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“O homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas do encéfalo, vem a alegria, o
prazer, o riso e a diversdo, o pesar, o ressentimento, o deséanimo e a lamentacéo. E por
isto, de uma maneira especial, adquirimos conhecimento, e enxergamos € ouvimos e
sabemos 0 que é justo e injusto, o que é bom e 0 que é ruim, o que é doce e 0 que é
amargo... E pelo mesmo 6rgéo tornamo-nos loucos e delirantes, e medos e terrores nos
assombram... Todas essas coisas suportamos do encéfalo quando ndo estd sadio...
Neste sentido sou da opinido de que o encéfalo exerce o maior poder sobre o homem™.

-Hipdcrates, Acerca das doengas sagradas (séc. 1X a.C.)
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Apresentacao

Esta tese apresenta os resultados sob forma de artigo (anexo 1). Os itens Material
e Métodos, Resultados, Discusséo e Referéncias encontram-se no artigo e representam a
integra deste trabalho.

Na tese, o item 5, Discussdo, apresenta comentarios gerais a respeito dos
resultados obtidos no artigo. No item 6, Concluséo, sdo apresentadas as conclusées
gerais da tese. As Referéncias Bibliograficas, item 7, referem-se as citacbes que

aparecem na Introducéo e na Discussdo da tese.
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Resumo

O nucleo tegmentar pedunculopontino (PPTQ) projeta-se para os nucleos da base,
incluindo a parte compacta da substancia negra (SNc), cuja perda neuronial ocorre na
doenca de Parkinson (DP). Perda parcial e anormalidades funcionais dos neurdnios do
PPTg também estdo associadas com essa doencga. Pacientes com DP apresentam
prejuizos cognitivos além dos disturbios motores. Nossa hipotese é de que a interagéo
entre 0 PPTg e a SNc deve ter um papel importante nos prejuizos cognitivos e, entao,
investigamos o quanto perturbacdes nas conexdes entre 0 PPTg e a SNc prejudicam a
aprendizagem em um teste de resposta condicionada de esquiva em ratos machos
Wistar. Os seguintes grupos foram testados: PPTg-unilateral, SNc-unilateral, PPTg-SNc
ipsilateral (lesdes ipsilaterais no PPTg e na SNc), PPTg-SNc contralateral (lesbes
contralaterais no PPTg e na SNc) e lesdes sham (de cada tipo). As lesbes na SNc foram
feitas com MPTP e as no PPTg com &cido iboténico. Apos a recuperacao, todos 0s ratos
foram submetidos a sessdes de 50-tentativas no condicionamento de esquiva ativa de 2-
vias durante trés dias consecutivos. Ratos com lesdo unilateral no PPTg ou SNc
aprenderam essa tarefa entretanto, ratos com lesdo unilateral combinada (mas néo
ipsilateral) em ambas estruturas ndo apresentaram sinal de aprendizagem. Esse efeito
nédo foi devido a prejuizos sensdério-motores porque as lesdes nao afetaram o tempo de
reacdo ao som ou ao choque, nem a atividade locomotora dos animais nos intervalos
interprovas durante o condicionamento. Entretanto, um numero aumentado de ndo-
respostas foi observado em ratos com lesdes combinadas contralaterais em ambas as
estruturas. Esses resultados suportam a hipdtese de que uma interacdo funcional entre o
PPTg e a SNc é necesséaria para a aprendizagem e o desempenho de respostas

condicionadas de esquiva.



Abstract

The pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) targets nuclei in the basal
ganglia, including the substantia nigra pars compacta (SNc), in which neuronal loss
occurs in Parkinson’s disease (PD). Partial loss and functional abnormalities of neurons
in the PPTg are also associated with this disease. PD patients show cognitive
impairments as well as motor disturbances. We hypothesized that the interaction of
PPTg and SNc might be important for cognitive impairments and so investigated
whether disrupting the connections between the PPTg and SNc impaired learning of a
conditioned avoidance response (CAR) by male Wistar rats. The following groups were
tested: PPTg-unilateral; SNc-unilateral; PPTg-SNc ipsilateral (ipsilateral lesions in
PPTg and SNc); PPTg-SNc contralateral (contralateral lesions in PPTg and SNc); sham
lesions (of each type). SNc lesions were made with MPTP and PPTg lesions with
ibotenic acid. After recovery, all rats underwent 50-trial sessions of 2-way active
avoidance conditioning for three consecutive days. Rats with unilateral lesions in PPTg
or SNc learnt this however, rats with unilateral combined contralateral lesions (but not
ipsilateral) in both structures presented no sign of learning. This effect was not likely to
be due to sensorimotor impairment because lesions did not affect reaction time to the
tone or footshock, neither locomotor activity in the inter-trial crossings during
conditioning. However, an increased number of non-responses were observed in the rats
with combined contralateral lesions. These results support the hypothesis that a
functional interaction between PPTg and SNc is needed for conditioned avoidances

responses learning and performance.



1. Introducéo

1.1. Doenca de Parkinson

Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa progressiva
caracterizada principalmente por sinais motores como tremor em repouso, por exemplo,
das maos e da mandibula, sendo esse o sinal mais evidente da doenca (Yanagisawa,
2006); bradicinesia, que consiste na lentiddo dos movimentos voluntarios e ¢é
responsavel pelo inicio da incapacidade do paciente; e rigidez muscular, que pode ser
definida como um aumento da resisténcia da articulacdo na execucdo de tais
movimentos (Dauer & Przedborski, 2003). Esses sintomas sdo causados por uma
deficiéncia de dopamina, devido a perda seletiva dos neurénios dopaminérgicos da parte
compacta da substancia negra (SNc). Além disso, a perda de neurdnios colinérgicos do
nicleo tegmentar pedunculopontino (PPTg) também é relatada em pacientes com DP
(Hirsch et al., 1987; Jellinger, 1988). Apesar das intensas pesquisas, a etiologia da DP
ainda € desconhecida, mas postula-se que diversos fatores estejam relacionados a sua
génese, incluindo alteragbes genéticas, fatores ambientais, excitotoxicidade,
neuroinflamacao e estresse oxidativo (Przedborski & Ischiropoulos, 2005).

Apesar de ser classicamente considerada uma doenca do sistema motor, 0s
pacientes com DP também apresentam outros sintomas como perda de olfato, distarbios
do sono, depressdo, e declinio cognitivo, que aparecem nos estagios iniciais, antes
mesmo do aparecimento dos sintomas motores da doenga (Dubois & Pillon, 1997;
Carbon & Marie, 2003; Fahn & Sulzer, 2004; Yanagisawa, 2006; Hawkes et al., 2010).
Esses sintomas ndo-motores podem ter uma influéncia maior que os sintomas motores
na qualidade de vida do paciente, por representarem um fator que desencadeia a

necessidade de cuidados especiais (Da Cunha, 2006).
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1.2. Modelos Animais da Doenca de Parkinson

As desordens neurolégicas em humanos podem ser reproduzidas em modelos
animais através de procedimentos que mimetizam seus eventos patoldgicos e
comportamentais. Além de fornecer uma ferramenta indispensavel para a pesquisa
bésica, esses modelos permitem investigar estratégias terapéuticas como condigdes
prévias para o teste de novas drogas em paciente.

A administracdo local de agentes neurotoxicos na SNc [6-hidroxidopamina (6-
OHDA), metanfetamina, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e rotenona],
e no PPTg [&cido iboténico e o é&cido kainico] resultam na degeneracdo dessas
estruturas, podendo induzir aspectos especificos da DP (Gerlach & Riederer, 1996;
Betarbet et al., 2002; Kahle et al., 2002; Halbach et al., 2004).

O MPTP foi descoberto em 1982, quando um grupo de usuarios de drogas de
abuso, na California, apresentou parkinsonismo severo. A investigacdo revelou que a
sindrome foi causada pela administracdo de um analogo sintético da heroina que tinha
sido contaminado por um subproduto, 0 MPTP (Beal, 2001). Posteriormente, modelos
animais utilizando macacos, ratos (principalmente) e camundongos com lesédo na SNc,
pela toxina MPTP, foram propostos para o estudo das alteragfes cognitivas da DP
(Jenner, 2003).

O MPTP pode ser administrado em camundongos por vias sistémica (Potashkin et
al., 2007) ou intranasal (Rojo et al., 2006). Em ratos, faz-se necessaria a administracéo
intranigral devido a sua menor sensibilidade ao composto, sendo, portanto, a
administracao sisttmica pouco efetiva (Sonsalla et al., 1992; Storey et al., 1992; Staal &
Sonsalla, 2000). A administracdo de MPTP na SNc de ratos induz uma leséo parcial e
especifica da via nigro-estriatal, sem que 0s demais neurdnios dopaminérgicos sejam
afetados. Dessa forma, hd uma diminuicdo da dopamina estriatal causando prejuizos
cognitivos sem alteracfes motoras graves, o que representa um modelo da fase inicial da
DP (Da Cunha et al., 2001; Da Cunha et al., 2002).

Como na DP ocorre também uma lesdo parcial do PPTg, no presente estudo,
reproduzimos esse quadro com lesBes induzidas por 4&cido iboténico. Injecdes
intracerebrais de aminoacidos excitatorios sdo bem conhecidas por causarem marcada
perda neuronial na area injetada, sem lesdo nos axonios de passagem e nos terminais
nervosos de origem extrinseca (Coyle & Schwarcz, 1983 apud Fujimoto et al., 1992). O

acido iboténico causa lesbes esfericamente demarcadas e de facil delineamento, sem
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causar alteracbes comportamentais como agressividade e hiperlocomocdo observadas

com a administracao de acido kainico (Fujimoto et al., 1992).

1.3. Neuroanatomia dos nucleos da base

Os nucleos da base podem ser considerados como um sistema de selecdo de acOes
apropriadas a demandas ambientais (Redgrave et al., 2008). Eles sdo compostos por um
conjunto de estruturas subcorticais que se localizam na base do cérebro e tronco
encefalico e possuem conexdes distintas com o cértex, com o tdlamo e outros nucleos
do tronco encefalico (Knowlton, 2002). Fazem parte dos nucleos da base: o estriado,
que nos primatas € formado pelo niucleo caudado e o putamen (em roedores esse
conjunto forma o estriado dorsal ou neoestriado), o ndcleo accumbens (core e shell) e 0
tubérculo olfatério (em conjunto, formam o estriado ventral nos roedores); o globo
palido externo e interno (nos roedores, o palido interno corresponde ao nucleo
entopeduncular), a substancia negra compacta e reticulada e o ndcleo subtalamico
(Parent & Hazrati, 1995b) (Figura 1).

O PPTg esta intrinsecamente relacionado a varias estruturas dos ndcleos da base
atraves de um padrdo amplo de interconectividade e fungdes comuns, sendo atualmente
aceito como um de seus componentes (Garcia-Rill, 1991; Pahapill & Lozano, 2000;
Mena-Segovia et al., 2004 a; Alderson & Winn, 2005). Essas interacGes permitem ao
PPTg modular a atividade dos nucleos da base de tal forma que perturbacBes no
funcionamento de uma das estruturas tem consequéncias para a outra e vice-versa. 1sso
pode ser observado nas fisiopatologias causadas por disturbios neurodegenerativos ou
em modelos animais que afetam os ndcleos da base, como a DP (Orieux et al., 2000;
Breit et al., 2001), a paralisia supranuclear progressiva (Kasashima & Oda, 2003;
Warren et al., 2008) e a doenca de Huntington (Uc et al., 2003; Mena-Segovia et al.,
2004 b).
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Figura 1. Neuroanatomia dos nucleos da base. Representacdo esquematica (A) tridimensional em

humanos e (B) em ratos, modificado de Redgrave et al., 2008.

