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RESUMO

E ainda controverso se diferentes populacbes de neurdnios
dopaminérgicos desempenham um papel na aprendizagem associativa
apetitiva e aversiva. No presente trabalho, mostramos que a lesdo parcial
bilateral da substancia negra pars compacta (SNc) de ratos induzida por 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP, 200 pg/por lado) ou 6-
hidroxidopamina (6-OHDA, 3 pg/por lado) prejudica a tarefa de aversédo
condicionada de lugar, mas néao a preferéncia condicionada de lugar.

As expressdes faciais dos ratos MPTP e 6-OHDA apds comerem ou
experimentarem o0s pellets de sacarose e quinino, bem como seus
comportamentos motor e emocional no campo aberto foram similares aos dos
ratos SHAM. Imunohistoquimica para tirosina hidroxilase mostrou que houve
uma reducdo significativa e equivalente no numero de neurdnios
dopaminérgicos da SNc anterior e posterior nos ratos MPTP e 6-OHDA, mas
ndao na VTA. Além disso, cromatografia liquida de alto desempenho com
deteccdo eletroquimica (HPLC-ED) confirmou uma reducdo significativa e
equivalente dos niveis de dopamina estriatal em ambos os grupos lesionados.

De forma geral, estes dados mostram que: (i) a perda parcial de
neurdnios dopaminérgicos da SNc prejudica a aprendizagem associativa
aversiva, mas a apetititiva; (i) diferentes populacdes de neurbnios
dopaminérgicos tém diferente sensibilidade aos efeitos toxicos do MPTP e 6-
OHDA, o que as torna boas ferramentas para segregar estas populacdes de
neurdnios. Esta descoberta tem importantes implicacbes na pesquisa basica e
aplicada da doenca de Parkinson, adi¢ao, aprendizagem e memoria, e outras
condi¢cOes onde a dopamina estriatal esta implicada.

Palavras-chave: Estimulos apetitivos e aversivos. Substancia negra pars

compacta. Neurbnios dopaminérgicos. Estriado dorsal.



ABSTRACT

It is controversial whether different populations of midbrain dopamine
(DA) neurons play a role in appetitive and aversive associative learning. Here,
we show that partial bilateral lesions of DA neurons in the rat substantia nigra
pars compacta (SNc) induced by 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP, 200 pg/side) or 6-hydroxydopamine (6-OHDA, 3 pg/side) impaired
conditioned place aversion (CPA) without affecting conditioned place
preference (CPP).

Importantly, MPTP and 6-OHDA rats facial expressions after tasting
sucrose or quinine, motor and emotional behaviors in the open field test were
not different from the SHAM rats. Immunohistochemistry for tyrosine
hydroxylase showed a significant and equivalent reduction in the number of DA
neurons of the anterior and posterior SNc in both MPTP and 6-OHDA rats, but
not in the VTA. In addition, high performance chromatography with
electrochemical detection (HPLC-ED) showed significant and equivalent
reduction in the striatal DA levels in both lesioned groups.

Overall, these data show that: (i) the partial loss of dopamine neurons in
the SNc impairs aversive associative learning, but not the appetitive learning;
(ii) different populations of dopamine neurons have different sensitivity to the
toxic effects of the MPTP and 6-OHDA, which makes them good tools to tease
apart these dopamine neurons subpopulations. This finding has important
implications in basic and applied research of Parkinson’s disease, addiction,
learning and memory, and other conditions where striatal DA is implicated.

Key-words: Appetitive and aversive stimuli. Substantia nigra pars compacta.

Dopamine neurons. Dorsal striatum.
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1. INTRODUCAO

Os nucleos da base sao formados por estruturas telencefalicas
subcorticais e estruturas do diencéfalo e mesencéfalo que recebem aferéncias
de todo o cértex cerebral e enviam eferéncias ao cortex frontal via talamo e a
nucleos motores do tronco encefalico (ALEXANDER, et al., 1990; DELONG,
1990; PARENT e HAZRATI, 1995). Os componentes do circuito dos nucleos
da base sdo: o corpo estriado, que em primatas é formado pelo ndcleo
caudado, putdmen (estriado dorsal, o qual é ainda dividido em estriado
dorsomedial (caudado) e estriado dorsolateral (putdmen)) e pelo ndcleo
accumbens (estriado ventral, o qual € dividido em nucleo accumbens core e
shell); o globo palido, dividido em segmentos externo (GPe), interno (Gpi) e
palido ventral, sendo que ambos o0s nucleos (estriado e globo palido) estdo
localizados no telencéfalo; o nucleo subtalamico (STN), localizado no
diencéfalo; a substancia negra, localizada no mesencéfalo, a qual esta dividida
em pars compacta (SNc) e pars reticulata (SNr) e a area tegmentar ventral
(VTA) (JOEL e WEINER, et al., 1994; TISCH, et al.,, 2004; IKEMOTO, 2007,
NICOLA, 2007; REDGRAVE, et al., 2008; UNAL, et al., 2011; DA CUNHA, et
al., 2012).

Caudado (corpo)
/ Sulco central

Massa intermédia

Télamo

el

Caudado (cabeca)

Putamen

P

.
Nucleo accumbens

=i = TS
) 4 — Cerebelo

|
Caudado (cauda)
Substéancia negra

Figura 1. Nucleos da base. O nucleo subtalamico ndo é mostrado nesta
imagem, mas 0 mesmo se encontra logo abaixo do talamo, conforme indica o
seu nome. HERRERO, et al., 2002.
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Os nucleos da base sao classicamente associados as fungbes motoras,
pois distarbios no seu funcionamento levam a prejuizos motores. Na doenca de
Parkinson, por exemplo, onde ha uma perda de neurdnios dopaminérgicos da
SNc, o paciente apresenta dificuldade para iniciar a marcha e tremor em
repouso (LANGSTON, et al., 1987; SULZER, 2007; ARIAS-CARRION, et al.,
2009; PARENT e PARENT, 2009). Outro exemplo de distarbio motor causado
pelo mau do funcionamento dos nucleos da base é a doenc¢a de Huntington, na
gual o paciente apresenta movimentos involuntarios rapidos, irregulares e sem
finalidade, conhecidos como coreia (BERARDELLLI, et al., 1999; RAYMOND, et
al., 2011; VICTORSON, et al., 2014).

Todavia, tem-se tornado cada vez mais evidente que 0s nucleos da base
ndo estdo envolvidos apenas em aspectos puramente motores, também
desempenham funcdes cognitivas importantes. Estdo envolvidos em processos
de aprendizagem, memodria e tomada de decisbes, onde selecionam acdes
adequadas de acordo com o contexto (GAMBARYAN e SARKISYAN, 1983;
PHILLIPS e CARR, 1987; GRAYBIEL, 1995; MIDDLETON e STRICK, 2000;
PACKARD e KNOWLTON, 2002; SEGER, 2006; DOYON, et al., 2009;
HELMICH, et al., 2009; FOERDE e SHOHAMY, 2011). Também estdo
envolvidos com aspectos motivacionais e emocionais (KELLEY, 2004,
KELLEY, et al., 2005; REDGRAVE, et al., 2008; REDGRAVE, et al., 2011; DA
CUNHA; et al., 2012; BALDO, et al., 2013).

