], but a significant effect to respond to the first footshock in the training session [F
(5,48) = 4.45; p < 0.05]. Intra-DLS quinpirole increased the latency to respond to the first

footschock in comparison with all treatments.

Table 1 Effects of sulpiride and quinpirole on footshock and light-cue reaction times.

Reaction time (s)

Treatment Light-cue (CS) Footshock
(US)

Saline + Saline 6.13 + 0.88 1.89 +0.32
Saline + Quinpirole 8.20+0.76 6.24 + 1.62
Sulpiride 1mg/kg + Saline 5.12 +0.93 218+1.01
Sulpiride 25mg/kg + Saline 5.52+0.93 1.22£0.25
Sulpiride 1mg/kg + Quinpirole 4.05+1.40 2.31+0.33
Sulpiride 25mg/kg + Quinpirole  5.04 +1.16 1,78 +0.88

Latencies to cross in response to the first footshock and to the last light cue in the training session are
expressed as mean + SEM. Rats treated with saline or sulpiride (1 or 25 mg/kg, i.p., 20 min pre-training)
received saline or quinpirole (Qui 10 pg/side, intra-DLS immediately before training). + p < 0.05 compared

to all groups (Newman-Keuls after one-way ANOVA). N = 6-14 rats per group.

3.4.Localization of infusions
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The brain sections were examined under a light microscope and the location of
needle tips was determined using the atlas plates of Paxinos and Watson (2005)?".

Data of 8 animals with wrong cannulae placement were excluded. Three rats had
quipirole infusion positioned dorsally to dorsolateral striatum. To ensure that behavioral
effects are specific to the DLS, data of these animals were analyzed separately with the
intra-DLS control groups saline / saline and saline / 10 pg/side quinpirole and are shown
in the supplemental material.

Fifty four animals had correct cannulae placements. After the exclusions, the
number of animals per group was: saline / saline, N=14, saline / 10 pg/side quinpirole,
N=7; 1 mg/kg sulpiride / saline group, N=9; 1 mg/kg sulpiride / 10 pg/side quinpirole,
N=6; 25 mg/kg sulpiride / saline, N=9; 25 mg/kg sulpiride / 10 pg/side quinpirole group,
N=9. Tips of the infusion needles were localized in the dorsolateral striatum, ranging in
the AP plane from 0.48 mm to -0.26 mm from bregma, from 3 mm lateral to midline to
the corpus calosus in both hemispheres (ML) and from the corpus calosus to - 4.4 mm

below dura in the DV plane (Fig. 3).
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Fig. 3 Position of the injection sites in the rat DLS. Schematic drawing of coronal sections shows the

)

locations of quinpirole infusions, according to the Paxinos and Watson Atlas (2005) @) The approximate

distances (mm) from the bregma are indicated.

4. Discussion

The present study aimed to address two important questions. The first is whether
the DLS is a critical site for the amnestic effect of neuroleptics on CARs. Our results
suggest that indeed it is. Systemic administration of a high pre- and postsynaptic dose of
the D2 antagonist sulpiride (25mg/kg) impaired CAR learning and memory, and this
effect was prevented by the co-administration of the D2 agonist quinpirole into the DLS.
Therefore, removal of the blockade of D2 receptors in the DLS was sufficient to block

the amnestic effect of the neuroleptic sulpiride.
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The second important question was whether such amnestic effect is mediated by
pre- or postsynaptic D2 receptors. It has been shown that relatively larger doses of
drugs are needed to affect postsynaptic compared with presynaptic D2 receptors ?*39.
Systemic administration of sulpiride per se was amnestic in a pre- and postsynaptic
dose (25 mg/kg) but not in a preferentially presynaptic dose (1.0 mg/kg). Coherently, co-
administration of presynaptic dose of sulpiride and intra-DLS quinpirole reduced CAR
scores in the test session, impairing CAR learning and memory. This suggests that the
amnestic effect was not caused by the blockade of presynaptic D2 receptors. Therefore,
we can conclude that the amnestic effect of neuroleptics on CARs is mediated by the
postsynaptic D2 receptors of the DLS.

Reduction of CAR scores shown for pre and postsynaptic sulpiride treatments
does not appear to be caused by a motor impairment. Although reduction in movements
is commonly observed with D2 antagonists ©*¥, this did not happen with the doses
used in the present study since no significant difference in escape failure and ITC
scores was observed. However, intra-DLS quinpirole affected escape failure scores and
reaction time to the footshock. This effect was prevented by both doses of sulpiride.

The critical role of DLS DA on CAR learning and memory has also been
supported by other studies using different approaches, including lesion of the rat
substantia nigra pars compacta (SNc) °**3® and infusion of dopaminergic drugs into
the DLS ©7. In this and previous studies, in spite of administering sulpiride and
quinpirole before the training session, CAR reduction was seen only in the test session
carried out 24 hours later. This suggests that the modulation of D2 receptors in the DLS
is involved in S-R habits which are acquired slowly, as shown in previous experiments

©®7 1t has been shown that S-R habits depend on strengthening the synaptic

connections between the somatosensory cortex and the DLS (*6:3638),

The present results are summarized in Table 2. It is interesting to note that strong
inhibition of the indirect pathway was amnestic and, although strong activation of such
pathway was not amnestic, it minimized CAR expression. This suggests that a fine-
tuned balance in the activation of the indirect pathway is necessary for CAR learning

and/or memory. This agrees with the proposal that not only activation of the direct
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pathway but also of the indirect pathway is necessary for action selection ®°*%). Such
hypothesis is also supported by others studies implicating striatal DA imbalance in

action-selection impairment (or @ review see 9.46-47)

. Indirect pathway imbalance is also
present in many basal ganglia diseases that cause cognitive impairment “®4%, such as
schizophrenia and Parkinson’s disease. Hipoactivation of the indirect pathway in
schizophrenia is a consequence of upregulation of D2 receptors in the dorsal striatum
and higher levels of DA in the ventral striatum ©®9. Hyperactivation of the indirect

pathway in Parkinson’s disease occurs due to progressive loss of nigrostriatal neurons
(51-53)

Table 2. Expected actions of the drug treatments on indirect pathway and observed effects on CAR.