1.4. Os nucleos da base como um sistema de escolha de agdes

Os nucleos da base recebem informacdes a respeito de demandas ambientais e de
acOes que ja estdo sendo executadas pelo cortex motor e por ndcleos subcorticais
através do estriado, sua principal estrutura de entrada de informacdes (Parent & Hazrati,
1995a; Nicola, 2007).

As possiveis acOes a serem ordenadas por regides motoras do cortex frontal
(ativado por nucleos talamicos) ou por nucleos do tronco encefalico autondmicos e
motores estdo sob a inibi¢do tonica das estruturas de saida dos nicleos da base, a parte
reticulada da substancia negra (SNr) e o globo péalido interno (GPi). Neurénios

inibitérios que se projetam do estriado para esses nlcleos de saida podem liberar uma
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acdo especifica ao remover a inibigdo tdnica imposta pela SNr/Gpi aos neur6nios
talamo-corticais. Esses neurdnios estriatais compdem a via direta (Alexander et al.,
1986).

Uma vez iniciada a acdo, pela via direta, ela deve ser finalizada. Isso ocorre
através da reativacdo dos neurdnios da SNr e do GPi pela via indireta. Por meio dessa
via, 0 estriado inibe a parte externa do globo palido (GPe) que, por sua vez, remove a
acdo inibitoria sobre a SNr/GPi, restaurando a inibi¢cdo imposta por esses nucleos sobre
as regibes motoras do talamo (Albin et al., 1989; Parent & Hazrati, 1995b; a).

Para que uma acdo especifica, selecionada pelos nlcleos da base, seja ativada, ha
necessidade da inibicdo de outras a¢cdes concorrentes, aquelas que ndo fazem parte do
objetivo do coértex naquele momento. Essas acOes indesejadas sdo contidas pelos
neurdnios da via hiperdireta, uma via de excitacdo breve que ndo envolve o estriado,
mas uma ativacdo do nucleo subtalamico (STN) diretamente pelo cortex. Como
resultado ha uma inibicdo das agdes indesejadas do repertério do sujeito. Isso permite
que a acdo apropriada para o objetivo estabelecido pelo cortex seja liberada atraves da
ativacdo da via direta (Nambu, 2002). Portanto, o bom funcionamento dos ndcleos da

base resulta de um delicado equilibrio entre essas vias (Figura 2).
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ORTEX CEREBR

ESTRIADO

TALAMO

SNr e GPi

Figura 2. Diagrama das principais conexfes dos nicleos da base indicando as vias direta, indireta e
hiperdireta. As setas vermelhas indicam projecoes GABAérgicas; setas verdes projecdes glutamatérgicas ,
seta azul projecdes dopaminérgicas, setas roxas proje¢des do PPTg (colinérgicas e ndo-colinérgicas);
VTA, érea tegmentar ventral; GPe, globo pélido externo; GPi, Globo palido interno; STN, nucleo
subtalamico; PPTg, nucleos tegmental pedunculopontino; SNc, substancia negra pars copacta; SNr,

Substéancia negra pars reticulata. Adaptado de Blandini et al. 2000 e Mena-Segorvia et al. 2004.

1.5. Modulagdo Dopaminérgica dos Nucleos da Base

A escolha de uma resposta comportamental adequada depende da modulagdo das
vias direta e indireta por niveis tonicos de dopamina (Gulley & Rebec, 1999).

O processo de escolher acGes em resposta a estimulos ambientais que sinalizam uma
consequéncia pode ser aprendido. Recentemente foi proposto um mecanismo na
tentativa de melhor entender o funcionamento dos nucleos da base. Trata-se do modelo
do mosaico de espelhos quebrados, o qual propde a existéncia de unidades funcionais
redundantes no estriado. Essas unidades representam (i) partes do corpo do sujeito, (ii)
objetos com os quais ele pode interagir, e (iii) locais para onde ele pode se mover. Ha
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evidéncias de que, quando um sujeito encontra-se frente a um estimulo biologicamente
saliente (por exemplo, um objeto ou ambiente que sinalize uma recompensa iminente ou
uma situacdo aversiva), os neurdénios do mesencefalo respondem com uma liberacéo
fasica de dopamina no estriado. Consequentemente, hd um reforgo nas sinapses cortico-
estriatais das unidades que representam, a0 mesmo tempo, a parte do corpo (que vai
realizar a acdo) e o objeto ou o estimulo para o qual a acdo é direcionada (Da Cunha et
al., 2009b). Portanto, a liberacéo fasica de dopamina pode ser considerada um sinal de
que a associacgao entre as unidades funcionais do estriado, que codificam a a¢cdo de uma
parte do corpo em dire¢do a um estimulo ambiental, deve ser reforcada (Matsumoto &
Hikosaka, 2009a). O reforco dessa agdo (que resultou em uma recompensa) aumenta a
probabilidade de que ela seja desencadeada pelo mesmo estimulo.

A liberacdo fésica de dopamina é feita pela parte compacta da substancia negra,
uma regido que concentra corpos de neurdnios dopaminérgicos amplamente dispersos
por toda a regido e adjacéncias (Fallon, 1985) e com projecOes expressivas para 0 Corpo
estriado (Packard & Knowlton, 2002). A SNc desempenha um papel modulatorio sobre
0s comportamentos motores (Da Cunha et al., 2009a). Assim, 0s neurbnios
dopaminérgicos influenciam a forma como o0s nucleos da base escolhem e
desencadeiam o inicio e o término das acdes motoras voluntarias, bem como o
aprendizado sobre quais sdo as acdes que resultam em recompensa, formando as
chamadas memorias de procedimento (Da Cunha et al., 2009b).

A dopamina é responsavel por diminuir a agdo inibitdria dos ndcleos da base sobre
0s nucleos motores do talamo. Assim, ela facilita a ativagdo de a¢Ges motoras pelos
neurdnios talamico-corticais. Em estados patofisiologicos, como na DP, onde ocorre
perda de neurénios da SNc, hd uma diminui¢do de dopamina, levando a um aumento na
atividade da via indireta e a uma reducéo na via direta. Esses efeitos somados geram um
aumento na meédia dos disparos dos neuronios do GPi e da SNr, que suprimem a
atividade de neurdnios do tadlamo e, consequentemente, o cOrtex motor deixa de ser
ativado, gerando a acinesia (falha na escolha de agGes motoras) observada na DP
(Nambu, 2002).

Além da SNc, o PPTg também exerce uma forte modulacéo sobre os nucleos da
base. Com base em sua densidade celular, o PPTg divide-se em: PPTg pars compacta
(PPTgc), e PPTg pars dissipatus (PPTgd). O PPTgc é composto, principalmente, por
neurdnios colinérgicos (designados Ch5, por Mesulam) que podem conter outros

neurotransmissores além da acetilcolina, tais como a substancia P, o glutamato e o
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oxido nitrico (Vincent & Kimura, 1992; Lavoie & Parent, 1994a; 1994b; Bevan &
Bolam, 1995). O PPTgd contém neurbnios ndo-colinérgicos que possuem como
principal neurotransmissor o acido y-aminobutirico (GABA) (Spann & Grofova, 1992;
Ford et al., 1995; Honda & Semba, 1995; Takakusaki et al., 1996). Localizado na ponte,
caudal a substancia negra e adjacente ao pedinculo cerebelar superior (Carlson et al.,
1999), o PPTg possui extensivas conexdes ascendentes e descendentes com estruturas
dos nucleos da base e outros ndcleos do tronco encefalico e do cérebro, além de
neurodnios individuais que sdo conhecidos por possuirem ambas conexdes (Semba et al.,
1988) (Fig. 2).

O PPTg pode regular a atividade dos nucleos da base por varios mecanismos: (i)
atuacao direta sobre os nucleos de saida (SNr e GPi), influenciando a informacéo antes
de ela atingir seu alvo final, (ii) atuacdo direta sobre o STN, juntamente com projecdes
provenientes do cértex e do GPe, afetando a atividade da via hiperdireta (Bevan &
Bolam, 1995), e (iii) atuacdo sobre a SNc e VTA, alterando a liberacdo de dopamina no
estriado, podendo afetar toda a atividade dos nucleos da base (Mena-Segovia et al.,
2008).

Ambas estruturas respondem a estimulos salientes e estdo envolvidas com o
processamento de informagdes sensoriais polimodais (e.g., um neurénio responde ao
mesmo tempo a estimulos visuais e auditivos), além de receberem informacdes
provenientes do sistema limbico (e.g. amigdala) sobre o valor heddnico dos estimulos
(apetitivos ou aversivos). Como a SNc e a VTA recebem aferéncias do PPTg, ha
evidéncias de que ele contribua para a resposta fasica da dopamina a esses estimulos, 0
que poderia explicar a contribuicdo do PPTg no aprendizado de agdes motoras que

resultam em recompensa (Mena-Segovia et al., 2008).

1.6. Os nucleos da base formam um entre varios Sistemas de Memodria

Durante muito tempo debateu-se, intensamente, a possibilidade de a memdria ser
uma funcdo unitaria ou decomposta em diferentes sistemas. A partir de estudos de
quadros degenerativos cerebrais graves, em que ha grande comprometimento da
memoria declarativa (como na doenca de Alzheimer), observou-se que outros tipos de

memoria ainda sdo conservados (lzquierdo, 2002). Portanto, a idéia de que podem
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existir varias formas ou tipos de memoria foi estabelecida (Eichenbaum, 2001; Poldrack
& Packard, 2003; Squire, 2004; Squire et al., 2004; Voermans et al., 2004).

Varias propostas existem para classificar a memoria e estdo baseadas em sistemas
que dependem ou independem de estruturas encefélicas determinadas. Dentro das
consideradas memorias de longa duracdo encontram-se dois grandes grupos (Figura 3)
(i) memdrias declarativas ou explicitas, que podem ser relatadas e evocadas de forma
consciente, como fatos, eventos e conceitos; e (ii) memorias ndo-declarativas ou
implicitas, aquelas que podem ser evocadas de forma automatica ou inconsciente, sendo
muitas vezes expressas como um procedimento motor desempenhado para atingir um
objetivo ou por habito, as habilidades percepto-motoras e cognitivas. Em todos esses
casos elas podem ser demonstradas apenas através de seu desempenho, e ndo por um
relato verbal (Cohen et al., 1984; Salmon & Butters, 1995; lzquierdo, 2002; Squire,
2004). Outra forma de diferenciar as memorias declarativas das ndo-declarativas é
considerar as primeiras como 0 “saber que” e as Ultimas como “saber como” (fazer
algo).