Pacientes com doenca de Parkinson (BOWERS, et al., 2006; KIRSCH-
DARROW, et al, 2006;. OGURU, et al, 2010; MATSUI, et al, 2013,
YAMANISHI, et al., 2013; GARCIA-RUIZ, et al., 2014) ou doeng¢a de Huntington
(JOEL, 2001; PARADISO, 2008; AZIZ, et al., 2010; NOVAK, et al., 2012;
HARRINGTON, et al, 2014), além de apresentarem disturbios motores,
também apresentam déficits cognitivos, como problemas de aprendizagem e
memaria, alteragdes motivacionais e emocionais. Além disso, os nucleos da
base estdo envolvidos em outros disturbios, como o transtorno do déficit de
atencédo e hiperatividade (SCHNEIDER, et al., 2006; EMOND, et al., 2009;
DURSTON, et al., 2011; PASSAROTTI E PAVULURI, 2011; LEISMAN, et al.,
2014), a esquizofrenia (WALTZ, et al., 2009; HARVEY, et al., 2010; GRADIN, et
al.,, 2011; STRAUSS, et al.,, 2014; DIWADKAR, et al., 2014) e a adicdo a
drogas (ROBINSON e BERRIDGE, 2000; VETULANI, 2001; CHAO e
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NESTLER, 2004; NESTLER, 2005; VOLLSTADT-KLEIN, et al., 2010; CHEN
et al., 2011; EVERITT e ROBBINS, 2013).

Mas como os nucleos da base podem estar envolvidos em tantas
funcdes encefélicas, tantos distlrbios? Eles contam com o auxilio de um
complexo circuito que integra informagdes motoras, sensoriais, motivacionais e
emocionais vindas dos coOrtices motor, sensorial, associativo e limbico
(BALLEINE et al., 2009, MIYACHI, 2009; REDGRAVE, et al, 2011). Veremos

agora como os nucleos da base funcionam.

1.1. FUNCIONAMENTO DOS NUCLEOS DA BASE

1.1.1. O CIRCUITO CORTICO-ESTRIATAL

O corpo estriado, assim chamado por causa dos axénios que o cruzam
lhe dando um aspecto estriado, recebe amplas proje¢cdes glutamatérgicas de
todas as areas corticais, atuando, portanto, como a principal porta de entrada
dos nucleos da base (HABER e CALZAVARA, 2009; CHAKRAVARTHY, et al.,
2010). Os principais alvos das projecfes cortico-estriatais SA40 0s neurdnios
GABAérgicos do estriado conhecidos como neurbnios espinhosos médios
(MSNSs, do inglés medium spiny neurons) por causa dos espinhos presentes
em seus dendritos. Estes neurbnios constituem aproximadamente 95% da
populacdo neuronal do estriado (CALABRESI, et al., 2007). Suas extensas
arborizacGes formam sinapses com interneurénios do estriado e com neurénios
aferentes provenientes do coértex, do talamo e mesencéfalo. Cada MSN recebe
projecdes convergentes de multiplas areas corticais. Além disso, alguns inputs
corticais se projetam para interneurdnios do estriado (aproximadamente 5% de
sua populacéo), os quais fazem sinapse com centenas de MSNs. Os neurénios
corticais também se projetam diretamente para o ndcleo subtalamico, na
chamada via hiperdireta (AGLIOTI, 1997; TISCH, et al., 2004; CRITTENDEN e
GRAYBIEL, 2011; GERFEN e SURMEIER, 2011; UNAL, et al., 2011).

Os interneurdnios estriatais podem ser colinérgicos ou GABAérgicos. Os
interneurénios colinérgicos coexpressam receptores dopaminérgicos D2
(receptor acoplado as proteinas Gi/Go, que quando ativas, inibem a enzima

adenilil ciclase e ativam a abertura de canais de potassio, respectivamente,
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levando a inibicdo do neurénio) e D5 (receptor acoplado a proteina Gs, a qual
possui um efeito excitatorio sobre a enzima adenilil-ciclase e, portanto, ativa o
neurbnio) e modulam os neurénios espinhosos médios por meio de receptores
muscarinicos M2 e M4 (receptor acoplado as proteinas Gi/Go, que quando
ativas, inibem a enzima adenilil ciclase e ativam a abertura de canais de
potassio, respectivamente, levando a inibicdo do neurénio) (BERGSON, et al.,
1995; HERSCH et al., 1995; YAN e SURMEIER, 1996; ADLER, et al., 2013).
Os interneurdnios colinérgicos sdo conhecidos como neurdnios tonicamente
ativos ou TANs (Tonically active neurons) e disparam espontaneamente em
baixa frequéncia, de 2-10 Hz (GRAYBIEL, et al., 1994). Os interneurdnios
GABAérgicos sdo ainda divididos em GABAérgicos que expressam
parvalbumina, GABAérgicos que expressam calretinina e GABAérgicos que
expressam 6xido nitrico ou neuropeptideo Y (GERFEN e SURMEIER, 2011).
Os interneurbnios que expressam parvalbumina sdo conhecidos como
neurénios de disparo rapido ou FSls (Fast-spiking interneurons) e disparam em
frequéncias de 200-300 Hz (TEPPER e BOLAM, 2004; HUMPHRIES, et al.,
2010; ADLER, et al., 2013).

Uma vez processada no estriado, a informacdo é enviada para as
estacdes de saida dos nucleos da base, que sdo a SNr e o Gpi, por meio das
projecdes dos MSNs, as quais constituem as chamadas vias direta e indireta.
(OBESO, et al.,, 2008; DA CUNHA, et al.,, 2009; CHAKRAVARTHY, et al.,
2010; CRITTENDEN e GRAYBIEL, 2011; DA CUNHA et al., 2012). A via direta,
também conhecida como via estriatonigral (NAKANO, 2000; KREITZER e
MALENKA, 2008), projeta axbnios diretamente para os nucleos da SNr e do
Gpi, os quais possuem neurbnios GABAérgicos que, quando ativos, inibem
tonicamente os nucleos motores do talamo. Desta forma, quando a via direta
esta ativa, ha a inibicdo do GPi e da SNr, os quais, por sua vez, deixam de
inibir o tadlamo. Uma vez ativos, 0s neurbnios talamicos, que s&o
glutamatérgicos, ativam o cortex frontal facilitando a selegdo e execugdo de
uma determinada acdo. Por outro lado, os neurénios da via indireta, também
conhecida como via estriatopalidal (NAKANO, 2000; KREITZER e MALENKA,
2008), projetam-se somente para o Gpe, que também possui neurdnios
GABAérgicos. Quando ativo, o GPe inibe tonicamente a SNr e o Gpi, que por