: : Indirect
Presynaptic Postsynaptic
Treatment pathway CAR scores
effect effect -
activity
1mg/kg Sulpiride + DA + No effect (%) No effect
25mg/kg Sulpiride 1 DA -= ™" !
10pg/side
roe | DA + 1 !
Quinpirole
1mg/kg Sulpiride + | 1 DA +
10ug/side 0 +++ 1 l
Quinpirole | DA ++
25mg/kg Sulpiride + | 1 DA --
10ug/side 0 0 0 No effect
Quinpirole | DA ++

The effect of the treatments on the indirect pathway was deduced from their effects on dopamine (DA)
release (presynaptic effect) added to their effects on activation and/or blockade of postsynaptic D2

receptors. (%) The release of DA by the presynaptic dose of sulpiride (1 mg/kg) probably did not affect the

indirect pathway because of the higher affinity of DA for the D2 receptors 64,

5. Conclusion
In summary, the present study presents evidence that the impairing effect of

systemically administered antipsychotics is mediated by blockade of postsynaptic D2

receptors of the indirect pathway in the DLS.
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Suplemmental Fig.1l Position of injection sites out of the dorsolateral striatum of three
rats treated with saline and 10ug/side quinpirole. The approximate distance (mm) from

the bregma is indicated. Adapted from the atlas of Paxinos and Watson (2005)®“",
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Supplemental Fig. 2 Effects of intra-dorsolateral striatum infusion with saline and
quinpirole and out of intra-dorsolateral quinpirole on 2-way active avoidance learning
and memory. Effects of the drug treatments in and out of the dorsolateral striatum were
analyzed on scores of conditioned avoidance responses (CAR) (A), escape failures (B)
and inter-trial crossings (C). Data are expressed as mean = SEM; * p < 0.05 compared
to the same group on training session (Newman-Keuls after ANOVA). N = 3-14 rats per

group.
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Supplemental Table 1 Two-way ANOVA statistics of the 2-way active scores for rats

treated with saline, intra-DLS 10ug quinpirole and out of intra-DLS 10ug quinpirole.

Treatment Session Interaction

Fldf=2,21] p Fldf=1,21] p Fldf=2,21] p
CAR 3.95 0.035 31.72 0.000 0.93 0.409
Escape failure  2.66 0.093 8.92 0.007 3.29 0.057
Inter-trial 3.52 0.048 14.28 0.001 0.87 0.433

crossing

See supplemental Fig.2 for post-hoc tests.
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5.2 ACTIVATION DOES NOT DESENSITIZE D2 AUTORECEPTORS

O segundo artigo cientifico a integrar a tese investiga a regulacdo de
autoreceptores D2 no NAc de camundongos DBA/2J, modelo animal de esquizofrenia,
através da estimulacéo elétrica de fibras dopaminérgicas do feixe prosencefalico medial
(FPM) pela técnica de amperometria de potencial fixo. Este artigo sera submetido para

avaliacdo a revista Journal of Neurochemistry.
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Abstract

Impaired mesolimbic D2 autoreceptors desensitization is implicated in the etiology of
schizophrenia. Fixed potential amperometry was used to electrically evoke dopamine
(DA) release in a schizophrenia animal model of DBA/2J mice. Inhibition of DA release
and short-term desensitization of D2 autoreceptors was investigated by applying a pair
of test stimuli (T1 and T2, 10 pulses of 800pA at 50 Hz) in the medial forebrain bundle
(MFB) 10s apart to evoke DA efflux. Four sets of conditioning stimuli (CS; 5, 10, 20 and
40 pulses; 0.5ms pulse duration at 15Hz) were given 0.3s before T2 onset. Low (3
mg/kg, i.p.) and high (50 mg/kg, i.p.) doses of the typical antipsychotic sulpiride blocked
DA release inhibition in the nucleus accumbens. The D2 receptor agonist quinpirole (10
Mg, intra-NAc) did not affect DA release inhibition per se, but reverted the increase in
extracellular DA induced by sulpiride. On the other hand, D2 autoreceptor short-term
desensitization induced by electrically evoked DA was not affected by sulpiride or
quinpirole. Instead, sulpiride induced increased DA release, and quinpirole presented an
addictive effect to the DA release inhibition caused by the CS protocol. Therefore,
activation of D2 autoreceptors regulates DA release from presynaptic terminals but does

not induce short-term desensitization of D2 autoreceptors.
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Introduction

Typical antipsychotics are clinically used in the treatment of schizophrenia,
especially to control psychotic symptoms such as delusions and hallucinations (Nikolaus
et al., 2014). Such improvement led to the hypothesis that schizophrenia is caused by a
supersensitive dopaminergic neurotransmission in the mesolimbic pathway (Lieberman
et al., 1987) as the result of either an increased release of dopamine (DA) from
presynaptic terminals or an increased response via postsynaptic D2 receptors (D2Rs)
(Seeman, 2013). In agreement with this hypothesis, it has been shown that
schizophrenic patients have an increased psychotic response to indirect DA agonists
such as amphetamine (Laruelle et al., 1996; Abi-Dargham et al., 2004). A more recent
hypothesis proposes that schizophrenia is initially caused by an impaired sensitization
mechanism of D2 autoreceptors in response to increased levels of extracellular DA —
with D2 autoreceptors sensitization instead of desensitization (Nikolaus et al., 2014).
This view stresses the importance of understanding the critical factors controlling D2
autoreceptors desensitization to improve schizophrenia treatments.

In the present study, we investigated the role of D2 autoreceptors in
desensitization and inhibition of DA release. We addressed this issue by using fixed
potential amperometry, a technique that allows millisecond monitoring of in vivo DA
release. Application of conditioning stimuli (CS, weaker electric prepulses) was used as
a protocol to induce short-term desensitization of D2 autoreceptors and inhibition of DA
release (Benoit-Marand et al., 2001). The effect of antipsychotics on these phenomena
was studied by administering sulpiride systemically, infusing the D2R agonist into
thenucleus accumbens (NAc) of DBA/J2 mice. This mice strain was used as an animal
model of schizophrenia (Coleli et al., 2010; Young et al., 2009). Data analysis provided
answers to the following questions: (i) Do results confirm the inhibitory effect of D2
autoreceptors on DA release? and (ii) Is activation of D2 receptors necessary to induce

short-term desensitization?
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Methods

Animals

Ten adult male DBA/2J mice from the Department of Psychology, University of
Memphis (Memphis, TN) breeding stock, weighing 28-36g were used. Mice were
maintained in a temperature-controlled room (22+2°C) on a 12-h light/dark cycle (lights
on, 7:00 a.m.) with water and food available ad libitum. All procedures were approved
by the University of Memphis Institutional Animal Care and Use Committee and were in
accordance with the guidelines of the Public Health Service Policy on Humane Care and
Use of Laboratory Animals (National Institutes of Health, 2002), the Guidelines for the
Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research (National
Research Council, 2003), and the Brazilian law (11.794/8 October 2008).