As memorias declarativas foram mais bem estudadas e caracterizadas nos
altimos anos, principalmente a partir dos trabalhos da psicéloga Brenda Milner com o
paciente H.M. (Squire, 2004). Como forma de tratamento as crises epilépticas graves,
esse paciente sofreu uma resseccdo bilateral do lobo temporal medial. Apos quatro anos
de estudos, Scoville e Milner (1957) descreveram o prejuizo de memaria observado em
H.M. e ressaltaram a importancia do hipocampo nesses processos. A partir de entdo, o
hipocampo e suas conexdes foi considerado como substrato neuronial das memorias

declarativas (Squire, 1992).
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Memodria de Longa Duragédo

Declarativa Néo-Declarativa
- Ag Procedural Primin Condicionamentd| = Aprendizado
Episodica Semantica g Classico ndo-Associativo
Lobo Tempora Estriado Neocértex Amigdala / Vias Reflexas
Medial Cerebelo

Figura 3. Esquema da classificacdo da memoria de longa duragdo e as estruturas cerebrais importantes
para cada tipo de meméria (modificado de Squire, 2004).

Por outro lado, as memorias ndo-declarativas, ndo foram tdo amplamente
estudadas. Esse tipo de memdria divide-se em diversas categorias, envolvendo as
habilidades e memorias de procedimento tais como as acgdes aprendidas por
condicionamento instrumental (voltadas para um objetivo e o0s habitos estimulo-
resposta) e as associagdes aprendidas por condicionamento pavloviano. Todos esses
tipos de memdéria sdo mediados por estruturas cerebrais distintas (Squire, 1992; 1993).
Muitos habitos sdo adquiridos no inicio da vida, sem esforco Obvio e sem que seja
observado o0 momento em que tenham ocorrido (Squire & Kandel, 2003). O
aprendizado de habito é descrito como um comportamento adquirido paulatinamente,
quando um estimulo é associado de forma repetida a uma resposta seguida de um
reforco. Acredita-se que esse aprendizado aconteca de forma inconsciente (dai a
denominacdo de memoria implicita), porém, os estudos mais recentes demonstram que
ele é adquirido como um comportamento que tem por objetivo obter uma recompensa.
Essa recompensa reforca a associagdo entre o estimulo que precedeu a acdo (e que
sinalizava a possibilidade de se obter a recompensa) e a resposta ou a¢do propriamente
dita, de forma que ela pode se tornar automatica (inconsciente). A partir desse
momento, essa acdo passa a ser um habito estimulo-resposta, ou seja, uma resposta

desencadeada pelo estimulo de forma automética, sem que 0 sujeito esteja
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necessariamente objetivando obter a recompensa. Esse aprendizado é modulado
principalmente pelas vias dopaminérgicas meso-estriatais. Acredita-se que 0s tracos
biologicos da memoria de habito sejam armazenados no estriado (principalmente no
putamen em primatas e no estriado dorso-lateral nos roedores), de forma independente
do lobo temporal medial que é mais importante na formacdo de memorias episodicas
(Hood et al., 1999).

1.7. Envolvimento da SNc e do PPTg na aprendizagem e memoria

Nos ratos, a lesdo ou manipulacdo da SNc prejudica o aprendizado de varias
tarefas de memoria de procedimento, tais como o labirinto aquéatico de Morris (Miyoshi
et al., 2002; Da Cunha et al., 2003; Ferro et al., 2005; Da Cunha et al., 2007), a esquiva
ativa de 2-vias (Da Cunha et al., 2001; Gevaerd et al., 2001a; Gevaerd et al., 2001b), e a
esquiva inibitoria (Del Guante et al., 2004). Prejuizos nesse tipo de aprendizado, bem
como na formacéo de habitos estimulo-resposta, tém sido observados em pacientes com
DP e em modelos animais dessa doenca em camundongos, ratos e macacos (Kimura,
1995; Salmon & Butters, 1995; Knowlton et al., 1996a; Roncacci et al., 1996; Grahn et
al., 2009b).

Da mesma forma, ratos com lesdes especificas no PPTg apresentam déficits para
responder a estimulos incondicionados e condicionados em tarefas de aprendizagem
estimulo-resposta(acéo)-consequéncia (Inglis et al., 1994; Inglis et al., 2000; Alderson
et al., 2002; Wilson et al., 2009) como no labirinto radial de 8 bragos com dica visual
(Keating & Winn, 2002; Taylor et al., 2004), e s&o mais resistentes a desenvolver o
comportamento de auto-administracéo de drogas de abuso (Olmstead & Franklin, 1994;
Olmstead et al., 1998; Corrigall et al., 2001; Corrigall et al., 2002; Alderson et al.,
2004) e de auto-estimulacdo intracraniana de corrente elétrica em areas ligadas a reforco
(e.g. VTA) (Yeomans et al., 1993; Lepore & Franklin, 1996). Estes animais podem
aprender uma tarefa operante condicionada quando o grau de dificuldade é pequeno,
como nos casos em que foram pré-treinados antes da lesdo (Alderson et al., 2004; Winn,
2006). Déficits em testes de atencdo tém sido observados, contudo, Winn e

colaboradores afirmam que os baixos escores podem ser mais bem explicados como
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uma dificuldade em organizar uma resposta (Winn, 2006; Rostron et al., 2008; Wilson
et al., 2009).

A funcéo precisa do PPTg e da SNc na formagdo de memorias de procedimento
ndo esta completamente elucidada, mas ha evidéncias de que essas estruturas informam
aos nucleos da base que ha algo novo e relevante para ser aprendido a respeito da
melhor acéo para responder a um estimulo ambiental que sinaliza uma consequéncia
reforcadora ou aversiva. O componente colinérgico do PPTg ativa 0s neurénos
dopaminérgicos da SNc e VTA que, por sua vez, fornecem a sinalizacdo sobre a
presenca de um estimulo saliente para os nucleos da base (Mena-Segovia et al., 2008;
Wilson et al., 2009).

Os neurbnios dopaminérgicos da SNc atuam, ndo apenas na formacdo de
memorias de procedimento mediada por recompensa (e.g. reforco apetitivo), mas
também naquelas onde o animal aprende a emitir uma resposta comportamental que
resulte em evitar uma punicdo (e.g. por um estimulo aversivo). Esse tipo de
comportamento € denominado resposta de esquiva. O comportamento de resposta
condicionada de esquiva (conditioned avoidance response — CAR) esta entre 0s mais
estudados, como no modelo animal conhecido como esquiva ativa de 2-vias (Bolles,
1970). Nesta tarefa os ratos aprendem evitar um choque nas patas (estimulo
incondicionado - El) cruzando para o lado oposto de uma caixa com duas cadmaras em
resposta a um estimulo sonoro ou luminoso (estimulo condicionado - EC). O
aprendizado deste teste envolve tanto o condicionamento classico (pavloviano) como o
instrumental (Bolles, 1970).

O condicionamento classico é um tipo de aprendizado no qual um organismo
(rato) aprende a prever a iminéncia de um evento apetitivo ou aversivo por um sinal que
0 antecede. Tais eventos eliciam uma resposta inata (sem necessidade de aprendizagem)
e sdo chamados de estimulos incondicionados (EI). O sinal ou dica da iminéncia do El €
chamado de estimulo condicionado, pois inicialmente o animal ndo sabe da relacédo
desse estimulo com a iminéncia do El. Ele aprende a fazer essa associacao (EC-EI) pelo
condicionamento classico. Apds o condicionamento classico, onde o EC é pareado com
o El, o animal passa a responder ao EC da mesma forma como respondia ao EI. Uma
caracteristica importante do condicionamento classico é que ele ndo envolve o
aprendizado de nenhuma resposta - 0 animal ja sabia emitir a resposta ao estimulo
incondicionado de forma inata. O que ele aprende é que apds o EC, ele sera exposto ao

El (apetitivo ou aversivo) e que ndo ha nada a fazer. Ou seja, nenhuma resposta é
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aprendida. O que é aprendido é uma associacao entre estimulos. Esse é um processo de
aprendizagem relativamente automatico de respostas emocionais frente a estimulos.

Ja no condicionamento instrumental, ou aprendizagem estimulo-resposta, o animal
aprende que pode obter o El (recompensa ou puni¢do) dependendo da sua resposta
comportamental ao EC. Trata-se de uma aprendizagem ou condicionamento da
associagdo entre um estimulo (EC), uma resposta motora e uma consquéncia (El). Ha
algumas décadas questiona-se se 0 animal estaria aprendendo a relacé@o entre a resposta
e a consequéncia ou se simplesmente aprenderia a responder ao EC de forma
automatica, sem ter a intengcdo de receber a recompensa ou evitar a puni¢do. Estudos
mais recentes mostram que os dois tipos de aprendizagem acontecem. Inicialmente o
animal aprende a associar a resposta a consequéncia: aprende a responder ao EC para
receber a recompensa/evitar a puni¢do. Porém, com o tempo, ele passa a responder de
forma automatica (por habito) ao EC, sem cogitar da consequéncia que costuma resultar
desse comportamento. E o que se chama de habito estimulo-resposta (Eichenbaum,
2008).

Na esquiva ativa de 2-vias, 0 rato aprende que um comportamento determinado
(como cruzar para o lado oposto da caixa), tem como consequéncia evitar uma punigao
(choque nas patas). Ele também aprende que essa consequéncia s6 acontece durante a
apresentacdo de um estimulo que funciona como uma dica da iminéncia do evento
aversivo. No caso, ele aprende que depois do EC (campainha ou luz) sucede um El
(chogue) que pode ser evitado pela resposta instrumental de cruzar para o outro lado da
caixa. Portanto, o condicionamento instrumental € um processo através do qual o animal
aprende a dar respostas de forma a obter um beneficio ou a evitar algo desagradavel.
Estudos tém demonstrado que ratos com lesdo no estriado tendem a apresentar prejuizo
na aquisicdo de associagOes entre estimulos e respostas motoras (Packard & White,
1990; Packard & McGaugh, 1992; McDonald & White, 1994; Racht-Delatour & El
Massioui, 1999; Colombo, 1989).

No presente estudo, testaremos o quanto uma interagao funcional entre o PPTg e a
SNc é necesséario para a aprendizagem da esquiva ativa de 2-vias. Para isso faremos uso
da técnica de desconexdo funcional com lesdes unilaterais simultaneas nessas estruturas.
Este método baseia-se na premissa de que se duas estruturas estiverem conectadas em
série, suas funcgdes podem ser prejudicadas por hemi-inativacdo, de ambas as estruturas,

nos hemisférios cerebrais opostos (Parkinson et al., 2000).
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2. Hipotese e Predigoes

A aprendizagem de uma resposta condicionada de esquiva (CAR) depende de uma
interacdo funcional entre o PPTg e a SNc.

Se esta hipotese for verdadeira, esperamos que lesdes combinadas no PPTg e na
SNc de ratos prejudiqguem a aprendizagem de uma CAR, como na tarefa da esquiva
ativa de 2-vias. Além disso, ratos com lesdo unilateral em apenas uma dessas estruturas

nédo deverdo apresentar prejuizos tdo severos quanto os com lesdes combinadas.