sua vez, deixam de inibir os nlcleos motores do tdlamo. Assim, a via indireta,
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por meio da inibicAo do GPe, desinibe 0 GPi e a SNr, os quais inibem os
ndcleos motores do talamo, dificultando a selecdo e execucdo de uma acao
(AGLIOTI, 1997; HERRERO, et al., 2002; GROENEWEGEN, 2003; SEGER,
2006; KREITZER e MALENKA, 2008; GRAHN, et al.,, 2009; SMITH, et al.,
2009). Além disso, os neurdnios do Gpe também se projetam para STN
inibindo-o. O STN, o qual possui neurdnios glutamatérgicos, envia projecdes
para o Gpe, SNr e Gpi. Assim, a via indireta forma um circuito multissinaptico
entre o estriado e 0s nucleos de saida dos nucleos da base. Nicola (2007)
propde que o nucleo accumbens possui um circuito semelhante ao descrito
acima (pertencentes ao estriado dorsal), com via direta e indireta se projetando
para o palido ventral, o qual esta inibindo tonicamente o talamo. Quando
desinibido, o tadlamo ativa o coértex facilitando a selecao de acdes. Portanto, a
atividade de diferentes regides do neocértex afeta a atividade dos nucleos da
base, que, por sua vez, modulam o funcionamento do cortex frontal. (DELONG
e WICHMANN, 2007; DELONG e WICHMANN, 2010; GERFEN e SURMEIER,
2011).

Como vimos acima, de acordo com o modelo classico do funcionamento
dos nucleos da base, a ativagcdo da via direta facilitaria a execu¢cdo de um
movimento e a ativacdo da via indireta inibiria a execugdo de movimento.
Entretanto, Cui, et al. (2013), por meio de técnicas de optogenética,
observaram que ambas as vias (direta e indireta) estdo ativas simultaneamente
durante a iniciacdo de uma acdo motora, estando, provavelmente, a via direta
selecionando a acao apropriada e a via indireta inibindo as acées concorrentes
(DA CUNHA et al., 2009).

Surmeier (2013) propde a metafora segundo a qual os nucleos da base
atuam como um “conselheiro confiavel”’, ajudando-nos a decidir o que fazer
frente a uma escolha. Para exercer tal papel, os mesmos contariam com a
ajuda das vias direta e indireta que estariam ativas ao mesmo tempo. Uma vez
ativa, a via direta favoreceria a escolha de uma acdo com um resultado prévio
positivo e a via indireta, também ativa, aconselharia contra a execucao de uma
acao que teve previamente um resultado negativo. Estas recomendacdes sao
entdo passadas, via talamo, ao cOrtex motor que, por sua vez ativa o programa

motor que ird orquestrar a execucao desta acao.
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1.1.2. MODULACAO DOPAMINERGICA DO CIRCUITO CORTICO-
ESTRIATAL

SNc e VTA projetam-se para o0 corpo estriado, excercendo importantes
modulagdes no circuito cortico-estriatal. A SNc € um nucleo distinto da SNr, a
maior parte das suas células sdo dopaminérgicas (NAIR-ROBERTS, et al.,
2008; YAMAGUCHI, et al., 2013). Os neurdnios da SNc de humanos possuem
um pigmento escuro denominado neuromelanina que com idade acumula-se
nos corpos celulares dos neurbnios dopaminérgicos ocasionando uma
coloracdo escura, caracteristica esta que deu origem ao nome da estrutura
(FARALDI, et al., 1994; YOUDIM, et al., 1994, ZECCA, et al., 2001; ZECCA, et
al., 2003). Os neurdnios dopaminérgicos da SNc projetam-se, principalmente,
para o estriado dorsal e os da VTA, principalmente, para o estriado ventral
(para uma revisdo veja IKEMOTO, 2007; BJORKLUND E DUNNETT, 2007). A
dopamina, liberada pelos neurénios dopaminérgicos da SNc e VTA, modula a
plasticidade sinaptica cortico-estriatal por meio de duas classes de receptores
acoplados a proteina G: do tipo D1 (D1 e Ds) e do tipo D, (D2, D3 e Dy). Os
receptores do tipo D; ativam as proteinas Gs e Gor que etimulam a enzima
adenilil-ciclase, aumentando os niveis de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), os quais ativam a proteina quinase dependente de AMPc (PKA). A
PKA ativa diversos alvos celulares, tais como canais ibnicos voltagem-
dependentes e fatores de transcricdo. Os receptores do tipo D2 inibem a
enzima adenilil-ciclase, diminuindo os niveis de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), levando a uma reducédo nos niveis de célcio intracelular, tendo efeitos
inibitérios no circuito cortico-estriatal (JACKSON e WESTLIND-DANIELSSON,
1994; BEAULIEU e GAINETDINOV, 2011).

Os neurbnios dopaminérgicos estimulam a via direta por meio de
receptores do tipo D;, e inibem a via indireta, por meio de receptores do tipo D,
e, portanto, modulam todo o circuito cortico-estriatal. Ambas as a¢des resultam
em uma modulagéo positiva que facilita a execu¢do de um movimento, 0 que
vale dizer, a dopamina €é pro-movimento (DA CUNHA, et al, 2009;
NISHIZAWA, et al., 2012). Em condicdes de repouso, os MSNs estdo
hiperpolarizados (aproximadamente -90 mV) devido a atividade de canais

retificadores de potassio que estao constitutivamente ativos, isto € conhecido
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como “down state”. Um aumento na atividade dos neurdnios cortico-estriatais
de forma convergente despolariza os MSNs para um estado conhecido como
‘up state”. Neste momento, inputs (entradas) excitatorios adicionais,
provenientes de neurdnios dopaminérgicos, facilitam, através de receptores do
tipo D1 na via direta, ou inibem, através do receptor do tipo D, na via indireta, o
fortalecimento de sinapses cértico-estriatais promovendo ou nao o disaparo
dos MSNs (CALABRESI, et al., 1996; TEPPER, e BOLAM, 2004; GERFEN e
SURMEIER, 2011).

O papel da dopamina na modulacdo da atividade cortico-estriatal parece
ser muito mais complexo. Além de ser importante na modulagdo da atividade
cértico-estriatal do momento, a dopamina também apresenta um papel crucial
na plasticidade sinaptica cortico-estriatal a longo-prazo, por meio de processos
conhecidos como pontenciacéo e depresséo a longo-prazo (CALABRESI, et al.,
2007). Na potenciagdo a longo-prazo (LTP), neurbnios cortico-estriatais que
disparam de forma sincronica, com uma grande ativagdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, fortalecem suas sinapses por meio da sintese
de novas proteinas e insercao de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA na
membrana neuronal pds-sinaptica. Por outro lado, na depresséao a longo-prazo
(LTD), neurbnios cortico-estriatais que disparam fora de sincronia, portanto,
com fraca ativacdo de receptores do tipo NMDA, levam a internalizacdo de
receptores do tipo AMPA da membrana neuronal pdés-sinaptica e ao
enfraguecimento de suas sinapses (SIEGELBAUM e KANDEL, 1991; BEAR e
MALENKA, 1994; STANTON, 1996; CALBRESI, et al., 1996; CALABRESI, et
al., 2000; CENTONZE, et al.,, 2001; MALENKA e BEAR, 2004). Segundo
Calabresi, et al., 2007, no momento “down state” dos MSNs a dopamina facilita
a LTD nas sinapses cortico-estriatais, através da ativacdo de ambos os
receptores D1 e D2, equanto que no momento “up state” dos MSNs a
dopamina facilita a LTP, através da ativacao do receptor D1.