Fixed-Potential Amperometry (FPA)

DA release in the NAc was recorded in vivo in real time (10 k samples/s) by
using a commercially available hardwired electrochemical recording system (eDAQ, Pty
Ltd, CO). For every molecule of DA that is oxidized, two electrons are transferred to the
eDAQ which consists of a potentiostat (EA161 Picostat) in conjunction with an analog-
to-digital signal converter (A/D) recorder (e-Corder).

Mice were anesthetized with urethane (1.5 g/kg, i.p.). If needed, supplemental
doses were administered until mice did not exhibit a pain response determined via tail
pinch. Anesthetized mice were mounted in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA) located within a Faraday cage. They were maintained at 36 + 0.5°C
throughout the FPA procedure. The cranium was exposed and three burr holes were
drilled, two unilaterally and one contralaterally, using a dental drill. A concentric bipolar
stimulating electrode (SNE-100; Rhodes Medical Co., CA) was implanted into the medial
forebrain bundle (MFB coordinates in mm: -2.1 AP from bregma; -1.1 ML from midline ; -

4.8 DV from dura mater) and carbon fiber electrode (250 um length x 10 ym o.d;;
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Thornel Type P, Union Carbide, Pittsburgh, PA) into the ipsilateral NAc core (coord. in
mm: +1.2AP from bregma; -0.7ML from midline; -3.8DV from dura mater) (Franklin and
Paxinos, 1997). An Ag/AgCl reference/auxiliary combination electrode was placed in
contralateral cortical tissue -3.0 mm from bregma. A delay of 10-20 min allowed the

recording electrode to stabilize before the start of the experiment.

Inhibition and desensitization of D2 autoreceptors by conditioning stimuli (CS)

The procedure to measure DA release by conditioning stimuli using FPA has
been validated by Benoit-Marand et al. (2001). Variance in DA release was determined
by applying a pair of test stimuli (T1 and T2; with ten 0.5ms duration 800 pA pulses at 50
Hz separated by10s) to the MFB six times every 30s to evoke DA efflux. Four sets of
conditioning stimuli (5, 10, 20, and 40 pulses with 0.5ms for each pulse duration at 15
Hz) were given prior to T2 such that there was 0.3s between the end of the conditioning
pulse train and initiation of T2. Between trials, the next T1 stimulus occurred
approximately 20s after the previous T2 stimulus and was recorded in the absence of
any conditioning pulses, thereby serving as a moving baseline response (100%). The
effects of the conditioning pulses on T2-stimulated DA efflux relative to T1 were
measured in ascending order (i.e., the effects of 5 conditioning pulses were determined
first, followed by 10 conditioning pulses, followed by 20, etc.). This allowed for the
determination of the effect of each conditioning pulse train on DA release for T2. The

entire sequence took approximately 10 min to complete.

Materials and experimental design

Sulpiride (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA) was dissolved in 10 mi/kg body
weight acidified saline (0.9% NacCl). Low (3mg/kg) and high (50mg/kg) doses of sulpiride
were chosen based on previous experiments in our laboratory (Boschen et al. 2011,

Boschen et al., 2015) and from other studies (Gubernator et al., 2009; Centonze et al.,
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2009, Rodgers et al., 1994). 10ug quinpirole (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA) was
dissolved in 0.2pl saline as in Grilli et al., 2009.

Evoked DA release by CS procedure was always delivered before any drug
treatment such that every mouse was its own control. Immediately after the end of the
first sequence, Sulpiride (3 or 50mg/kg) was intraperitoneally administered and
stimulations restarted after 15 min. Quinpirole was then infused into the NAc through a
silica capillary immediately before stimulations restart.

Three mice received only intra-NAc quinpirole injections; three other mice each
received a 3mg/kg sulpiride i.p. injection and 10ug quinpirole intra-NAc; and four other
mice each received a 50mg/kg sulpiride i.p. injection and 10ug quinpirole intra-NAc.

Histology

At the end of each experiment, direct anodic current (100 pA for 10 sec) was
applied to the stimulating electrode to produce a lesion. The mice brains were stored in
10% formalin plus 0.1% potassium ferricyanide and processed for cryostat sectioning.
Placements of electrodes were determined by comparing the brain slices with coronal
diagrams from Franklin and Paxinos Atlas (1997).

Statistical analyses

All data were analyzed using GraphPad Software (La Jolla, USA). Effects of drug
treatments on DA release inhibition or D2 autoreceptors desensitization were analyzed
via one-way ANOVA or two-way ANOVA with repeated measures when appropriate.
Additional Newman-Keuls post hoc analyses were conducted to determine the nature of
significant effects considered at p < 0.05.

Results

Histology
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All carbon-fiber recording electrodes were located in the NAc core from 1.18 mm
(5 mice) to 1.34 mm (3 mice) and 1.42 mm (2 mice) anterior to bregma (Figure 1A).
Seven mice had the stimulating electrode placed in the MFB at nearly 1.9 mm posterior
to bregma and three mice had the electrode at nearly 2.0 mm posterior to bregma

(Figure 1B).

+1.18 mm

+1.42 mm

Figure 1. Localization of recording and stimulating electrodes in the mice NAc (A) and

MFB (B). Adapted from Franklin and Paxinos, 1997.
Fixed-potential amperometry

Typical amperograms of evoked DA release are shown in Figure 2. Dopamine
release in the NAc evoked by electric stimulation of the MFB is inhibited by previous

dopamine release induced by CS.
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Figure 2. Typical amperograms of evoked DA release showing inhibition of DA release
and desensitization of D2 autoreceptors of the nucleus accumbens. DA release was
evoked by the electric stimulation of the medial forebrain bundle (10 pulses, 800 pA, 50

Hz). The first peak of DA release was taken as the control (T1). When the same
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stimulus used to evoke T1 was preceded by conditioning stimuli (CS, 5, 10, 20 and 40
pulses, 800 pA, 15 Hz) inhibition of the second DA peak (T2) in relation to T1 was
observed. However, such inhibition did not increase as increasing number of pulses

were applied as CS because the D2 autoreceptors were desensitized.

As shown in Figures 1 and 2, the DA released by a CS applied just before the
electric stimulation activates D2Rs caused inhibition of further DA release. It is expected
that increased DA release will have a more pronounced impact in the inhibition of further

DA release.
Effects of sulpiride and quinpirole on T1

If activation of D2 autoreceptor inhibits DA release, it is expected that their
blockade would increase DA release. Accordingly, as shown in Figure 3, systemic
administration of the D2R antagonist sulpiride increased DA release in a dose-
dependent manner. In addition, such effect was completely reverted by the intra-NAc
infusion of quinpirole in a dose that did not affect DA release [F (5,85) = 7.52; p < 0.05,
ANOVA].
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Figure 3. Effects of systemic admistration of sulpiride on DA release in the nucleus
accumbens core of mice. Data were collected from 10 mice and represents the mean *
SEM area under the curve of the amperograms (T1 from Fig. 2 normalized by the
control). DA release by a train of 10 electric pulses of 800 pA, 0.5ms each, at 50 Hz
applied to the medial forebrain bundle. The numbers of amperograms for each group
were: control (N= 18); 10ug quinpirole (Qui 10, N =18 ); 3mg/kg sulpiride (Sulp3, N =
18); 50mg/kg sulpiride (Sulp 50, N = 18). * p < 0.05 compared to control; + p < 0.05
compared to Sulp 3 or Sulp 50, respectively; Newman-Keuls after one-way ANOVA.