3. Objetivos

Dentro do contexto apresentado, o objetivo deste trabalho foi testar a hipotese
acima investigando o envolvimento do PPTg e da SNc, bem como de suas conexdes nos
processos de aprendizagem de resposta de esquiva condicionada - CAR.

Mais especificamente, buscamos verificar:

e Se é possivel para ratos com leséo unilateral no PPTg ou na SNc, o aprendizado da
tarefa de esquiva ativa de 2-vias.
e Se a lesdo unilateral simultdnea da SNc e do PPTg tem efeito sobre desempenho

desses ratos.

4. Material, Métodos e Resultados

Todo o material utilizado, a metodologia e as técnicas empregadas, bem como 0s

resultados estdo descritos no manuscrito apresentado no anexo 1.
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5. Discussao

Os resultados do presente trabalho mostram que as conexdes entre 0 PPTg e a SNc
desempenham um papel importante na aprendizagem da resposta condicionada de
esquiva, uma vez que o0s ratos com lesdes simultaneas contralaterais em ambas
estruturas ndo apresentaram sinal de aprendizagem. Além disso, podemos observar que
os ratos do grupo PPTg-SNc contralateral apresentaram um prejuizo maior quando
comparados aos do grupo PPTg-SNc ipsilateral. Isso se deve a0 modo como estas
estruturas estdo ligadas, em série. Esses dados estdo de acordo com a literatura, segundo
a qual, as projecdes do PPTg a SNc se ddo de forma predominantemente ipsilateral,
embora um grau de inervagdo contralateral também seja observado (Beninato &
Spencer, 1987; Clarke et al., 1987; Beninato & Spencer, 1988; Gould et al., 1989;
Mena-Segovia et al., 2008). Essa inervacdo contralateral, por ndo ser tdo densa, deve ter
sido responsavel pelo prejuizo menos severo, apresentado por ratos com lesdo unilateral
no PPTg e na SNc no mesmo hemisfério cerebral. Dessa forma, podemos sugerir que as
projecdes ipsilaterais do PPTg a SNc sdo criticas, enquanto as projecdes contralaterais
nédo sdo suficientes para suportar uma aprendizagem condicionada de esquiva.

Acredita-se, que tais projecfes podem modular a atividade dos neur6nios
dopaminérgicos da SNc através da liberacdo de acetilcolina e glutamato (Scarnati et al.,
1984; Scarnati et al., 1986; Gould et al., 1989; Futami et al., 1995; Di Giovanni & Shi,
2009). Nesse sentido, a literatura mostra que as ativagdes elétrica e quimica
(administracéo de antagonista GABA-A, bicuculina) do PPTg desencadeiam disparos
continuos nas células dopaminérgicas da SNc (Lokwan et al., 1999; Floresco et al.,
2003), um efeito fisiologico que depende das projecdes colinérgica e glutamatérgicas
(Lester et al., 2010; Sesack & Grace, 2010). Também Kitai e colaborados (1999)
mostraram que a liberacdo de dopamina em fatias de mesencéfalo depende da presenca
de agonista colinérgico. Além disso, trabalhos com cronoamperometria in vivo
mostraram que a estimulacdo do PPTg desencadeia liberacdo de dopamina no estriado:
uma liberacdo inicial rapida, seguida de uma liberacdo prolongada. A fase inicial foi
bloqueada pela infusdo intra-nigral de antagonistas de receptores nicotinicos e
antagonistas de receptores glutamatérgicos ionotropicos. A fase de liberacdo prolongada
foi seletivamente blogueado pela infusdo de antagonistas dos receptores muscarinicos
(Lester et al., 2010). Entretanto, o PPTg pode causar liberacdo dopaminérgica estriatal,

ndo somente por ativar a SNc diretamente, mas também via projecdes
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colinérgicas/glutamatérgicas para neurdnios glutamatérgicos excitatérios do ndcleo
subtalamico, que por sua vez inervam os neurénios dopaminérgicos da SNc (Lester et al.,
2010).

Dessa forma, o PPTg pode promover a sinalizacdo necesséria para que 0S
neurénios dopaminérgicos gerem um sinal de erro de predicdo da recompensa: ao
escolher uma acdo como resposta a uma demanda ambiental, o animal espera através
dela atingir seu objetivo. Na maioria das vezes esse objetivo € o de obter algo com valor
heddnico positivo — uma recompensa. No caso da esquiva ativa, a a¢do escolhida visa
evitar uma punicdo (choque). Portanto, ao cruzar para o outro lado da caixa o animal
“espera” se evitar do choque. Se isso ndo acontece houve um erro em sua predicdo.
Existem evidéncias de que a quantidade de dopamina liberada no estriado quantifica
esse erro. Quanto maior o erro, maior a quantidade de dopamina liberada depois da
acdo. Ocorre também liberacdo de dopamina em resposta a um estimulo que sinaliza a
iminéncia do choque. No caso da esquiva ativa de 2-vias é provavel que a dopamina
seja liberada quando o animal escuta a campainha e espera na sequéncia receber o
choque. Quando ele aprende a fazer uma acéo que resulta em evitar o choque, ele deixa
de liberar dopamina. Portanto, segundo a teoria do papel da dopamina como
sinalizadora do erro de predicdo, a ativacdo fasica dos neurbnios dopaminérgicos do
mesencéfalo é méaxima quando o choque € liberado de forma imprevisivel, ou seja,
quando o animal ndo espera receber uma punicdo e recebe. Por outro lado, tal ativacao é
baixa em condigdes de certeza, quando o animal ja aprendeu que a probabilidade de
ocorréncia do choque é maxima apds a apresentacdo do som: o animal espera receber o
choque e recebe. Em relacéo a esquiva ativa dizemos que esse fendmeno provavelmente
ocorre levando em conta os estudos com a liberacdo de dopamina durante a
aprendizagem de outras tarefas, algumas de natureza apetitiva (Fiorillo et al., 2003),
outras de natureza aversiva (Matsumoto & Hikosaka, 2009a). Essa hipotese é coerente
com nossos resultados, mas ndo temos noticia de estudos de eletrofisiologia ou de
registro da liberacdo de dopamina que a confirme. O que nossos resultados nos
permitem afirmar com maior certeza € que a dopamina liberada pela SNc em
consequéncia da ativacdo do PPTg € importante para a aprendizagem de agdes cujo
resultado pode evitar um estimulo aversivo. Essa concluséo recebe também o suporte de
outros estudos (Pan & Hyland, 2005; Kobayashi & Okada, 2007; Mena-Segovia et al.,
2008).
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As projecoes ipsilaterais do PPTg & SNc parecem também ser importantes para a
iniciacdo da resposta de esquiva, pois os ratos com lesdo contralateral no PPTg e na
SNc apresentaram um grande nimero de ndo-respostas aos EC e EI. Podemos sugerir
entdo que, assim como pacientes com doenga de Parkinson (Grahn et al., 2009a), os
ratos do grupo PPTg-SNc contralateral tiveram dificuldade em escolher e/ou iniciar as
acOes apropriadas. Eles ndo tiveram prejuizo em desempenhar todas as agdes de seu
repertorio, eles ndo tiveram problemas para se mover na caixa de esquiva durante 0s
ITCs nem apresentaram alteracdes em responder aos EC ou El, eles simplesmente
falharam em iniciar frequentemente a resposta certa no tempo certo. Tal efeito pode ser
resultado de uma deficiéncia no tbnus de dopamina para estimular receptores
dopaminérgicos estriatais do tipo D; da via direta, responsavel pela desinibi¢cdo de uma
acdo especifica previamente reforcada (Alexander et al., 1986; Da Cunha et al., 2009c¢).
Além disso, como a liberacdo fésica de dopamina depende de uma discrepancia entre a
expectativa e a obtencdo de recompensa como consequéncia de uma acao, esses ratos
podem ter apresentado uma incerteza maior sobre as consequéncias de suas acdes, assim
como em pacientes com transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, os quais
tipicamente preferem pequenas recompensas imediatas a grandes recompensas no futuro
(Robbins, 2002; Frank et al., 2007).

Os resultados do presente trabalho, também mostram que ratos com lesdo
unilateral no PPTg ndo apresentam prejuizos pronunciados de aprendizagem, enguanto
ratos com lesdo unilateral na SNc aprendem a tarefa mais lentamente. Esses dados
sugerem que o0 PPTg e a SNc atuam sobre as mesmas propriedades funcionais, uma vez
que lesdes na SNc causam uma reducdo nos niveis estriatais de dopamina, mas isso ndo
acontece com as lesbes no PPTg. Isso pode ser observado pelo comportamento
rotacional em resposta a apomorfina e pelos padrdes de prejuizos no teste da esquiva
(por exemplo, no ITC) que sdo diferentes apos as lesdes em uma ou outra estrutura.
Entretanto, como essas duas estruturas estdo trabalhando dentro de um mesmo dominio
funcional, lesdes unilaterais combinadas causam um profundo prejuizo sobre
aprendizagem sem afetar o tempo de reacdo aos parametros que designam o
desempenho motor.

Prejuizos de aprendizagem também tém sido observados em camundongos e
macacos modelos da doenca de Parkinson, assim como em pacientes com essa doenga
(Kimura, 1995; Salmon & Butters, 1995; Knowlton et al., 1996b; Roncacci et al., 1996;
Hood et al., 1999; Fernandez-Ruiz et al., 2001; Grahn et al., 2009b). Tais prejuizos,
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também estdo de acordo com o papel sugerido pela liberacdo fasica de dopamina em
reforcar a aprendizagem (Da Cunha et al., 2009c). Tal como discutido acima, ha
evidéncias de que a atividade fasica dos neurdnios dopaminérgicos sinalize uma
recompensa (Schultz, 1998) ou um estimulo aversivo (Horvitz, 2009; Matsumoto &
Hikosaka, 2009b) ndo esperados. A ativacdo dos receptores dopaminérgicos reforca as
sinapses cortico-estriatais entre neurdnios pré- e pos-sindpticos da via direta, que séo
ativados ao mesmo tempo (potenciacdo de longa duracdo, LTP do inglés long-term
potentiation), de forma que a reativacdo de tais neurdnios seja facilitada frente a
repeticdo do mesmo estimulo que desencadeou a recompensa. Por outro lado, quando
uma memoria leva a um erro (erro de predigdo) um novo aprendizado deve ocorrer.
Nesse caso, a liberacdo de dopamina no estriado € reduzida e as sinapses entre 0S
neurdnios da via direta que a codificavam sdo enfraquecidas (depressdao de longa
duracdo, LTD do inglés long-term depression). Ao mesmo tempo, esses fendmenos
ocorrem de maneira oposta nas sinapses cortico-estriatais da via indireta, ou seja, LTD
durante a aprendizagem e LTP durante a extin¢cdo da memoria (Calabresi et al., 1992;
Calabresi et al., 2007; Wickens, 2009). Este mecanismo aumenta a probabilidade de que
um estimulo (EC) pareado a uma recompensa ou punicdo (EI) possa desencadear a agdo
realizada para obter a recompensa ou esquivar da puni¢do (Da Cunha et al., 2009c).
Podemos sugerir, portanto, um mecanismo similar para a aprendizagem da esquiva: 0
desencadeamento da execucdo de uma agdo que interrompa um estimulo aversivo (EI)
ou seu sinal de alerta (EC) deve aumentar com o treino em virtude de uma liberagéo
fasica de dopamina. Recentemente, Watanabe (2007) mostrou que diferentes
populacdes de neurbnios dopaminérgicos do mesencéfalo disparam em resposta a
estimulos apetitivos e aversivos. A falha dos ratos com lesdo unilateral no PPTg e na
SNc na aprendizagem deste tipo de esquiva condicionada suportam essa explicagéo e
sugerem que a resposta fasica dos neurbnios dopaminergicos podem estar sobre o
controle do PPTg, como proposto por Kobayashi & Okada (2007).