Estudos eletrofisiologicos e farmacologicos mostram que a lesdo da SNc
de ratos com 6-hidroxidopamina leva ao desaparecimento tanto da LTP
(CENTONZE, et al.,, 1999) quanto da LTD (CALABRESI, et al, 1992a;
CALABRESI, et al., 1992b) nas sinapses cortico-estriatais, o que demonstra o
papel critico da dopamina nestes processos. Além disso, Centonze, et al.,

2004, mostraram que a administracdo cronica, mas nao aguda, do antagonista



18

de receptores D2 haloperidol promove a LTP. Vale destacar que esta
modulacdo dopaminérgica da plasticidade sinaptica cértico-estriatal ocorre em
conjunto com outros neuromoduladores, como a acetilcolina, o éxido nitrico e
0os endocanabindides (para uma revisdo veja CALABRESI, et al.,, 2007;
SERGEEVA, et al., 2007; LERNER e KREITZER, 2011; LOVINGER, 2012).
Estas alteracdes sinapticas duradouras (LTP e LTD) sao importantes para que
as experiéncias possam moldar o nosso comportamento, tornando-o adequado
de acordo com o contexto ambiental, e isto acontece por meio de processos
chamados de aprendizagem e memoéria (SIEGELBAUM e KANDEL, 1991,
MALENKA e BEAR, 2004; CALABRESI, et al., 2007; KIM, et al., 2013).

Os nucleos da base desempenham um importante papel na
aprendizagem associativa de procedimentos, a qual é dividida nos chamados
condicionamentos classico (Pavloviano) e instrumental (operante). A seguir

ambas as formas de condicionamento serao discutidas.

1.2. APRENDIZAGEM  ASSOCIATIVA: OS CONDICIONAMENTOS
CLASSICO E INSTRUMENTAL

Segundo Domjan (2010), a aprendizagem pode ser definida como uma
“‘mudancga duradoura nos mecanismos que controlam o comportamento, a qual
€ desencadeada por estimulos ou respostas especificas e que é resultado da
experiéncia prévia com estes estimulos e respostas ou com outros similares”. A
mesma esta relacionada com processos reguladores basicos essenciais a
homeostase, tais como a alimentacdo, a respiragdo, a regulagcdo da
temperatura e a autoprotecdo (VASCONCELOQOS, et al.,, 2002, SMEETS, et al.,
2012; SCHNEIDER, 2014).

Determinados objetos e eventos no ambiente sdo motivacionalmente
relevantes por sua importancia sobre o bem-estar, sobrevivéncia e reproducao.
Um objeto ambiental pode ser apetitivo (recompensa) ou aversivo (puni¢ao). As
recompensas levam a aproximacdo e ao comportamento consumatorio, a
estados motivacionais positivos, sensacao de prazer (objetos ou eventos com
valores hedbnicos) e aumentam a intensidade do comportamento que levou a
estes objetos ou eventos. Por outro lado, objetos ou eventos aversivos levam a

estados motivacionais negativos, estados emocionais de raiva, medo e panico.
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Estes levam a comportamentos de esquiva, que tem como objetivo evitar
maiores danos ao organismo ameacando sua sobrevivéncia e perpetuacao da
espécie (BALLEINE & DICKINSON, 1998; SCHULTZ, 1998; HOWER, et al.,
2001; BERRIDGE e KRINGELBACH, 2013).

Tradicionalmente, a aprendizagem associativa apetitiva ou aversiva, a
gual envolve aprendizagem de que determinados eventos no ambiente estdo
relacionados, tem sido estudada a partir dos condicionamentos classico e
instrumental (MITCHELL, et. al, 2009). No condicionamento classico,
descoberto e caracterizado em cées pelo fisiologista russo lvan Pavilov (1927)
(MAREN, 2001; MITCHELL, et al.,, 2009), ha a associ¢cdo entre um estimulo
incondicionado (US, do inglés unconditioned stimulus), o qual elicita uma
reposta particular (sem ser esta treinada previamente), com um outro estimulo,
inicialmente neutro (o qual ndo elicita resposta alguma), mas que, depois da
associacao, ira elicitar uma resposta similar aquela produzida pelo estimulo
incondicionado. Este segundo estimulo € conhecido como condicionado (CS,
do inglés conditioned stimulus (GEWIRTZ e DAVIS, 2000; HOUWER, et al.,
2001; DOMJAN, 2010; MITCHELL, et al., 2009; DICKINSON, 2012; DARVAS,
et al.,, 2014). Por exemplo, um estimulo incondicionado, comida ou choque,
gera naturalmente uma resposta de aproximacdo e sensacao de prazer ou de
medo e esquiva, respectivamente (KIM e JUNG, 2006; HOUWER, 2007,
LESAINT, et al.,, 2014). A resposta a estes US podem ser transferidas para o
CS (pistas visuais, tateis, sonoras) por meio de um treinamento (aprendizagem
associativa), de forma que este por si s6O desencadeia as repostas de
aproximacao ou esquiva, por exemplo (PEARCE e BOUTON, 2001; MAREN,
2005; DOMJAN, 2005). Vale ressaltar que no condicionamento classico a
resposta incondicionada e a resposta condicionada independem das a¢des do
sujeito.

Por outro lado, no condicionamento instrumental o resultado depende
das acdes do sujeito. Assim, 0 sujeito apresenta comportamentos particulares
com a finalidade de obter consequéncias agradaveis por meio de tais
comportamentos ou evitar aquelas que sao desagradaveis (DA CUNHA, et al.,
2009; BROMBERG-MARTIN, 2010; DA CUNHA, et al., 2012; WENDLER, et al.,
2014). Ha trés eventos envolvidos na aprendizagem instrumental: o estimulo do