Efffects of sulpiride and quinpirole on T2

The main aim of this study was to test whether the desensitization of the D2Rs
caused by the CS protocol was modulated by activation of D2 autoreceptors. Even a
slight amount of DA release evoked by 5 CS caused an immediate inhibition of DA
release (Fig. 2 and Fig. 4). However, the increased number of CS (10 and 20 CS) did
not present an addictive inhibitory effect, which is taken as desensitization of the D2
autoreceptors. Nevertheless, after 40 CS, a significantly higher inhibition was observed
[F (4,64) = 35.84, p < 0.05, ANOVA].
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Figure 4. D2 autoreceptor desensitization. Data were collected from the 3 mice from the
control group (N = 18 amperograms) and represent the mean + SEM area under the
curve (T1 for Baseline and T2 for 5-40 CS normalized by T1; T1 and T2 are illustrated in
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Fig.2). * p < 0.05 compared to Baseline; # p < 0.05 compared to 5 CS; + p < 0.05
compared 10 CS; 8§ p < 0.05 compared to 20 CS.

If the desensitization shown in Figure 4 were dependent on the activation of the
D2 autoreceptors, it was expected to be attenuated by D2R antagonists: sulpiride was
expected to reduce T2. This prediction was tested under two conditions: after 5 CS,
when little DA was released before T2; and after 40 CS, when a larger amount of DA
was released before T2. Data was normalized by T2 of the control (untreated) group and
are shown in Figure 5. Contrary to the prediction, under both conditions (after 5 CS and
40 CS), 3 mg/kg sulpiride treatment did not reduce T2; and 50 mg/kg sulpiride caused a
significant increase of T2. Furthermore, infusion of 10 ug quinpirole into the NAc of the
sulpiride-treated mice caused a significant reduction of T2 compared to the groups
treated only with 3 or 50 mg/kg sulpiride, respectively. One-way ANOVA showed
significant drug effect after 5 CS [F (5,85) = 14.04; p < 0.05] and 40 CS [F (5,85) =
13.03; p < 0.05].
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Figure 5. Effects of sulpiride and quinpirole on DA release inhibition induced by 5 and 40
CS. The relative change in the area of T2 (ten 0.5ms duration 800 pA pulses at 50 Hz)
after 5 and 40 CS (0.5ms pulse duration at 15 Hz) shows the effects of the drugs
treatments in DA release inhibition. Data were collected from 10 mice and the number of

amperograms for each group was: control (N= 18); 10ug quinpirole (Qui 10, N =18);
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3mg/kg sulpiride (Sulp3, N = 18); 50mg/kg sulpiride (Sulp 50, N = 18). Data are
expressed as mean = SEM. * p < 0.05 compared to control; + p < 0.05 compared to the

respective sulpiride dose (Sulp3 or Sulp50); # p < 0.05 compared to Quil0.

The effects of quinpirole and sulpiride on T2 are shown in Fig. 5. Instead of
affecting D2 autoreceptor desensitization, these drugs seemed to have affected
presynaptic D2 inhibition of T2. This hypothesis was confirmed by running separate two-
way ANOVAs for quinpirole and sulpiride data. In each ANOVA, the drug treatment and
the number of pulses used as CS were taken as independent factors. Significant effects
were observed for quinpirole treatment [F (1,17) = 26.48; p < 0.05], CS [F (3,51) =
11.36; p < 0.05], and of the quinpirole treatment X CS interaction [F (3,51) = 5.83; p <
0.05]. In addition, significant effects were observed for the CS numbers [F (3,51) = 5.90;
p < 0.05], sulpiride treatment [F (2,34) = 5.04; p < 0.05] and the interaction between the
CS numbers and sulpiride treatment [F (6,102) = 3.86; p < 0.05]. As shown in Figure 6,
the infusion of 10 pg quinpirole per se into the NAc did not affect the release of DA even
after 5 or 10 CS. However, in agreement with the hypothesis that activation of D2
autoreceptors inhibited T2, significantly lower amounts of DA were observed after
quinpirole treatment when 20 and 40 CS were applied. In addition, when D2
autoreceptors were blocked by 50 mg/kg sulpiride, significantly higher T2 peaks were
observed, which is coherent with the hypothesis that activation of the D2 autoreceptors
by DA released by 5-40 CS inhibited the release of further DA.
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Figure 6. Effects of quinpirole and sulpiride on desensitization of D2 autoreceptors.

The percentage of the area of T2 from 10ug quinpirole, 3mg/kg sulpiride and 50 mg/kg
sulpiride is relative to the area of T2 from the control group after 5, 10, 20 and 40 CS.
Data were collected from 10 mice and the number of amperograms for each group was:
control (N= 18); 10ug quinpirole (Qui 10, N =18); 3mg/kg sulpiride (Sulp3, N = 18);
50mg/kg sulpiride (Sulp 50, N = 18). Data are expressed as mean + SEM. * p < 0.05

compared to control.

Discussion

In this study, we investigated if activation of D2 autoreceptors inhibits DA release
and induces D2 autoreceptors desensitization. Indeed, we showed that increasing the
number of CSs causes both inhibition of further DA release and short-term
desensitization of D2 autoreceptors. Regulation of DA release by D2 autoreceptors was
confirmed by an increase in DA release after administration of the D2 receptor
antagonist sulpiride. The increased release was observed both before and after
application of the CSs. This effect was reverted by infusion of the D2 agonist quinpirole
in a dose that did not affect DA release per se. On the other hand, neither sulpiride nor
quinpirole affected short-term desensitization of D2 receptors. Instead, a higher dose of
sulpiride caused increased DA release even when the CS protocol was used to induce
desensitization. In addition, instead of deepening desensitization, quinpirole showed an
addictive effect on DA release inhibition. Therefore, these results confirm that activation
of D2 autoreceptors regulates DA release from presynaptic terminals but did not support
the hypothesis that short-term desensitization of D2 autoreceptors depends on
activation of D2Rs.

The present results agree with in vivo amperometry (Dugast et al., 1997, Benoit-
Marand et al., 2011), microdialysis (Usiello et al., 2000) and brain- slice voltammetry
(Akopian and Walsh, 2007) studies which show increased DA release by antipsychotics.