O prejuizo de aprendizagem observado nos ratos com grandes lesdes na SNc
unilateral, comparados aos ratos com lesdo unilateral no PPTg, ndo é surpreendente
quando se trata de um sistema que depende da resposta fasica de dopamina para a
plasticidade se os neurdnios dopaminérgicos sao modulados pelos neurénios do PPTg.
Como mencionado anteriormente, é possivel que o sinal de aprendizagem codificado
por essa liberacdo de dopamina (Fiorillo et al., 2008) seja desencadeado pelo PPTg

(Okada et al., 2009). Entretanto, ndo estd claro o quanto este sinal depende
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exclusivamente do PPTg ou se o PPTg é um dos sitios, entre outros, que modulam essa
liberacdo fasica em situacOes especificas. Recentes achados apontam para o coliculo
superior (Redgrave et al., 2008) e para a habenula lateral (Matsumoto & Hikosaka,
2007) como supostos candidatos a desencadear a liberagdo fasica de dopamina em
resposta aos estimulos apetitivos ou aversivos, respectivamente. O efeito observado
apos as lesdes unilaterais no PPTg e na SNc mostra que essas estruturas podem estar
conectadas de maneira a permitir que o sinal da informacéo seja processado em ratos
hemi-lesionados, entretanto isso &€ menos eficiente para os ratos do grupo SNc-unilateral
porque a SNc estd mais proxima do fim de uma cadeia de estruturas conectadas
necessarias para a aprendizagem de CAR.

Portanto, a partir do presente estudo, € importante notar que, enquanto a leséo
unilateral no PPTg ndo produziu um déficit na aprendizagem da esquiva ou um efeito
motor (tanto no tempo de reagdo aos estimulos quanto nos ITCs), a adicdo de uma leséo
unilateral na SNc (que por si s, dependendo da porcentagem de perda de neurdnios,
prejudica a aquisicdo dessa tarefa) aboliu qualquer sinal de aprendizagem, tornando
evidente a importancia da interacdo entre essas estruturas na aprendizagem de CAR.

Os resultados do presente trabalho sugerem que o PPTg e a SNc estdo
funcionalmente ligados e que suas conexdes desempenham um papel importante na
aquisicdo e expressdo da resposta de esquiva condicionada. Esse envolvimento ocorre
na mediacdo das respostas desencadeadas pela liberacdo da dopamina frente a estimulos
ambientais salientes. Além disso, os resultados estdo de acordo com dados da literatura
que demonstram um papel central da dopamina nas tarefas associativas dependentes do
estriado.

Evitar um evento aversivo pode ser aprendido e armazenado em forma de
mem©ria procedural, o que resulta em obter uma recompensa prazerosa ou evitar um
estimulo indesejado. A comunicacdo indireta do PPTg ao estriado, via SNc, é
importante para a aquisi¢do e desempenho desse tipo de aprendizagem. Porém outros
estudos sdo necessarios para demonstrar seu papel na consolidagdo e expressdo dessas
respostas.

Com base nesses resultados, ressaltamos a importancia da influéncia do PPTg
como ferramenta terapéutica para o tratamento de doencas que acometem as respostas
dependentes dos nucleos da base, tais como doenca de Parkinson, Huntington e as
desordens psiquiatricas como esquizofrenia e déficit de atencdo e hiperatividade. Tal

conhecimento se torna relevante para ajudar no aperfeicoamento de técnicas ja
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utilizadas, como a estimulagéo profunda do PPTg em pacientes com DP (Mazzone et
al., 2005; Stefani et al., 2007; Pierantozzi et al., 2008), e no entendimento de possiveis

efeitos colaterais cognitivos que possam surgir em decorréncia dessas terapias

6. Concluséao

Nossos resultados permitem concluir que existe uma conexao funcional entre o
PPTg e a SNc e que tais conexdes, principalmente as ipsilaterais, desempenham um

papel importante na aprendizagem condicionada de esquiva (CAR).
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Abstract

The pedunculopontine tegmental nucleus (PPTQ) targets nuclei in the basal ganglia,
including the substantia nigra pars compacta (SNc), in which neuronal loss occurs in
Parkinson’s disease a condition in which patients show cognitive as well as motor
disturbances. Partial loss and functional abnormalities of neurons in the PPTg are also
associated with Parkinson’s disease. We hypothesized that the interaction of PPTg and
SNc might be important for cognitive impairments and so investigated whether
disrupting the connections between the PPTg and SNc impaired learning of a
conditioned avoidance response (CAR) by male Wistar rats. The following groups were
tested: PPTg unilateral; SNc unilateral; PPTg-SNc ipsilateral (ipsilateral lesions in
PPTg and SNc); PPTg-SNc contralateral (contralateral lesions in PPTg and SNc); sham
lesions (of each type). SNc lesions were made with 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine HCI (MPTP, 0.6 umoles); PPTg lesions with ibotenate (24 nmoles).
After recovery, all rats underwent 50-trial sessions of 2-way active avoidance
conditioning for 3 consecutive days. Rats with unilateral lesions in PPTg or SNc learnt
this, however rats with contralateral (but not ipsilateral) combined lesions in both
structures presented no sign of learning. This effect was not likely to be due to
sensorimotor impairment because lesions did not affect reaction time to the tone or
footshock during conditioning. However, an increased number of non-responses were
observed in the rats with contralateral lesions. The results support the hypothesis that a
functional interaction between PPTg and SNc is needed for CAR learning and

performance.

Keywords: active avoidance, Parkinson, basal ganglia, dopamine
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Introduction

The pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) is now accepted as one of the basal
ganglia family of structures, being intimately connected with many parts of the basal
ganglia, such as the globus pallidus, subthalamic nucleus and substantia nigra pars
compacta (SNc). Understanding the connection between the PPTg and SNc is
particularly important because they are implicated in the pathology of Parkinson’s
disease. Parkinson’s disease patients present motor impairments, but also have cognitive
deficits that appear in advance of the motor impairments (Carbon and Marie, 2003;
Dubois and Pillon, 1997; Juri and Chana, 2006). This is not surprising, given that the
basal ganglia play a role in action selection and in the learning of action-outcome
associations and stimulus-response habits (Balleine, Liljeholm, and Ostlund, 2009;
Cohen and Frank, 2009; Da Cunha, Wietzikoski, Dombrowski, Santos, Bortolanza,
Boschen, and Miyoshi, 2009; Izquierdo, Bevilaqua, Rossato, Bonini, Da Silva, Medina,
and Cammarota, 2006; Packard and McGaugh, 1992; 1996; White, 2009; Yin and
Knowlton, 2006). Critical to such associations is the phasic release of dopamine (DA) in
the striatum, which selectively reinforces corticostriatal synaptic activity. Striatal DA is
provided by neurons in the SNc and adjacent ventral tegmental area (VTA) and, because
the PPTg is a source of excitatory input to these, it is possible that the PPTg provides
information that allows computation of a DA-mediated reward prediction error signal
critical to the striatal operations (Mena-Segovia, Winn, and Bolam, 2008; Okada,
Toyama, Inoue, Isa, and Kobayashi, 2009; Pan and Hyland, 2005). In this paper we
attempt to determine whether the interaction between PPTg and SNc is important for the
formation of associations — for learning.

Stimulus-response-outcome association can be modeled by the 2-way active

avoidance task. It is a conditioned avoidance task (CAR) in which rats learn to
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anticipate an imminent footshock (unconditioned stimulus: US) and avoid it by an
instrumental response after the presentation of a warning stimulus (conditioned
stimulus: CS). In the present study we tested whether a functional interaction between
the PPTg and SNc is necessary for learning this. The disconnection of these structures
was achieved by combined lesions, based on the premise that if two structures are
serially connected, their function can be impaired by combined hemi-lesions of these
structures on opposite sides of the brain (when those hemi-lesions — in this case
unilateral lesion of either SNc or PPTg — are independently ineffective) (Parkinson,
Robbins, and Everitt, 2000). In the present study, impairment is expected after
combined unilateral lesion of the PPTg and SNc in different hemispheres because they
are mostly ipsilaterally connected (Beninato and Spencer, 1987; 1988; Clarke, Hommer,
Pert, and Skirboll, 1987; Gould, Woolf, and Butcher, 1989; Mena-Segovia et al., 2008;
Woolf and Butcher, 1986). In view of the reciprocal connections between the PPTg and
the SNc (Beninato and Spencer, 1987; 1988; Clarke et al., 1987; Gould et al., 1989) and
that they are needed for learning of stimulus-response-outcome associations (Da Cunha
et al., 2009; Zokoll, Klump, and Langemann, 2008), we predicted that animals bearing
combined unilateral lesion of both structures (in the different hemispheres) would be

impaired to learn this CAR task.

Material and Methods

Subjects and housing

Adult male Wistar rats from the colony of the Universidade Federal do Parana,
weighing 280-310 g at the beginning of the experiments were used. The animals were
maintained in a temperature-controlled room (22 + 2 0 C) on a 12/12 h dark/light cycle

(lights on at 7:00 a.m.) with food and water available ad libitum. All surgical
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interventions were done under appropriate anaesthesia and efforts were made to
minimize the number of animals used and their suffering in the experimental procedures
adopted for the in vivo studies. These procedures were previously approved by the
Animal Care and Use Committee of the Universidade Federal do Parana (protocol 195)
and were in compliance with the guidelines with the UK Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 and European Communities Council Directive of 24 November

1986 (86/609/EEC).

A total of 78 animals were used in these experiments. Data from 35 of these was
included in this study; the others died (28 rats) before completing the experiments, or
were excluded according to histological (12 rats) or turning behaviour criteria (3 rats).
Surgical interventions using MPTP or excitotoxins in SNc and PPTg are known to be
associated with relatively high mortality rates, both during and after surgery (Ferro et al,
2005; Wilson et al, 2009). The combination of lesions used here reflects this, with the
combined PPTg and SNc lesions accounting for 68% of the fatalities; note that sham

lesions were not associated with this high mortality rate.

Surgery

Surgery was conducted 21 days before the start of behavioural experiments. All the
rats received atropine sulfate (0.4 mg/kg, i.p.) to suppress salivation, 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, i.p.).