contexto, a resposta instrumental e a consequéncia da resposta (BALLEINE, et
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al., 2009; SHIFLETT, et al., 2010). O psic6logo norte-americano Edward Lee
Thorndike (1911), primeiro a propor a teoria do condicionamento instrumental,
defendia hip6tese de associacao entre estimulo e resposta. Com base em seus
experimentos Thorndike formulou a chamada “lei do efeito” a qual diz que se
uma resposta dada na presenca de um estimulo € seguida de um evento
agradavel, a associacado entre estimulo e resposta é fortalecida. Todavia, se a
resposta é seguida de um evento desagradavel, a associacao é enfraquecida
(CATANIA, 1999; Nevin, 1999; BEELER, 2012; DA CUNHA, et al., 2012).
Outro pesquisador com importante participacdo no estudo do condicionamento
instrumental foi o psicélogo Burrhus Frederic Skinner (1938), o qual propunha,
diferentemente de Thorndike, a hipétese de associacdo entre resposta e
consequéncia. Caso a resposta levasse a uma consequéncia agradavel,
haveria o fortalecimento daquela resposta. Mas, se a consequéncia fosse
desagradavel, haveria o enfraquecimento da respostas (AMSEL, 1992,
BALLEINE & DICKINSON, 1998; BALLEINE, et al., 2009). O condicionamento
instrumental € dividido em dois sistemas: o mecanismo de habito estimulo-
resposta e acao direcionada a um objetivo, os quais envolvem duas formas de
aprendizagem. No primeiro, a relacdo de contingencia é entre o estimulo e a
resposta, o que € conhecido como habito, enquanto no segundo, esta relacao €
entre uma agcdo e as consequéncias que derivam dela, o que conhecido como
acao direcionada a um objetivo (BALLEINE & DICKINSON, 1998; BALLEINE,
et al., 2009)

Sabe-se que o condicionamento classico € dependente do estriado
ventral (DI CHIARA, et al., 2004; DAY, et al., 2006; DAY, et al., 2007; DAY e
CARELLI, 2007; BRADFIELD e MCNALLY, 2010; SAUNDERS e ROBINSON,
2012; WENDLER, et al., 2014). Por exemplo, Saunders e Robinson (2012),
mostraram que a administracdo do antagonista dopaminérgico flupentixol no
ndcleo accumbens prejudicou a expressdo de respostas pavlovianas
condicionadas. Wendler, et al. (2014), demonstraram que ratos com lesédo do
ndcleo accumbens apresentam déficits no condicionamento Pavloviano de
medo. Além disso, o estriado dorsal também parece desempenhar um
importante papel no condicionamento Pavloviano aversivo. White e Salinas
(2003), mostraram que infusdo de D-anfetamina no estriado dorsal aumenta o

congelamento condicionado (conhecido em inglés como “freezing”) ao contexto
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e a som na esquiva ativa. Com relacdo ao condicionamento instrumental,
estudos mostram que este € dependente do estriado dorsal. Evidéncias
indicam que a aprendizagem de habitos (associacdo estimulo-resposta) €
dependente do estriado dorsolateral (BALLEINE e O’DOHERTY, 2010;
DEVAN, et al., 2011; TRICOMI, et al., 2009; YIN, et al., 2004) e que a acéao
direcionada a um objetivo é dependente do estriado dorso-medial (BALLEINE,
et al., 2009; YIN, et al., 2005; SHIFLETT, et al., 2010).

Em nossos experimentos, utilizamos o condicionamento classico
(Pavloviano) como protocolo. Nas tarefas, os ratos tinham que fazer durante o
treinamento a associacdo entre um estimulo incondicionado (pellets de
sacarose ou de quinino) e um estimulo condicionado (pistas tateis e visuais).
No dia do teste os ratos tinham que usar esta aprendizagem associativa para
se aproximar ou evitar determinado ambiente, dependendo se o0 mesmo era
apetitivo ou aversivo (expressdo do condicionamento classico). No proximo
topico sera discutida a importancia da dopamina para a aprendizagem e

memoéria de procedimentos.

1.3. DOPAMINA: APRENDIZAGEM E MEMORIA DE PROCEDIMENTOS

A via nigro-estriatal foi ha mais de 50 anos identificada como sendo
importante para a execucdo de fungcdes motoras (EHRINGER e
HORNYKIEWICZ, 1960). Entretanto, corpo crescente de evidéncias mostra que
a dopamina também desempenha um importante papel na aquisicdo de
memorias de procedimentos (aquelas relacionadas com as habilidades motoras
e executivas necessarias para realizar uma ac¢éo). Pacientes com a doenca de
Parkinson, que apresentam uma perda severa de dopamina na substancia
negra pars compacta, como vimos, apresentam, além de déficits motores,
deéficits de memorias de procedimentos e de fungbes executivas (FOERDE e
SHOHAMY, 2011; GRAHN, et al., 2009; MYERS, et al. 2003). O papel da
dopamina na aprendizagem também tem sido confirmado a partir da
experimentacdo animal (SCHULTZ, 1998; DA CUNHA et al., 2001; GEVAERD
et al., 2001a; GEVAERD et al., 2001b; DA CUNHA, et al., 2009; BROMBERG-
MARTIN, et al., 2010; DA CUNHA, et al., 2012; DOMBROWSKI, et al., 2013;
SCHULTZ, 2013, DARVAS, et al., 2014). Além disso, é importante ressaltar
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gue, como vimos acima na descricdo da modulagcdo dopaminérgica do circuito
coértico-estriatal, a VTA também desempenha um importante papel na
aprendizagem e memoria de procedimentos (DAY, et al., 2007; FIELDS, et al.,
2007; IKEMOTO, 2007; REDGRAVE, et al., 2008; STEINBERG, et al., 2013;
STEINGBERG, et al.,, 2014).

Como vimos, projecdes dopaminérgicas da SNc e VTA liberam
dopamina no corpo estriado. Esta liberacdo pode ocorrer em dois padrdes:
liberacdo ténica ou fasica (REDGRAVE, et al., 2008; DREYER, et al., 2010;
DREYER e HOUNSGAARD, 2013). Na forma tbnica, a dopamina é liberada em
niveis basais de forma constante, a qual é vital para o funcionamento normal
dos circuitos neurais. A liberacdo tdnica de dopamina controla os niveis de
excitabilidade dos neurdnios dopaminérgicos, o que vale dizer, sua taxa de
disparo, por meio de autoreceptores somatodendriticos. Essa liberacdo tdnica
parece estar envolvida no comportamento apetitivo e motor, mas isso nao esta
muito claro (GRACE, 1991; GRACE, 1995; HAUBER, 2010; DREYER e
HOUNSGAARD, 2013). J4 na forma fasica, os neurbnios dopaminérgicos
aumentam ou diminuem drasticamente a sua taxa de disparo, causando
grandes mudancas na concentracdo de dopamina no estriado por alguns
milisegundos. A liberacdo fasica de dopamina é desencadeada por muitos
estimulos incondicionados gratificantes, quando eles sdo melhores que o
esperado (SCHULTZ, et al.,, 1997; SCHULTZ, 1998; SCHULTZ, 2007), e é
crucial para os processos de aprendizagem e memoria mediados pela LTP e
LTD (CALABRESI, 2007, REDGRAVE, et al., 2008). Nesse contexto, altas
taxas de dopamina estimulam comportamentos que levaram a resultados bem
sucedidos, por fortalecer sinapses cortico-estriatais na via direta por meio da
LTP. Por outro lado, ocorre uma inibicdo fasica na liberacdo de dopamina
decorrente de acdes motoras que tiveram uma consequéncia aversiva ou uma
gratificacdo menor do que a esperada. Nesse caso, baixas taxas de dopamina
enfraguecem sinapses entre neurdnios cortico-estriatais da via direta que
iniciam a acao que resultou na consequéncia aversiva, e iSS0O ocorre por meio
da LTD. Ocorre o oposto na via indireta: altas concentracdes de dopamina
enfraquecem as sinapses cortico-estriatais através da LTD, e baixas
concentracdes fortalecem sinapses cortico-estriatais relacionadas a acao que a
precedeu por meio da LTP. (BROMBERG-MARTIN, et al., 2010; HIKIDA, et al.,
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2010; SCHULTZ, 1998; SCHULTZ, 2010). Apés a aprendizagem da relacéo
entre um estimulo condicionado e uma consequéncia gratificante a liberacao
fasica de dopamina é antecipada para 0 momento da apresentacédo do estimulo
condicionado (SCHULTZ, 2007). Ocorre também a liberacdo fasica de
dopamina frente a estimulos com alta saliéncia motivacional, sejam eles
apetitivos ou aversivos (MATSUMOTO e HIKOSAKA, 2009). Nestes dois
Ultimos casos, a alta liberacdo de dopamina aumenta a motivacdo do sujeito
para apresentar a resposta motora apropriada ao estimulo condicionado
(MIRENOWICZ e SCHULTZ, 1996; SCHULTZ, 1998; IKEMOTO, 2007;
SCHULTZ, 2007; BROMBERG-MARTIN, et al., 2010; HIKIDA, et al., 2010;
SCHULTZ, 2010; DA CUNHA, et al., 2012; SHULTZ, 2013).