Our finding also agrees with whole-cell patch-clamp (Nimitvilai et al., 2014) and unitary-



80

cell (Koyoama et al., 2014) electrophysiology studies that show inhibition of
dopaminergic cell firing after quinpirole treatment in rats.

An electrophysiology study carried out by Nimitvilai and Brodie (2010) produced
similar results as this present study, As we propose here, these authors used their
finding to support that s short-term desensitization of D2 autoreceptors induced by DA
release does not depend, at least solely, on activation of D2 DARs. Nimitvilai and Brodie
found that incubation of rat midbrain slices in 0.5-5 puM DA solutions caused dose-
dependent inhibition of the DA neurons firing rates. However when the DA concentration
was increased, they observed a dose-dependent recovery (10-25 uM) and overshooting
(50-100 puM) of the DA neurons firing rate. This is equivalent to the inhibition followed by
desensitization that we observed when we applied 5-40 CSs to increase extracellular
DA release. When the midbrain slices were incubated with the D2 agonist quinpirole,
they observed inhibition, but not recovery, of the DA neurons firing rate.This would be
equivalent to the fast desensitization that we observed in the present study. However,
when they incubated the slices with the D1/D5 DARs partial agonist SKF38393, a mild
desensitization was observed and SKF38393 and quinpirole caused a partial reversion
of this inhibitory effect. This result suggests that D2 autoreceptors desensitization does
not depend on D2R activation. This also suggests that desensitization is mediated by
D1/D5R activation, at least in part.

Another possibility is that DA autoreceptors desensitization, at least partly,
depends on activation of D3 DARs. In addition to D2, D3 receptors also function as
autoreceptors in the regulation of DA release (Gainetdinov et al., 1994; Sokoloff et al.,
1990; Tepper et al., 1997; Joseph et al., 2002). Furthermore, D3 receptor distribution in
the NAc is higher than in the dorsal striatum (Booze and Wallace, 1995; Gurevich and
Joyce, 1999). Zheng et al. (2011) have shown that desensitization of D3 receptors is
achieved within 2 minutes of agonist treatment, which is a fast desentization. Quinpirole
is a D2 agonist with partial selectivity to D3 receptors, whereas DA has equivalent
selectivity to D2 and D3 receptors (Fliestra and Levant, 1998; Bolafios-Jiménez et al.,
2011). Therefore, it is likely that the desensitization induced by DA was mediated by D3
but not D2 activation.
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Alternatively, what we observed in this study might have been caused by another
phenomenon named DA inhibition reversal (DIR). DIR is known to be mediated by
extended and concurrent stimulation of D2 and D1-like receptors and produces
desensitization to D2 inhibition (Nimitvilai and Brodie, 2010).

The DA supersensitivity is considered a disturbed feedback response in
schizophrenia (Seeman, 2013). Here this was studied in DBA/2J mice. This mice strain
has been used as a schizophrenia model because their brains present high levels of DA
(Mihre et al., 2005) and they falil to learn the prepulse inhibition task (Singer et al., 2009).

Although DA D2Rs are the primary target of antipsychotics (Seeman, 2006), it is
possible that other receptors (e.g. DA D3 receptors) may contribute to alleviate
psychotic symptoms without inducing as much tolerance or extrapyramidal effects
(Freeman, 1997; Nuss et al.,, 2007). This is the case of amisulpride, an atypical
antipsychotic clinically used because it selectively blocks limbic DA D2/D3 receptors
and, at lower doses, presents preferential affinity to DA autoreceptors (Chabannes et al.,
1998).

In summary, our main finding is that desensitization of D2 autoreceptors does not
depend on activation of D2 receptors per se. This finding is important to better
understand how antipsichotics work and may be valid for patients, since this study was
carried out in DBA/2J mice, an established mouse model of schizophrenia.
Understanding the antipsychotic desensitization mechanism will likely contribute to the

development of more effective and selective antipsychotic drugs.
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6 DISCUSSAO GERAL

Os dois estudos desta tese investigaram a participacdo dos receptores
dopaminérgicos D2 na mediacdo dos efeitos amnésicos causados pelo antipsicotico
sulpiride no DLS e nos mecanismos de regulacao de liberagéo de DA pelos terminais
dopaminérgicos no NAc. Os resultados apresentados mostram que receptores
dopaminérgicos D2 pos-sinapticos, mas nao pré-sinapticos, no DLS de ratos medeiam o
aprendizado e memodria de hébitos da esquiva ativa de duas vias e que o bloqueio
desses receptores pelo antipsicético tipico sulpiride promove efeitos amnésicos.
Também sdo apresentados dados que mostram que a dessensibilizacdo de curto-prazo
de autoreceptores D2 no NAc de camundongos nao € afetada por doses pré-sinaptica
ou pré- e pés-sinaptica desse antipsicotico.

Dentre os receptores dopaminérgicos, o subtipo D2 € o mais relacionado com a
etiologia da esquizofrenia e com a manifestacdo de sintomas psicoticos, sendo por isso
0 maior alvo do tratamento com farmacos antipsicoticos (Nikolaus et al., 2014; Seeman
e Seeman, 2014; Roth e Rogan, 2010; Ginovart e Kapur, 2010; Nuss et al., 2007).

O splicing alternativo do RNAmM gera duas isoformas dos receptores D2. A
isoforma longa (D2L) diferencia-se da isoforma curta (D2S) pela presenca de 29
aminoacidos adicionais no terceiro loop intracelular. Além disso, enquanto D2S é
expresso principalmente nos terminais pré-sinapticos como autoreceptores inibitorios,
D2L encontra-se, sobretudo nos neurdnios GABAérgicos pdés-sinapticos do estriado
(Usiello et al., 2000; Vallone et al., 2000; De Mei et al., 2009). Como a expressao de
ambas isoformas € equivalente no estriado dorsal de primatas e roedores (Khan et
al.,1998; Montmayeur et al., 1991), manipulacdes farmacoldgicas tornam-se Uteis na
diferenciacdo entre elas. Doses relativamente maiores de agonistas e antagonistas de
receptores D2 s@o necessarias para afetar D2L em relacdo a D2S (Starke et al., 1989;
Usiello et al., 2000; Fusa et al., 2002; Perreault et al., 2006; Dias et al., 2009).