The animals were randomly assigned to one of 5 groups: PPTg unilateral
(unilaterally lesioned in the PPTg); SNc unilateral (unilaterally lesioned in the SNc);

PPTg-SNc ipsilateral (ipsilaterally lesioned in the PPTg and SNc); PPTg-SNc
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contralateral (contralaterally lesioned in the PPTg and SNc). Sham lesions of each type
were made. The rats were placed in a stereotaxic frame (Kopf Instruments, Tujunga,
CA, USA) with the incisor bar set 3.3 mm below the interaural line and ibotenic acid
(Tocris-Cookson Ltd, Bristol, UK; 24 nmoles in 0.2 ul 0.12 M phosphate buffer, pH
7.4) or 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine HCI (MPTP, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA; 0.6 umoles in 1 ul saline) was infused into the PPTg or SNc,
respectively. The following coordinates were used (adapted from the stereotaxic atlas of
Paxinos and Watson (2005)): PPTg: anteroposterior (AP) +0.8 mm from the interaural
line; mediolateral (ML) 1.8 mm from midline; dorsoventral (DV) -6.4 mm from the
skull surface (SK); MPTP: AP +3.9 mm from the interaural line; ML £2.1 mm; DV -
7.7 mm from SK. The sham rats received the vehicle of one of the neurotoxins, as
appropriate to the structure concerned. Ibotenic acid was infused into the PPTg by
manual pressure ejection from glass micropipettes (35 um external tip diameter), left in
situ for 5 min after infusion to allow for diffusion away from the tip. Rats with lesions
in both hemispheres received 2 separate unilateral operations, 7 days apart. The MPTP
was infused into the SNc at a rate of 0.25 ul/min by a 30-gauge needle connected to a
microinfusion pump (Insight, Ribeirao Preto, Brazil). The needle remained in place for
an additional 2 min to maximize diffusion of the solution. Rats also received 3 i.p.
injections of 120 mg/kg acetaldehyde 15 min before, at the beginning and 15 min after
surgery to increase the effectiveness of the neurotoxin (Zuddas, Corsini, Schinelli,
Johannessen, Diporzio, and Kopin, 1989). After surgery, all rats were allowed to
recover from anaesthesia in a temperature controlled chamber and then placed back into

their home cages.
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2-way active avoidance

The 2-way active avoidance apparatus was an automated 31 x 33 x 56 cm shuttle-
box (Insight Instruments, Ribeirao Preto, Brazil) with the front made of Plexiglas and
the floor made of parallel 5 mm caliber stainless-steel bars spaced 15 mm apart. The
box was divided into 2 compartments of the same size by a wall, with a door that
remained open during the tests. The animals were trained in 3 sessions, one on each of 3
consecutive days. In each session, after 10 min (Day 1) or 5 min (Days 2 and 3) of
habituation, 50 sound cues (CS: 1.5 kHz, 60 dB, maximum duration of 10 s) were
paired with a subsequent 0.5 mA footshock (US: maximum duration of 5 s, starting 5 s
after the CS onset) until the rat crossed to the other compartment. Four measures of
behaviour were taken: (i) avoidance: during presentation of the CS, the rat could turn
off the sound and actively avoid the shock by crossing to the other chamber; (ii) escape:
after the CS, when the US footshock was presented, the rat could escape by crossing to
the other chamber; (iii) non-response: the trials in which the rat did not cross to the
other chamber during either the CS or US presentation were counted as a non-response;
(iv) inter-trial crossing (ITC): the time between each trial varied randomly, ranging
from 10-50 s. During this, rats could spontaneously cross from one side of the
apparatus to the other; the number of crossings was recorded as the ITC. The number of
active avoidances, escapes, non-responses, and ITC crossings were recorded

automatically by the apparatus and captured on computer.
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Behavioural analysis of the lesion

Two days after the 2-way active avoidance sessions, the rats received 1 mg/kg
apomorphine (Sigma-Aldrich, s.c.) and the number of 360° turns toward the lesioned
side (ipsiversive) and toward the opposite side (contraversive) was scored over a period
of 1 h in a Rota-Count apparatus(Columbus Instruments, Columbus, Ohio, USA). The
SNc unilateral rats that made less than 80 ipsiversive turns / h were excluded from the
analysis. This test was performed as a behavioural control for the lesion because it is
known that MPTP rats bearing incomplete unilateral lesions of nigral cell loss present
ipsiversive turning behaviour (Da Cunha, Wietzikoski, Ferro, Martinez, Vital, Hipolide,
Tufik, and Canteras, 2008). The PPTg unilateral rats that made less than 80
contraversive turns / h were excluded from the analysis. Contraversive turning was
expected from PPTg unilateral rats, as previously reported after inhibition of rat PPTg
with GABA(A) agonists (lkeda, Akiyama, Matsuzaki, Sato, Moribe, Koshikawa, and
Cools, 2004) or blockade of muscarinic receptors in the SNc usually occupied by
acetylcholine (ACh) released by PPTg neurons (Gongora-Alfaro, Hernandez-Lopez,

Martinez-Fong, Flores, and Aceves, 1996).

Histological and neurochemical analysis of the lesions

Histological analysis was carried out on all rats in this study after behavioural
procedures were complete. After a terminal anaesthetic dose of pentobarbitone, the
brains were fixed in situ using transcardial perfusion at room temperature of heparinized
0.9% saline followed by 4% paraformaldehyde in phosphate buffer, pH 7.4. The brains
were removed and post-fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate buffer, pH 7.4. for

72 h at 4°C. The brains were then stored in 20% sucrose in 4% paraformaldehyde in
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phosphate buffer (pH 7.4) until they were cut. Eight series of sections 50 p thick 200 p
apart were cut on a freezing microtome through the regions of interest. The sections
were stored in cryoprotectant at —20°C until immunohistochemistry was carried out.

PPTg lesions and shams: Two series of sections 100 u apart were processed free
floating to demonstrate choline acetyltransferase (ChAT) and neuronal nuclear protein
(NeuN) using immunohistochemical techniques. Primary antibodies were goat anti
ChAT polyclonal antibody and mouse anti NeuN both from (Chemicon International
Inc, Temecula, CA, USA), followed by appropriate Vector Elite Peroxidase ABC kits
(Vector Labs, Peterborough, UK) and Sigma fast DAB substrate (Sigma Chemical Co.,
St Louis, MO, USA). After the NeuN stained sections were mounted, a light
counterstain of cresyl fast violet was applied to allow non-neuronal structures (such as
myelin, blood vessels and glial cells) to be identified using a light microscope to
estimate the damage to PPTg. Remaining ChAT positive neurons were counted by an
observer blind with respect to rats’ treatment group and the extent of the lesion was
estimated by absence of neuronal structures and the presence of reactive gliosis and
calcification seen in the NeuN / cresyl fast violet stain and scored on a linear scale of
0% (no lesion) to 100% (complete lesion).

SNc lesions and shams: One series of sections 200 1 apart were processed, free
floating to demonstrate tyrosine hydroxylase (TH) using immunohistochemical
techniques. Primary antibody was mouse anti-TH polyclonal antibody (Chemicon
International Inc, Temecula, CA, USA) followed by appropriate Vector Elite Peroxidase
ABC kits (Vector Labs, Peterborough, UK) and Sigma fast DAB (Sigma Chemical Co.,
St Louis, MO, USA). Using a light microscope, the extent of damage to midbrain DA

neurons was estimated by an observer blind with respect to rats’ treatment group on a
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linear scale of 0% (no lesion) to 100% (complete lesion) from the remaining TH
positive neurons in the SNc and VTA.

Neurochemical analysis of the effects of lesions was performed in rats that were not
submitted to the behavioural tests. Twenty one days after surgery, rats were killed by
rapid decapitation and their dorsal striata were dissected on ice and stored at -70° C.
Endogenous levels of DA were assayed by reverse-phase HPLC with electrochemical
detection (ED). The system consisted of a Synergi Fusion-RP C-18 reverse-phase
column (150 x 4.6 mm i.d., 4-um particle size, Phenomenex, Torrance, CA, USA), an
dual coulometric electrochemical detector (Coulochem I11, ESA, Chelmsford, USA),
and an LC-20AT pump (Shimadzu, Kyoto, Japan). This detector consists of 2 cells
successively connected, both containing a porous graphite working electrode together
with associated reference and counter electrodes. The detector is equipped with a guard
cell (ESA 5020) electrode set at +350 mV and the working electrodes (5011 analytical
cell, ESA) set at E1=+100 and E2=+450 mV versus a solid state palladium reference
electrode. The column was maintained inside a temperature-controlled oven (25°C). The
tissue samples were homogenized with an ultrasonic cell disrupter (Sonics, Newtown,
CT, USA) in 0.1 M perchloric acid. After centrifugation at 15,000 g for 30 min, 20 ul of
the supernatant was injected into the chromatograph. The mobile phase, used at a flow
rate of 1 ml/min, had the following composition: 15.7 g citric acid, 471.5 ml HPLC-
grade water, 78 mg heptane sulfonic acid, 20 ml acetonitrile, and 10 ml tetrahydrofuran,
pH 3.0. The peak areas of the external standards were used to quantify the sample

peaks.
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Data analysis

After examination of turning behaviour and histological analysis of the lesions, the
numbers of rats included in the analysis of active avoidance were: PPTg unilateral, n =
6; SNc unilateral, n = 8; PPTg-SNc ipsilateral, n = 5; PPTg-SNc contralateral, n = 4.
Data from sham rats of all types were pooled because no significant difference was
found among the groups; n = 12. Another 9 sham, 9 PPTg unilateral, and 11 SNc
unilateral, rats were used in the neurochemical analysis.

The 2-way active avoidance data (number of avoidances, escapes, ITC, and non-
responses) were analyzed by two-way ANOVA, taking the trials blocks or training days
as repeated measures. The avoidance data was also analyzed by three-way ANOVA,
taking the number of non-response as covariate. Differences among groups were
analyzed by the post hoc Newman-Keuls test. Correlations between two variables were
analyzed by the Pearson test. Differences were considered to be statistically significant

when p < 0.05.

Results

Fig. 1 illustrates typical PPTg lesions. These extended into most parts of the PPTg
with almost total destruction of Ch5 neurons (identified by ChAT immunostaining).
Table 1 shows the loss of NeuN-immunostained neurons in the PPTg, which was of
nearly 60-80% and significantly different from the sham group (F(3,20) = 24.52, p <
0.001 one-way ANOVA; p <0.01, Newman-Keuls post hoc analysis). No significant

difference was found among the PPTg unilateral, PPTg-SNc ipsilateral and PPTg-SNc
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contralateral groups (p > 0.1, Newman Keuls test). Table 1 also shows that, compared to
the sham group, the SNc-lesioned rats presented a significant loss of nearly 50% of the
TH-immunoreactive neurons, (F(3,19) = 3.99, p < 0.05, one-way ANOVA,; p <0.01,
Newman-Keuls post hoc analysis). No significant difference was found among the SNc
unilateral, PPTg-SNc ipsilateral and PPTg-SNc contralateral groups (p > 0.4, Newman
Keuls test). This lesion was mostly restricted to the A9 neurons of the SNc, sparing
most of the A10 neurons of the VTA (Fig. 2). The SNc-lesioned rats presented a
gradient of loss of the TH-immunostained terminals, damage being more intense in the
most caudal portions of the striatum. In the rostral striatum, TH loss was more apparent
in the dorsolateral part, with the dorsomedial striatum and the nucleus accumbens partly
spared (Fig. 3). Based on the histology, data of the following animals were excluded
from the analysis: 10 rats with small lesions (1 PPTg unilateral; 3 SNc unilateral; 2
PPTg-SNc ipsilateral, and 4 PPTg-SNc contralateral) and 2 with that lost more than
80% of the neurons in the SNc (1 SNc unilateral e 1 PPTg-SNc ipsilateral).