O papel da dopamina em processos de aprendizagem e memdria parece
ser muito mais complexo. Técnicas eletrofisiolégicas, farmacologicas e
eletroquimicas mostram que ha diferentes populagbes de neurdnios
dopaminérgicos tanto na SNc quanto na VTA. Tem-se tornado cada vez mais
evidente que uma subpopulacédo de neurdnios dopaminérgicos também dispara
fasicamente em resposta a estimulos aversivos ou pistas ligadas a eles, os
guais desempenham um importante papel na aprendizagem aversiva. Chiodo
et. al. (1980) encontraram duas populacdo de neurbnios na SNc, as quais
chamaram de tipo A e tipo B. A populacdo do tipo A (mais posterior) disparava
fasicamente em resposta a estimulos aversivos (pressédo da cauda, flashes de
luz, jatos de ar no focinho, ar saturado de hidroxido de aménio), enquanto a
populacdo B (mais anterior) era inibida por estes estimulos. Além disso,
também encontraram estas duas populacdes na VTA. Shepard e German
(1988) também encontraram diferentes padrdes de disparos nas partes anterior
e posterior da SNc.

Em adicdo a estas descobertas, Mirenowicz e Schultz (1996)
encontraram diferentes padroes de disparo dos neurbnios dopaminérgicos em
resposta a um estimulo apetitivo (suco de macé) e a estimulos aversivos (jatos
de ar na face e salina hipertbnica). Uma das populacdes de neurbnios
dopaminérgicos, localizada dorsolateralmente na SNc, disparava frente aos
estimulos aversivos. Mais recentemente, Matsumoto e Hikosaka (2009),
também demonstraram a existéncia de diferentes populacdes de neurdnios

dopaminérgicos. Uma das populacdes, localizada na SNc ventromedial e na
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parte lateral da VTA foi excitada por um estimulo apetitivo (suco de maca) e
inibida por um estimulo aversivo (jatos de ar na face). Por outro lado, a outra
populacéo, localizada dorsolateralmente na SNc e ventralmente na VTA foi
excitada tanto por eventos de recompensa quanto por eventos aversivos. Em
consonancia com estes achados, ou seja, de que had duas populacbes de
neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo, Budying et. al., 2012, utilizando
voltametria ciclica de escaneamento rapido, também demonstraram que ha
liberacdo de dopamina no estriado dorsal de ratos (amplamente inervado pela
SNc) apés o pincamento de sua cauda.

Estudos realizados em nosso laboratério, com as neurotoxinas 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-OHDA), mostram
gue a SNc de fato desempenha um importante papel na aprendizagem
aversiva. Ratos com lesdo da SNc por MPTP apresentam déficits de
aprendizagem e memoria na esquiva ativa de duas vias (GEVAERD, et al.,
2001a e GEVAERD, et al., 2001b; DOMBROWSKI, et al., 2013) e no labirinto
aquatico de Morris (MIYOSHI, et al.,, 2001). Ferro, et al., 2005 também
mostraram que ratos com lesdo da SNc por MPTP ou 6-OHDA apresentam
déficits no labirinto aquatico de Morris.

Com base nestes achados, de liberagdo fasica de dopamina em
resposta tanto a estimulos apetitivos quanto aversivos, bem como da
importancia da dopamina nigro-estriatal para a aprendizagem associativa
aversiva, decidimos testar neste trabalho a importancia dos neurénios
dopaminérgicos da SNc para a aprendizagem associativa envolvendo
estimulos apetitivos (sacarose) e aversivos (quinino), e se as mesmas sao

afetadas de maneira similar pelas neurotoxinas MPTP e 6-OHDA.

2- OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar se o condicionamento classico envolvendo estimulos apetitivos
(sacarose) e aversivos (quinino) depende dos neurdnios dopaminérgicos da

substancia negra pars compacta sensiveis ao MPTP e a 6-OHDA.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar se ratos tratados com MPTP ou 6-ODHA apresentam déficits de

condicionamento Pavloviano de lugar com sacarose.

2. Testar se ratos tratados com MPTP ou 6-ODHA apresentam déficits de

condicionamento Pavloviano de lugar com quinino.

3. ARTIGO CIENTIFICO

Os materiais, métodos e resultados do trabalho encontram-se no artigo

cientifico a seguir.
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Abstract

Recent evidence suggests that subpopulations of midbrain dopamine (DA)
neurons play different roles in motivational and associative learning for rewarding and
aversive stimuli. Here, we show that partial bilateral lesions of DA neurons in the rat
substantia nigra pars compacta (SNc) induced by intranigral infusion of 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP, 200 pg/side) or 6-hydroxydopamine (6-
OHDA, 3 ug/side) impaired conditioned place aversion (CPA) without affecting
conditioned place preference (CPP). Control experiments demonstrated that this
effect was not due to motor deficits or reduced motivation to consume sucrose or
avoid quinine pellets. The neurotoxin treatments resulted in the loss of nearly 70% of
DA neurons in anterior and posterior SNc and reductions in striatal DA which were
similar in the MPTP- and 6-OHDA-lesioned rats. No significant loss of DA neurons
was observed in the ventral tegmental area. Overall, these data suggest that: (i) there
is a subpopulation of DA neurons in the SNc that is needed for aversive-guided, but
not reward-guided learning; (ii) such neurons are sensitive to the toxic effects of
MPTP and 6-OHDA, which makes these neurotoxins good tools to tease apart these
DA neuron subpopulations. This finding has important implications in basic and
applied research of Parkinson’s disease, addiction, learning and memory, and other

functions and conditions involving striatal DA.
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neostriatum.
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Introduction