O primeiro estudo desta tese mostrou que a administracdo sistémica de uma

dose preferencialmente pré-singptica (1 mg/kg, i.p.) de sulpiride ndo prejudicou o
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aprendizado e memoria das respostas condicionadas de esquiva (CAR, do inglés
conditioned avoidance response). Porém, uma dose pré- e pés-sinaptica (25 mg/kg, i.p.)
de sulpiride foi amnésica sobre CAR. Coerentemente, a infusdo intra-DLS do agonista
de receptores D2 quinpirole promove efeitos amnésicos sobre CAR somente quando
administrado em conjunto com a dose pré-sinptica de sulpiride, mas previne os efeitos
amnésicos ora causados pela dose preferencialmente pds-sinaptica desse antagonista.
Isso indica que a administracdo de antipsicoéticos tipicos ndo ocasiona somente o
surgimento de sintomas extrapiramidais (Roth e Rogan, 2010, Ginovart e Kapur, 2010),
mas também afetam processos de aprendizado e memodria de procedimentos
codificados pelo DLS (Knoltown et al., 1996; Hikosaka et al., 2008; Graybiel, 2005;
Fukabori et al., 2012).

Por muito tempo, as observacfes dos sinais motores da doenca de Parkinson e
a significativa redugédo de DA estriatal, levaram a associagdo do estriado dorsal a
diversos disturbios neurolégicos de movimento (McGeer et al., 1989; Gerfen et al.,
1990; Fearnley e Lees, 1991). Contudo, a crescente investigacao sobre os NB revelou
um sistema cuja funcdo primordial é a selecdo de ac¢des apropriadas (Balleine et al.,
2007; Da Cunha et al., 2009). Uma acao realizada adequadamente leva a um resultado
de sucesso, 0 que reforca a escolha da agéo que levou a essa consequéncia. Com o
tempo, as sequéncias de a¢cbes podem estabelecer uma relacdo entre si criando uma
rapida selecao de rotinas motoras que ndo dependem mais dos valores da recompensa
e podem ser consideradas héabitos estimulo-resposta (S-R, do inglés stimulus-
response). Essa lenta aquisicdo de memoria de habitos S-R envolve o DLS (Balleine et
al., 2007; Yin et al., 2006), por receber informacdes dos cértex sensorial e motor sobre
estimulos sonoros e visuais de objetos e partes do corpo, 0 que permite uma clara
associagdo entre os estimulos percebidos no ambiente (luz acesa nos compartimentos
da esquiva ativa) e as respostas motoras adequadas (cruzar para O outro
compartimento antes de receber choque nas patas) (Yin et al.,, 2006; Alloway et al.,
2006; Da Cunha et al., 2009).

A reducédo de CAR observada apenas na sessédo de teste da esquiva ativa,

apesar da administracdo de sulpiride ter ocorrido pré-treino (24 horas antes), esta de
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acordo com estudos prévios (Boschen et al., 2011; Wietzikoski et al., 2012) e demonstra
que a formacgédo de habitos S-R € modulada por receptores D2 no DLS.

Como mencionado anteriormente, um efeito adverso comum do uso de
antipsicoticos tipicos no tratamento da esquizofrenia é o surgimento de sintomas
extrapiramidais. Tal reacdo é associada ao bloqueio de receptores D2 no estriado
dorsal (Roth e Rogan, 2010, Ginovart e Kapur, 2010). Efeitos similares de reducéo de
movimentos s&o observados em roedores tratados com antagonistas D2 (Dias et al.,
2009; Wadenberg et al., 2000; Kravitz et al., 2012). Contudo, as doses de sulpiride
utilizadas em nosso estudo ndo aumentaram significativamente os niveis de falhas de
fuga; e também ndo houve reducdo significativa de numero de cruzamentos inter-
tentativa como verificacdo de efeito cataléptico normalmente induzido por antipsicéticos
tipicos (Wadenberg et al., 2000; Aguilar et al., 2000; Boschen et al., 2011). Além disso,
a administracdo de sulpiride, em ambas as doses, preveniu o0 aumento do tempo de
reacao ao choque nas patas e o aumento de falhas de fuga causado pela infuséo intra-
DLS de quimpirole. Sendo assim, a reducdo de CAR observada com a administracao
sistémica de sulpiride ndo parece ser resultado de prejuizo motor causado por esse
tratamento, mas por seu efeito sobre o aprendizado e memoaria de procedimentos.

Dentro de um contexto geral, a ativacao da via direta facilita a selecdo de uma
acao apropriada enquanto a ativacao da via indireta inibe acdes irrelevantes (Albin et
al., 1989; DelLong, 1990). Ou seja, com a progressao do aprendizado, um habito pode
ser adquirido como uma acdo desejada e mantida enquanto acdes inadequadas sao
eliminadas ao longo do tempo. No estriado, o sinal para esse aprendizado se faz pela
liberacdo fasica de DA frente a um erro de predicdo (Schultz, 2007) que ativa a via
direta e inibe a via indireta. Logo, disfun¢cdes na neurotransmissdo dopaminérgica
podem promover desequilibrios na modulagdo dessas vias e prejuizos na selecdo de
acOes (Keeler et al, 2014; Surmeier, 2013; Cui et al., 2013; Nicola, 2007).

Neste estudo, mostramos que a intensa inibicdo e a intensa ativacdo da via
indireta resultaram em efeitos amnésicos sobre o aprendizado e memoéria de CAR.
Nesse cenario, a escolha da acdo apropriada (cruzar para o outro lado da esquiva

ativa) foi prejudicada pela administracao sistémica da dose pré-sinaptica de sulpiride
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associada com infusdo intra-DLS de quimpirole, o que resultou numa inibicdo
fortalecida da via indireta com impacto sobre aprendizado e memaria de CAR. Por outro
lado, a administracdo da dose pos-sinaptica de sulpiride produziu uma ampla ativacao
da via indireta, o que também culminou na falha do processo de selecdo de acbes e
reducdo de CAR (ver Table 2 do item 3.1).

Os disturbios verificados na atividade da via indireta estdo presentes em
doencas que envolvem os NB. A hipoativacdo desta via também € apresentada por
pacientes esquizofrénicos que possuem expressao aumentada de receptores D2 nos
MSNs do estriado e da concentracdo mesolimbica de DA (Abi-Dargham et al., 2010;
Simpson et al., 2010). Por sua vez, também ocorre hiperativacdo da via indireta na
doenca de Parkinson como resultado da perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos nigroestriatais (Gerfen e Surmeier, 2011; DeLong e Wichmann, 2007).
Isso sugere que as vias direta e indireta trabalham em conjunto, num fino equilibrio
produzido pela modulacdo dopaminérgica em receptores D1 e D2 (Calabresi et al.,
2014; Cazorla et al., 2014; Surmeier, 2013; Cui et al., 2013).