The effect of unilateral lesions of the PPTg or SNc on striatal DA is shown in Fig. 4.
Two-way ANOVA showed significant effects of treatment (F(2,51) = 4.87, p < 0.05)
and side (F(1,51) = 5.47, p < 0.05) and a significant interaction (F(2,51) = 9.40, p <
0.001). MPTP lesion of SNc caused a significant loss of nearly 60% of striatal DA on
the lesioned side (p < 0.05, Newman-Keuls test) while PPTg excitotoxic lesions did not
produce a significant reduction in striatal DA content (Fig. 4). These data clearly
demonstrate different physical consequences of the SNc and PPTg lesions.

Two days after the 2-way active avoidance sessions, when challenged with 1 mg /
kg s.c. apomorphine, PPTg unilateral rats made contraversive, and SNc unilateral rats
ipsiversive turns (Fig. 5A). All PPTg unilateral rats included in the study made more

than 80 contraversive turns / h and the SNc unilateral rats, more than 80 ipsiversive
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turns / h. The turning scores of both groups were significantly higher than the scores of
the sham rats: PPTg unilateral, F(2,23) = 35.57; p < 0.001; p < 0.01 Newman Keuls
test; SNc unilateral, F(2,23) = 36.85, p < 0.001; p < 0.01 Newman Keuls test. One PPTg
unilateral and two SNc unilateral rats were excluded because of failure to meet this
criterion.

The turning scores of rats with combined lesions in PPTg and SNc were analyzed
separately, because it was not possible to classify their turning behaviour as ipsiversive
or contraversive in relation to the SNc and the PPTg at the same time. As can be seen in
Fig. 5B, PPTg-SNc contralateral (F(2,18) = 8.62 p < 0.05; p < 0.05 Newman Keuls), but
not the PPTg-SNc ipsilateral (p = 0.22, Newman Keuls), made significantly more turns
towards the SNc lesioned side, compared to the sham lesioned rats. No significant
difference in the number of contraversive turns was observed among the groups
(F(2,18) = 1.13), p = 0.34). The PPTg-SNc combined lesioned rats showed ipsiversive
rotation (as did the SNc unilaterally lesioned rats) but the presence of an ipsilateral
PPTq lesion significantly attenuated ipsiversive rotation expected of rats with unilateral
SNc lesions.

Three weeks after surgery, at the time of the 2-way active avoidance training,
lesioned rats did not present turning behaviour or any other gross motor impairment
when not drugged. They were not hypokinetic, aphagic or adipsic, and did not
significantly differ from sham lesioned rats in relation to the reaction time in response
to footshock (F(4,30) = 1.56, P = 0.20) or to the sound cue that signaled footstock
(F(4,28) = 0.32, p = 0.85), as shown in Table 2. Reaction times to the footshock and
sound cue were measured in the first trials, before they could be affected by learning.

As can be seen in Fig. 6, different to the other groups, the PPTg-SNc ipsilateral rats,

did not improve their latencies to respond to the CS (sound cue) across training days. In
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addition to this, the PPTg-SNc contralateral rats showed no sign of learning, even in the
responding to the footshock (US). A two-way ANOVA of the mean latencies during the
3 days of training showed significant effects of treatment (F(4,30) = 7.00, p < 0.001),
day of training (F(2,60) = 37.52, p < 0.001) and an interaction (F(8,60) =0.97, p =
0.46). Post-hoc analysis is detailed in Fig. 6. Fig. S1 shows how the different groups
improved their latency to respond to the US and CS in the first day of training.

Similar conclusions were taken from analysis of the number of responses during the
2-way active avoidance training (Fig. 7 and Fig. S2). As can be seen in Table 3, 2-way
ANOVA of the data averaged by day showed significant treatment effects on avoidance
(PPTg-SNc ipsilateral and contralateral) and non-response scores (PPTg-SNc
contralateral). These analyses also showed a significant session (training day) effects on
avoidance, escape, and non-response scores but not a significant interaction between
these 2 factors on all scores.

Post-hoc analysis of the number of avoidances showed same pattern of improvement
observed for the latencies to respond to the CS or US: the PPTg-SNc contralateral group
was significantly worse than all the other groups and was the only one that did not
improve this score. Although the PPTg-SNc ipsilateral rats improved their avoidances
scores, they scored significantly worse than the sham rats. On the other hand, the PPTg
and SNc unilateral rats were not significantly different of the sham rats (Fig. 7A).
Analysis of the number of escapes also supports this conclusion because only the sham
and PPTg unilateral rats significantly improved across training days (Fig. 7B). The ITC
scores did not significantly differ among the groups (Fig. 7C) and the PPTg-SNc
contralateral group was the only one to present a significantly higher number of non-
responses (Fig. 7D). This might suggest that instead of a learning deficit, they were

impaired in responding to the CS and US. However, correlation between the scores of
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avoidance and non-response for this group was weak (Table S1; see also Tables S2 and
S3 for the correlations between the other variables). In addition, a three-way ANOVA
of avoidance scores, taking the number of non-responses in the first day as a covariate
showed that, independent of presenting a higher number of non-responses, the PPTg-
SNc contralateral rats were impaired to learn this avoidance task (lesion factor: F(4,29)
= 3.50, p < 0.05; session day factor: F(2,60) = 28.27, p < 0.001; interaction: F(8,60) =

1.79, p = 0.01; p < 0.01 Newman-Keuls pos hoc test).

Discussion

We have shown that combined unilateral lesions of the PPTg and SNc in opposite
hemispheres impeded learning of the 2-way active avoidance task, but ipsilateral lesions
in these two structures caused only a mild impairment, and unilateral lesion in just one
of them caused no impairment at all. This strongly suggests that the interaction between
these structures is necessary for CAR learning. This is not to argue that both PPTg and
SNc have the same functional properties: striatal DA is depleted by the SNc lesions but
not PPTg; and the rotational response to apomorphine differs after PPTg and SNc
unilateral lesions. What the data do indicate though is that the two structures are
operating within the same functional domain, and that combined contralateral lesions
cause a profound impairment of learning without affecting reaction time measures of
motor performance. This impairment of the PPTg-SNc contralateral lesioned rats shows
that ipsilateral connections between the PPTg and SNc are critical for learning and that

a contralateral connection is not sufficient to support learning.
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These results are in agreement with previous studies showing interconnections
between the PPTg and SNc (Beninato and Spencer, 1987; Clarke et al., 1987; Gould et
al., 1989; Woolf and Butcher, 1986) are predominantly ipsilateral (Beninato and
Spencer, 1987; Clarke et al., 1987; Gould et al., 1989; Mena-Segovia et al., 2008 for
review). Other studies showed that the PPTg can modulate SNc activity by the release
of ACh and glutamate (Di Giovanni and Shi, 2009; Futami, Takakusaki, and Kitali,
1995; Gould et al., 1989; Scarnati, Campana, and Pacitti, 1984; Scarnati, Proia,
Campana, and Pacitti, 1986). Some authors hypothesize that, by this connection, the
PPTg triggers the reward prediction error signal generated by midbrain DA neurons, a
signal that is critical for learning of actions that result in a reward or avoid an aversive
event (Kobayashi and Okada, 2007; Mena-Segovia et al., 2008; Pan and Hyland, 2005).
There is also evidence of modulation of the PPTg by SNc neurons (Saavedra,
Brownstein, Kizer, and Palkovits, 1976; Versteeg, Van Der Gugten, De Jong, and
Palkovits, 1976). Support for a functional interaction between the PPTg and the SNc
also comes from studies showing both hyperactivity (Carlson, Pearlstein, Buchholz,
lacono, and Maeda, 1999; Orieux, Francois, Feger, Yelnik, Vila, Ruberg, Agid, and
Hirsch, 2000) and hypoactivity of PPTg neurons in animal models of Parkinson’s
disease (Aravamuthan, Bergstrom, French, Taylor, Parr-Brownlie, and Walters, 2008;
Gomez-Gallego, Fernandez-Villalba, Fernandez-Barreiro, and Herrero, 2007).

An ipsilateral projection from the PPTg to the SNc seems to be important also to the
initiation of the avoidance response because the PPTg-SNc contralateral group was the
only one to present a higher number of non-responses to the CS and US. This suggests
that, much as with Parkinson’s disease patients (Grahn, Parkinson, and Owen, 2009a),
they had difficulty in choosing and/or initiating proper actions. However, they were not

impaired in performing all of the actions of their repertory: they were not impaired to
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move through the shuttle box in the inter-trials intervals, nor did they present slower
responses to the CS or to the US. They simply failed to initiate such responses in the
proper time as frequently as the others. Such an effect probably resulted from a deficient
DA tone to stimulate D1 receptors in the striatal neurons of the direct pathway,
responsible for disinhibition a specific action that was previously reinforced (Alexander,
Delong, and Strick, 1986; Da Cunha et al., 2009). Such avoidance failure might have
affected learning, because they had fewer occasions to be reinforced, but the correlation
between the number of avoidances and non-responses was weak and barely significant
for the PPTg-SNc contralateral group. Therefore, it seems that, in addition to
impairment in initiating the proper response, they were also impaired to learn this CAR
task, since their avoidance score was significantly lower (even discounting the impact of
the non-responses on it). In other words, PPTg-SNc contralateral rats did not learn from
their experience, even in the few occasions when they were reinforced for presenting the
avoidance response and in the many occasions when they were punished for not
presenting the avoidance response. This probably resulted from a failure in presenting a

phasic DA response in these occasions, as discussed below.