Strong evidence exists that dopamine (DA) release in the striatum by neurons
of the substantia nigra pars compacta (SNc) and the ventral tegmental area (VTA) is
critical to associative learning (Schultz, 1997; Da Cunha, et al., 2009; Niv, 2009;
Bromberg-Martin et al., 2010; Da Cunha, et al., 2012; Fiorillo, et al., 2013; Schultz,
2013; Lak, et al., 2014). Recent studies show that two subpopulations of DA neurons
exist in both the VTA and SNc: one responding with phasic activation to unexpected
rewarding stimuli and with phasic inhibition to aversive stimuli; and the other
responding with phasic activation to both rewarding and aversive stimuli (Ljungberg et
al., 1991; Mirenowicz and Schultz, 1996; Matsumoto and Hikosaka, 2009; Brischoux,
et al., 2009; Bromberg-Martin, et al., 2010; Budygin et al., 2012; Berridge, 2013). DA
neurons of both subpopulations were shown to be needed for learning and
expression of conditioned place preference (CPP) and conditioned place aversion
(CPA) (llango et al., 2014).

Here we show for the first time that the infusion of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) or 6-hydroxydopamine (6-OHDA) into the rat SNc causes
selective loss of the SNc DA neurons necessary for aversive-guided learning while
sparing the DA neurons necessary for reward-guided learning. MPTP and 6-OHDA
are the most common neurotoxins used in animal models of Parkinson’s disease. We
used neurotoxin doses known to cause cognitive deficits without motor impairments
(Da Cunha et al., 2001; Gevaerd et al., 2001a; Gevaerd et al., 2001b; Perry et al.,
2004; Bortolanza et al., 2010; Ferro, et al., 2005). Lesioned and sham-operated rats
were seqguentially tested for CPP and CPA learning. Behavioral controls showed that
the lesions did not affect locomotor functions or gustatory, hedonic responses to the
appetitive and aversive stimuli. The location and specificity of the lesions were
confirmed by tyrosine hydroxylase (TH) immunohistochemistry. High performance

liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED) showed reduced
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content of striatal DA. The results support the view that the DA neurons that are
critical for aversive-guided learning, but not those needed for reward-guided learning,

were depleted from the SNc after the infusion of MPTP or 6-OHDA.

Materials and Methods
Animals

Fifty-one adult male Wistar rats of the Universidade Federal do Parana colony
weighing 280-310 g at the beginning of the experiments were used. They were
maintained in a temperature-controlled environment (21+1 °C) on a 12/12 light/dark
cycle (lights on at 7:00 AM). Water was available ad libitum. Food (regular chow) was
available ad libitum until 3 weeks after surgery. From this period to the end of the
behavioral tests, rats were kept under food restriction to maintain 85-90% of their
free-feeding body weight (White and McDonald, 1993). Body weight and water intake
were monitored every 3 days.

All procedures were approved by the Ethical Committee for the use of animals
of Universidade Federal do Parana (protocol number 664) and conducted in
accordance with the National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals and the Brazilian law. All efforts were made in order to minimize

the number of animals and pain related to experimental procedures.

Surgery

Rats were randomly assigned to 3 groups, each with 17 animals: SHAM,
MPTP and 6-OHDA. Animals 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) and fixed in a stereotaxic frame. Next, 2 ul of saline (0.9%
NaCl), 200 pg MPTP (Sigma, dissolved in 2 pl of saline) or 3 ug 6-OHDA (Sigma,
dissolved in 2 pl of the following solution: 8.66 g NaCl, 0.205 g KCI, 0.176 g

CaCl22H20, 0.173 g MgCI26H20 and Milli-Q water sufficient to complete a final
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volume of 50 ml) was bilaterally infused into the SNc in the following coordinates: AP
-5.0 mm from bregma, ML: + 2.1 mm from midline, DV -7.7 mm from skull, with incisor
bar 3.3 mm below the interaural line (Paxinos and Watson, 2005; Dombrowski et al.,

2013).

Behavioral Procedures

In order to avoid a bias in the experiments, animals were tested for sucrose
preference before surgery. In this test, they were placed in a Plexiglas cage for 3
consecutive days with 10 sucrose pellets each day. In the first day, animals had 15
min to eat the pellets, 10 min on the second day, and 5 min on the last day (adapted
from Torras, et al.,, 2005). Animals that were not excluded in this first test (i.e.,
because they ate the 10 pellets in the 3 days of test) were also given an exploratory
session in the CPP/CPA apparatus in order to check for a priori preference for either
of the 2 test compartments. In this test, animals could explore the CPP/CPA
apparatus for 10 min. Animals that spent 6 min or more in a single compartment were
excluded from the experiments. At the end of the experimental analyses, because
animals were lost during or after surgical procedures, or due to insufficient lesions
(<70% dopamine loss), the final group numbers for the open field, CPP, and CPA
tests were: SHAM (n = 12), MPTP (n = 7) and 6-OHDA (n= 9). Unconditioned
responses to sucrose and quinine were: SHAM (n = 5), MPTP (n = 4) and 6-OHDA (n
=4).

The open field test started 27 days after surgery. Each animal was allowed to
freely explore an open field for 5 min. The field was a circular arena (100 cm diameter
x 45 cm height) with concentric lines equally dividing the arena in 18 areas. The
number of times the animal crossed the lines, the number of rears, and the number of
grooming episodes were scored.

The CPP and CPA apparatus was a 3-compartment wooden box: two lateral

compartments (each 40 in length x 22 in width x 30 in height) and a central
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compartment (10 in length x 22 in width x 30 in height) separated by removable
dividers (adapted from Lonstein and Fleming, 2002). The lateral compartment (the
right) had tactile (textured glass floor) and visual cues (vertical stripes) and was
considered appetitive (CPP) or aversive (CPA) depending on the type of pellet
(sucrose or quinine). The left lateral compartment had a smooth floor and a different
visual cue (horizontal stripes) and was considered neutral because it was always
empty during CPP or CPA sessions or tests. CPP training started on the 28th day
after surgery and continued for 6 days, followed by 1 testing day, then 6 days of
extinction, and an additional testing day. CPA training started 42 days after surgery
and was followed by 6 training days and 1 testing day. During this period, only one
session per day was carried out. In the CPP training sessions each rat was confined
for 20 min in the right (appetitive) compartment and, immediately after, confined for
20 min in the left (neutral) compartment. The appetitive compartment had 10 sucrose
pellets (70 mg/pellet) and the neutral compartment was empty (no pellets). In the test
session each animal was placed in the central compartment with all doors open for 20
min; time spent in each compartment was recorded. The extinction sessions were
similar to the CPP sessions, except that both the right and left compartments were
empty (no pellets). CPA training was identical to CPP, except that in training sessions
10 quinine pellets were placed in the right (aversive) compartment instead of sucrose
pellets. The aversive pellets were made of white painted epoxy spheres, dropped in
1.5 mg/ml quinine HCI (Sigma-Aldrich) for 24 h and allowed to dry. They looked
identical to the sucrose pellets. The CPP protocol used for CPP and CPA was
adapted from White and McDonald (1993).