O excesso de DA mesolimbica estad diretamente ligado a manifestacdo dos
sintomas psicéticos da esquizofrenia, assim como a magnitude e rapidez da sua
resposta ao tratamento com antipsicéticos (Abi-Dargham et al., 2010). Contudo, os
mecanismos pelos quais isso acontece ainda sdo desconhecidos. Por essa razao,
modelos animais podem fornecer informacdes relevantes sobre as contribuicbes
patogénicas desse fenotipo dopaminérgico.

Os modelos animais mais confiaveis no campo da pesquisa em esquizofrenia
apresentam distlrbios na transmissdo dopaminérgica subcortical (Abi-Dargham et al.,
2010; Lodge e Grace, 2007; Ozawa et al., 2006). O segundo estudo desta tese utilizou
camundongos DBA/2J, considerados modelo animal de esquizofrenia por apresentarem
tracos de comportamento e neuroquimicos que podem ser associados a fisiopatologia
dessa doenca (Colelli et al., 2010). O comportamento de inibicdo pré-pulso representa
uma forma de gatilho sensoriomotor (relacionado ao comportamento psicético) que se
encontra prejudicado em pacientes esquizofrénicos. Esse mesmo comportamento

deficiente é apresentado pelos camundongos DBA/2J (Singer et al., 2009). Além disso,
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niveis elevados de DA e seus metabdlitos, bem como do turnover dopaminérgico, foram
relatados no estudo de Mihre e colaboradores (2005) ao comparar esta linhagem a
outras 14 diferentes linhagens de camundongos.

Um importante, porém pouco abordado, aspecto da fisiopatologia da
esquizofrenia encontra-se no papel dos autoreceptores D2. Diferencas na proporcao
das isoformas D2L e D2S no sistema corticoestriatal também podem contribuir para a
variabilidade nos sintomas da esquizofrenia, visto que, déficits cognitivos em pacientes
esquizofrénicos foram correlacionados com o aumento de D2S (Bertolino et al. 2009).
Camundongos DBA/2J apresentam também uma maior expressao estriatal de D2S em
relacdo a D2L (Colelli et al., 2010). Dessa forma, o objetivo do segundo estudo aqui
apresentado foi investigar os mecanismos de regulacdo de liberagdo de DA pelos
autoreceptores D2 (isoforma D2S) pelos terminais dopaminérgicos da via mesolimbica
em camundongos DBA/2J.

A amperometria de potencial fixo € uma técnica de monitoramento in vivo e em
tempo real da liberacdo de DA que permite detectar variacdes de corrente de oxidacao
desse neurotransmissor na ordem de milissegundos. O procedimento amperométrico de
aplicacdo de um numero crescente de estimulos condicionantes (ECs — estimulos
elétricos de baixa frequéncia (15 Hz) aplicados 300ms antes de um estimulo de alta
frequéncia (50 Hz)) estd bem descrito na literatura para avaliacdo da influéncia dos
autoreceptores D2 na liberagdo de DA (Benoit-Marand et al., 2001; Benoit-Marand et
al., 2011, Fielding et al., 2013; Tye et al., 2013).

Os autoreceptores D2 tém uma fungédo importante no controle da concentracéo
da DA extra sinaptica por um mecanismo de retroalimentacdo negativa, em que a
prépria DA ativa esses receptores e, através de mecanismos intracelulares diversos
(inclusive reducao dos niveis de AMPc e de canais de célcio), reduzem a liberagédo de
DA na fenda sinaptica (Rankin et al., 2010; De Mei et al., 2009; Missale et al., 1998).

Os resultados apresentados no segundo artigo confirmaram essa bem
estabelecida inibicdo de liberacdo de DA causada pela ativacdo de autoreceptores D2
(Benoit-Marand et al., 2001). Isso foi demonstrado com o aumento de liberacdo de DA

pela administracéo sistémica das doses pré-sinaptica e pré- e pos-sinaptica de sulpiride
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antes e apos a aplicacédo dos ECs. Esse efeito ainda foi revertido pela co-administracao
intra-NAc de quimpirole em uma dose que nao afetou a liberacdo de DA per se.

O aumento da liberacdo de DA frente a administracdo de antipsicéticos também
foi demonstrado em outros estudos de amperometria (Dugast et al, 2007; Benoit-
Marand et al., 2011), microdialise (Usiello et al., 2000) e de voltametria ciclica (Akopian
e Walsh, 2007).

Uma hipotese atribui parte da disfuncdo dopaminérgica da esquizofrenia ao
aumento da capacidade de sintese e liberacdo de DA (Ginovart e Kapur, 2010). Logo,
outro mecanismo de regulacdo de liberacdo de DA que poderia ser implicado € o de
dessensibilizagcdo dos autoreceptores D2. Nesse caso, um aumento na liberacdo de DA
seria esperado apoés significativa ativacao desses receptores, bem como uma reducao
da liberacdo de DA com o blogueio dos mesmos.

A aplicagcédo de ECs crescentes produziu uma dessensibilizacado de curto-prazo
nos autoreceptores D2. Contudo, diferente do esperado, a infusdo intra-NAc de
quimpirole teve um efeito aditivo ao ECs na inibicdo de liberacdo de DA; e a
administracdo sistémica de sulpiride ndo afetou (dose preferencialmente pré-sinaptica)
ou aumentou a liberacao de DA (dose pré- e pds-sinaptica).

A dessensibilizagdo de curto-prazo observada nesse estudo pode ser
comparada ao fenbmeno de reversdo de inibicdo de DA (DIR, do inglés DA inhibition
reversal) estudado por Nimitvilai e Brodie (2010). DIR é observado pela reducéo da taxa
de disparo de neurbnios dopaminérgicos da ATV apdés aumento sustentado do tdnus
desses neurbnios (Nimitvilai e Brodie, 2010; Nimitvilai et al.,, 2012). Esses
pesquisadores mostraram, com registros eletrofisiol6gicos de neurdnios dopaminérgico
da ATV, que a aplicacdo aguda de uma baixa concentracdo (0,5 — 5,0 uM) de DA
reduziu a taxa de disparo dos neurbnios dopaminérgicos, mas que o aumento da
concentracédo (10 — 100 yM) da DA produziu uma gradativa recuperacédo da taxa de
disparo desses neurdnios. Assim como encontramos em nosso estudo, o aumento da
DA estriatal evocada pelos ECs promoveu a dessensibilizacdo de curto-prazo de
autoreceptores D2 evidenciada pela estabilizagcdo de liberagdo de DA em 5, 10 e 20

ECs. Os resultados de Nimitvilai e Brodie (2010) ainda mostraram que, diferente da DA,
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a incubacdo com quimpirole ndo produziu DIR. Aqui, a infusdo de quimpirole per se nao
afetou a dessensibilizacdo de autoreceptores D2. Portanto, nossos resultados, em
consonancia com os descritos acima, sugerem que a dessensibilizacdo de curto-prazo
de autoreceptores D2 ndo depende exclusivamente da ativacdo desses receptores.