In the present study we observed that rats bearing unilateral lesions in the PPTg or
SNc could learn the 2-way active avoidance task as well as the controls. This does not
mean that learning deficits can be caused only by a lesion in both structures. The rats
used in the present study had only partial and unilateral lesions in the PPTg or SNc.
Indeed, rats bearing almost total unilateral loss of SNc DA neurons presented a deficit
to learn this task (data not shown), but they were excluded from this study because our
purpose was not testing the effect of the lesion of the PPTg or SNc per se, but of the

disconnection between them.
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There is compelling evidence that the PPTg is important for procedural learning. This
includes the studies showing that bilateral electrolytic (Satorra-Marin, Coll-Andreau,
Portell-Cortes, Aldavert-Vera, and Morgado-Bernal, 2001) or excitotoxic lesions of the
PPTg (Fujimoto, Ikeguchi, and Yoshida, 1992; Fujimoto, Yoshida, Ikeguchi, and
Niijima, 1989; Kessler, Markowitsch, and Sigg, 1986) impair the ability of rats to learn
active and inhibitory avoidance tasks, and that interference with the PPTg affects the
ability to learn bar pressing or maze tasks motivated by either natural and drug rewards
(Alderson, Brown, Latimer, Brasted, Robertson, and Winn, 2002; Alderson, Latimer,
Blaha, Phillips, and Winn, 2004; Alderson and Winn, 2005; Corrigall, Coen, Zhang, and
Adamson, 2001; Corrigall, Coen, Zhang, and Adamson, 2002; Inglis, Dunbar, and
Winn, 1994; Inglis, Olmstead, and Robbins, 2000; Keating and Winn, 2002; Olmstead
and Franklin, 1994; Olmstead, Robbins, and Everitt, 1998; Taylor, Kozak, Latimer, and
Winn, 2004). Likewise, there is extensive evidence that the SNc is critical for
procedural learning. Rats bearing partial bilateral lesions of the SNc were impaired in
learning 2-way active avoidance (Da Cunha, Gevaerd, Vital, Miyoshi, Andreatini,
Silveira, Takahashi, and Canteras, 2001; Gevaerd, Miyoshi, Silveira, Canteras,
Takahashi, and Da Cunha, 2001; Gevaerd, Takahashi, Silveira, and Da Cunha, 2001),
inhibitory avoidance (del Guante, Rivas, Prado-Alcala, and Quirarte, 2004), the cued
version of the Morris water maze (Da Cunha, Wietzikoski, Wietzikoski, Miyoshi, Ferro,
Anselmo-Franci, and Canteras, 2003; Da Cunha, Wietzikoski, Wietzikoski, Silva,
Chandler, Ferro, Andreatini, and Canteras, 2007; Ferro, Bellissimo, Anselmo-Franci,
Angellucci, Canteras, and Da Cunha, 2005; Miyoshi, Wietzikoski, Camplessei, Silveira,
Takahashi, and Da Cunha, 2002) and bar pressing for appetitive reward (Faure,
Haberland, Conde, and EI Massioui, 2005). Learning deficits have also been observed

in mouse and monkey models of Parkinson’s disease, as well as in Parkinson’s disease
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patients (Fernandez-Ruiz, Wang, Aigner, and Mishkin, 2001; Grahn, Parkinson, and
Owen, 2009b; Hood, Postle, and Corkin, 1999; Kimura, 1995; Knowlton, Squire,
Paulsen, Swerdlow, Swenson, and Butters, 1996; Roncacci, Troisi, Carlesimo,
Nocentini, and Caltagirone, 1996; Salmon and Butters, 1995). Such learning
impairments are in agreement with the role suggested for the phasic release of DA in
reinforcement learning (Da Cunha et al., 2009). There is strong evidence that the phasic
activity of midbrain DA neurons signals unpredicted rewarding (Schultz, 1998) or
aversive stimuli (Horvitz, 2009; Matsumoto and Hikosaka, 2009). The activation of DA
receptors reinforces corticostriatal synapses between neurons that are active at the same
time (Hebbian long-term potentiation) and weakens synapses between non-active
corticostriatal neurons (Hebbian long-term depression, see Calabresi, Picconi, Tozzi,
and Di Filippo, 2007; Calabresi, Pisani, Mercuri, and Bernardi, 1992; Wickens, 2009).
This mechanism increases the likelihood that a stimulus (CS) paired with reward (US)
can trigger the action performed to get it (Da Cunha et al., 2009). A similar mechanism
may meditate avoidance learning: the likelihood of performing the action that halted an
aversive US or halted the warning CS may increase with training because of phasic
release of DA. A recent study reported that different populations of midbrain DA
neurons fire in response to appetitive and aversive stimuli, respectively (Matsumoto and
Hikosaka, 2009). The failure of the SNc-PPTg contralateral rats to learn this kind of
conditional avoidance supports this explanation and suggests that the phasic response of
midbrain DA neurons may be under the control of the PPTg, as proposed by Kobayashi

& Okada (2007).

In conclusion, the findings of the present study give some clue about the
architecture of PPTg-SNc connections and its functional relevance in the acquisition

and expression of conditioned avoidance responses. The memory of how to avoid an
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aversive event is a kind of procedural memory — the memory of how to choose the
proper action that results in getting a reward or avoiding an aversive outcome. Such
knowledge is critical for improving treatments of diseases in which the basal ganglia
fail to learn and/or initiate proper actions. This includes neurological diseases such as
Parkinson’s and Huntington’s and psychiatric diseases such as schizophrenia and
attention-deficit hyperactivity disorder. The first interventions in Parkinson’s disease
patients with deep brain stimulation of the PPTg (Mazzone, Lozano, Stanzione, Galati,
Scarnati, Peppe, and Stefani, 2005; Pierantozzi, Palmieri, Galati, Stanzione, Peppe,
Tropepi, Brusa, Pisani, Moschella, Marciani, Mazzone, and Stefani, 2008; Stefani,
Lozano, Peppe, Stanzione, Galati, Tropepi, Pierantozzi, Brusa, Scarnati, and Mazzone,
2007) stress the urgency of this knowledge in order to get the best from this kind of

therapy and avoid possible cognitive side effects.
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Figures

IAL + 0.6 mm

Fig. 1. Representative left side PPTg ibotenic acid lesion. Panels A, C, D show cresyl
violet and NeuN immunostained tissue and panels B, E, F, G and H show ChAT
immunostained tissue. The sham-lesioned tissue is shown in the panels D, F, and H, and
the lesioned tissue is shown in the panels C, E, and G. 1AL, Interaural line; LDTg,
laterodorsal tegmental nucleus; PPTg, pedunculopontine tegmental nucleus; Scale bar

represents 200 pm
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Fig. 2. Representative TH-immunostained left side SNc MPTP lesion. Panel A shows
the lesion on the left side and sham on the right side. Panel B shows detail of the VTA
and SNc of lesioned side, panel C the SNc and VTA of the sham side. SNc, substantia

nigra compacta; VTA, ventral tegmental area. Scale bar represents 200 pum
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Fig. 3. Representative TH-immunostained coronal slices of the striatum (including the
CPu and NACc) of a rat bearing an MPTP lesion of the right SNc. The slices are ordered
in a rostral to caudal orientation. CPu, caudate-putamen; 1AL, Interaural line; NAc,

nucleus accumbens. Scale bar represents 200 pum
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Fig. 4. Effects of unilateral infusion of 0.6 umol MPTP into the rat SNc or of 24 nmol
ibotenic acid into the PPTg on striatal dopamine content. * P < 0.05 Newman-Keuls

after two-way ANOVA.
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Fig. 5. Turning behaviour of unilaterally (A), ipsilaterally and contralaterally (B) PPTg
and SNc lesioned rats challenged with 0.1 mg/kg apomorphine (i.p.). Data are expressed
as the mean £SEM. number of ipsiversive (positive scale) and contraversive turns
(negative scale) counted over 1 h after drug challenge (n = 7 - 18 animals per group). *

P <0.05 compared to the sham group (Newman—Keuls test after one-way ANOVA).
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Fig. 6. Effect of the PPTg and/or SNc lesion on latency to respond to the CS and US
during learning of a 2-way active avoidance response. Bars represent the mean + SEM
latencies to cross to the opposite side of the shuttle box after the CS-US onset averaged
by day. * P <0.05 compared to sham rats in the same day; + P < 0.05 compared to the
same group on day 1; # P < 0.05 compared to the same group on day 2; two-way

ANOVA, followed by the Newman-Keuls test.
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Fig. 7. Effect of the PPTg and/or SNc lesion on learning of the 2-way active avoidance.

The bars represent the mean + SEM number of avoidance (A), escape (B), non-response

(C) or inter-trial crossings (ITC, D) averaged by day; * P < 0.05 compared to sham in

the same day; + P < 0.05 compared to the same group on day 1 ; # P <0.05 compared to

the PPTg-SNc contralateral group in the same day; two-way ANOVA, followed by the

Newman-Keuls test.
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Table 1

Evaluation of the extent of the lesions in the PPTg and SNc

% lesion
PPTg SNc
Sham 0x 3 0 £20
PPTg unilateral 88+ 6 (¥ -
SNc unilateral - 50+ 10 (%)
PPTg-SNc ipsilateral 63+15 (¥ 45+ 10 ()
PPTg-SNc contralateral 66+14 (% 66+ 9 (%

The effects of unilateral infusion of 24 nmoles ibotenic acid into the PPTg or 0.6
umoles MPTP into the rat SNc on the extent of damage to the Neu-N positive neurons
of the PPTg or to the TH-positive neurons of the SNc was estimated on a linear scale of
0% (no lesion) to 100% (complete lesion) expressed as the mean + SEM. * P < 0.05

Newman-Keuls after two-way ANOVA.

Table 2

Effect of PPTg and/or SNc lesion on reaction time to the footshock and sound cue

Latency (s)

Footshock  Sound cue

Sham 1.4+04 2.3+0.3
PPTg unilateral 25+0.6 2.7+0.7
SNc unilateral 20+x04 29+0.5
PPTg-SNc ipsilateral 1.7+£05 2.3%0.7
PPTg-SNc contralateral 29+0.7 3.0£0.6

Data are expressed as the mean + SEM. A one-way ANOVA showed no significant

differences among the groups.
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Table 3

ANOVA statistics of the active avoidance scores

Lesion Session Interaction
F@430) P F (2,60) P F (8,60) P
Avoidance 5.57 0.05 28.27  0.001 1.79 0.09
Escape 231 0.08 12.63  0.001 191 0.07
ITC 1.94 0.12 1.16 0.31 0.35 0.93
Non-response  5.51 0.05 5.50 0.05 0.25 0.97

Rats bearing unilateral and combined (ipsilateral or contralateral) lesions in the PPTg
and/or the SNc. Because no significant difference was found between rats bearing left or
right lesions in one of the structures, data were combined into a single group.
Avoidance, escape, ITC and non-response scores were analyzed by two-way ANOVA

with repeated measures (training days).
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Supplementary Data
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Fig. S1. Effect of the PPTg and/or SNc lesion on latency to respond to the CS and US in
the first day of training in the 2-way active avoidance task. Bars represent the mean +
SEM latencies to cross to the opposite side of the shuttle box after the CS-US onset
averaged in blocks of 10 trials. * P < 0.05 compared to sham rats in the same block; + P
< 0.05 compared to the block 1 in the same group; # P < 0.05 compared to the block 2

in the same group; two-way ANOVA, followed by the Newman-Keuls test.
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Fig. S2. Effect of the PPTg and/or SNc lesion on learning of the 2-way active

avoidance. The bars represent the mean = SEM number of avoidance, escape, non-

response or inter-trial crossings (ITC) averaged in blocks of 10 trials * P < 0.05

compared to sham in the same day; + P < 0.05 compared to the same group on day 1;

followed by the Newman-Keuls test.

way ANOVA,

two
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Table S1

Pearson correlation between the number of active avoidances and non-response of rats

bearing lesions in the PPTg and/or SNc

Sham

PPTg unilateral

SNc unilateral
PPTg-SNc ipsilateral

PPTg-SNc contralateral

r p
-0.35 0.03
-0.49 0.03
-0.51 0.01
-0.47 0.07
-0.55 0.06

Table S2

Pearson correlations between the number of active avoidances and intertrial crossings

(ITC) of rats bearing lesions in the PPTg and/or SNc

Sham

PPTg unilateral

SNc unilateral
PPTg-SNc ipsilateral

PPTg-SNc contralateral

r p

-0.01 0.95
0.27 0.26

-0.05 0.98
0.49 0.06
0.93 0.001
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