Nimitvilai e Brodie (2010) mostraram ainda que a inibicdo da taxa de disparo
dos neurdnios dopaminérgicos da ATV induzida por quimpirole foi atenuada quando
esta droga é aplicada apos a inducdo de DIR por uma alta concentracdo de DA (10
MM). Essa atenuacao da inibicdo dos disparos neuronais por quimpirole foi bloqueada
pelo antagonista de receptores dopaminérgicos D1/D5 SCH39166. Isso sugere que a
dessensibilizacdo de curto-prazo observada em nossos estudos pode ser parcialmente
mediada pela ativacédo de receptores D1/D5.

Foi demonstrado que ocorre a formacdo de heterodimeros funcionais de
receptores D1/D2 que, apés ativacdo pelo ligante, estimulam uma via intracelular
regulada pela proteina Gag que culmina na liberagédo de calcio (Lee et al, 2004; Rashid
et al., 2007; Rankin et al., 2010). Considerando que a distribuicdo de receptores D5 no
estriado é quase inexistente (De Mei et al., 2009; Missale et al., 1998), os receptores D1
parecem ser o candidato provavel para mediar, juntamente com os receptores D2, 0s
efeitos de dessensibilizagéo de curto-prazo.

A dessensibilizacdo de curto-prazo de autoreceptores D2 produzida por DA
também pode ter sido causada pela atuacdo de endocanabindides (anandamida e 2-
AG) sintetizados a partir da ativacdo de receptores D2 pdés-sinapticos pela DA. A
sintese de endocanabindides é estimulada pela ativacdo sinérgica de receptores D2
pés-sinapticos, receptores glutamatérgicos mGIuR1/5 e aumento intracelular de célcio.
Os endocanabindides ativam receptores CB1 presentes em neurdnios pré-sinapticos o
que resulta numa reducéo dos niveis intracelulares de AMPc levando, por sua vez, a
reducdo da probabilidade de liberacdo de glutamato e GABA (Zhang e Sulzer, 2012;
Calabresi et al., 2014). Apesar de evidéncias diretas da presenca de receptores CB1
nos terminais dopaminérgicos serem escassas, foi demonstrado recentemente que a

inibicdo de liberagdo de DA por autoreceptores D2 é atenuada pela ativacdo de
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receptores CB1 (O’Neill et al, 2009) o que indica a existéncia de um mecanismo indireto
de controle de liberacdo de DA (Zhang e Sulzer, 2012).

Segundo Seeman (2013), o quadro de psicose de pacientes esquizofrénicos
seria decorrente de uma elevacdo da conversdo de receptores dopaminérgicos D2 de
um estado de repouso de baixa afinidade por DA (D2 Low) para um estado funcional de
alta afinidade por DA (D2 High). O retorno de D2 High para D2 Low é controlado por
mecanismos proteicos e enzimaticos que promovem a dessensibilizacdo de D2 High e
que estdo reduzidos em pacientes esquizofrénicos (Seeman, 2013). Dessa forma,
ainda € possivel que o aumento da liberagdo de DA evocada pelos ECs tenha
promovido a conversdo de D2 High para D2 Low, resultando na dessensilbilizacdo de
curto-prazo demonstrada. Uma evidéncia importante que apoia essa afirmacéo foi
apresentada por Wu e colaboradores (2007) num estudo em que mostraram que a
interconversdo de D2 High para D2 Low pode acontecer apos alguns segundos, ou até
menos, de estimulagcdo dos mesmos.

A dessensibilizacdo de curto-prazo de autoreceptores D2 produzida por DA,
mas ndo por quimpirole, pode ainda ter sido parcialmente mediada por receptores D3.
Quimpirole € um agonista de receptores D2, com afinidade parcial para receptores D3,
enquanto a DA tem afinidade equivalente para ambos os subtipos de receptores. Além
disso, foi verificado que a dessensibilizacdo mediada pela ativacdo de receptores D3
tem inicio rapido, acontecendo em até 2 minutos apos tratamento com agonista (Zheng
et al., 2011). Outro aspecto importante é que os receptores D3 também podem ser
distribuidos nos terminais pré-sinapticos de neurénios dopaminérgicos (Gainetdinov et
al., 1994; Sokoloff et al., 1990; Joseph et al., 2002), especialmente no NAc onde
ocorrem em maior concentragcdo do que no estriado dorsal (McNamara et al. 2006;
Wang et al. 2000;Gurevich e Joyce, 1999; Tremblay et al. 1999; Booze e Wallace,
1995).

A participacdo de receptores D3 nos mecanismos fisiopatologicos da
esquizofrenia vem ganhando maior atengao, visto que o bloqueio de receptores D3 se
mostrou eficaz em aliviar os sintomas psicéticos de pacientes esquizofrénicos sem

causar efeitos extrapiramidais significativos (Freeman, 1997; Nuss et al.,, 2007). A
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melhor compreensdo dos mecanismos que controlam a dessensibilizacdo de
autoreceptores D2 pode contribuir para o desenvolvimento de farmacos antipsicéticos

mais seletivos e efetivos.
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7 CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados no primeiro artigo desta tese, € possivel
concluir que o DLS é uma regido critica para a promoc¢do dos efeitos amnésicos
causados pelo antagonista de receptores D2 — sulpiride — no aprendizado e memoria de
CAR. Enquanto o bloqueio de receptores D2 pré-sinapticos ndo é suficiente, o bloqueio
de receptores D2 p0Os-sindpticos é necessario para produzir tais efeitos.

Considerando os dados do segundo artigo conclui-se que a dessensibilizagéo
de curto-prazo de autoreceptores D2 no NAc de camundongos DBA/2J ndo depende
exclusivamente da ativacdo desses receptores, e por isso, ndo € afetada pelo
tratamento com sulpiride.

Esses resultados auxiliam no entendimento de como os antipsicoticos atuam
nos receptores D2 pré- e pds-sinapticos do estriado para a producdo dos seus efeitos
terapéuticos e adversos, contribuindo para o estudo de melhores opcoes
farmacoldgicas para o tratamento da esquizofrenia. Nesse sentido, o desenvolvimento
de uma droga com maior especificidade para receptores D2 pds-sinapticos produziria
um agravamento no quadro cognitivo dos pacientes esquizofrénicos. Contudo, uma
droga com maior especificidade para receptores D2 pré-sindpticos seria uma boa
alternativa, pois além de inibir liberacdo de DA mesolimbica néo afetaria os sintomas

cognitivos dos pacientes.
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