Different rats were used in the control experiments described next. They were
sham-operated (n = 5), MPTP (n = 4) or 6-OHDA (n = 4) SNC-lesioned. Sixteen
days after surgery for the SHAM operated group or 27 days after surgery for the
MPTP and 6-OHDA groups, unconditioned responses to sucrose and quinine pellets

were tested. Each rat was placed in a glass cylinder (20 cm diameter, 19 cm high)
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within a (50 cm long, 23.5 cm wide, and 35 cm high ) wooden box with mirrors on
the internal walls; this allowed the animal’s interaction with the pellets to be
videotaped independent of the animal’s position (adapted from Grill and Norgren,
1978). On the first day, each rat was given 5 min habituation inside the empty
cylinder. The next day the animal was returned to the cylinder with 10 sucrose pellets
on the floor. The animal was videotaped from the front and the recording time started
from the moment the animal stood with 4 paws on the floor and ended 1 min after all
pellets had been eaten. The following behaviors were scored: (i) time to pick up the
first pellet; (ii) time interacting with all pellets (elapsed time from picking up the first
pellet to finish eating the last pellet) (iii) inter-pellet intervals (elapsed time from
picking up one pellet to picking up the next pellet); (iv) total time spent eating (the
sum of the time spent only eating the 10 pellets); (v) number of rears; and (vi) number
of grooming episodes. In addition, the number of fecal boli in the cylinder was also
scored. On the 3rd day, the animals were returned to the same cylinder but with 10
quinine pellets. Because the quinine pellets could not be consumed, the following
differences were made in testing and scoring: (i) the session lasted for 20 min (the
mean length of the CPA training sessions); (ii) chewing behavior was scored instead
of eating behavior; (iii), the number of times the animal picked up the pellets was

scored instead of the number of pellets eaten.

Evaluation of the nigrostriatal lesion

After the end of the CPP and CPA tests, rats were deeply anesthetized with
ketamine/xylazin (140/10 mg/kg). The brains were quickly removed on ice and cut
with the coronal slice approximately -4.0 mm from bregma. The anterior part of the
brain was dissected to remove the striatum and stored at -80 °C for subsequent
HPLC analyses; and the posterior part was processed for TH-immunohistochemistry.
Concentrations of DA and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) in the striatum

were quantified by HPLC-ED. The striatal tissue samples were homogenized with an
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ultrasonic cell disrupter (Sonics, Newton, USA) in 0.1 M perchloric acid containing
0.02% sodium metabisulfite (Sigma), and 50 ng/ml of the internal standard 3 4-
dihydroxybenzylamine hydrobromide (Sigma). After centrifugation at 10,000 g at 4°C
for 30 min, 20 ul of the supernatant was injected in a HPLC system (Shimadzu) with a
Synergi Fusion-RP C-18 reverse-phase column (150 x 4.6 mm, 4 um particle size;
Phenomenex) and integrated with a coulometric electrochemical detector (ESA
Coulochem Ill) equipped with a working electrode set at +450 mV vs. a palladium
reference electrode (for details, see Dombrowski et al. 2013).

Midbrain samples were fixed in 4% paraformaldehyde and then cryoprotected
in a 30% sucrose solution. One of every 6 coronal slices of 40 um was collected and
incubated in primary anti-TH antibody (1:500; cat # AB152 Chemicon), then
transferred to a biotin-conjugated secondary antibody solution (1:200, cat # S-1000
Vector Laboratories); next it was transferred to an ABC system solution (cat #
PK6101, Vectastain ABC Elite kit, Vector Laboratories), and finally incubated with a
25 mg/ml 3,3’-diaminobenzidine solution. The slices were mounted on glass slides
and scanned in a motorized Axio Imager Z2 microscope (Carl Zeis) equipped with
automated scanning VSlide (MetaSystems). TH-immunoreactive neurons were
counted in all collected slices of the anterior (-4.6 to -5.2 mm from bregma) and
posterior (-5.4 to -5.9 mm from bregma) SNc and VTA as determined by the rat brain

atlas of Paxinos and Watson (2005).

Statistical analyses

Only data of animals with more than 70% striatal dopamine loss was analyzed.
Body weight, food and water intake post-surgery were analyzed by repeated
measures ANOVA. Open field test parameters were analyzed by one-way ANOVA,
except that grooming data was analyzed by Kruskal-Wallis ANOVA due to non-
normal distribution of the data. Unconditioned responses to sucrose and quinine

pellets were analyzed by Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s multiple
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comparison post-hoc test. Comparisons between groups for CPP and CPA data were
analyzed by two-way ANOVA with repeated measures followed by Bonferroni-
corrected post-hoc contrast. Number of neurons, DA and DOPAC levels were
analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni-corrected post-hoc contrasts.
Parametric data were expressed as mean £ SEM and non-parametric data as median
(25% percentile / 75% percentile). Differences were considered significant if p< 0.05.
Calculations were made with GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad

Software).

Results

The MPTP and 6-OHDA lesions did not affect food/water intake and exploratory
behaviorin an open field

Rats in the lesioned groups lost weight, ate less and drank less after surgery,
but these differences diminished over the 3 weeks of recovery and no significant
difference among groups was observed when CPP and CPA tests started (data not
shown). MPTP and 6-OHDA rats behaved the same as the SHAM animals in the
open field test. No significant difference among groups was observed for the number
of crossings in the peripheral or central areas of the arena, number of rears, or
number of grooming episodes (Table 1). Together, these results suggest that, by
three weeks after surgery, partial lesion of the rat SNc with MPTP or 6-OHDA did not
cause alterations in food/water intake, motor performance (locomotion), and anxiety

(time spent in center of open field) that could affect CPP and CPA scores.
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Table 1. Effect of the MPTP and 6-OHDA lesions on exploratory behavior in an

open field.

SHAM MPTP 6-OHDA
Crossings - lateral area ? 80.7+3.7 76.7+6.0 74.0+6.2
Crossings - central area ® 219+1.7 204+29 196+1.9
Number of rears # 165+2.2 115+28 152+0.9
Grooming ° 0.0 (0.0/1.75) 0.0 (0.0/1.0) 0.0 (0.0/0.5)

#ANOVA showed no significant differences among groups in the number of crossings
in both lateral (F (2, 25) = 0.49, p = 0.55) and central (F (2, 25) = 0.34, p = 0.69)
areas of open field or in the number of rears (F (2, 25) = 1.32, p = 0.28), expressed as
mean * SEM. °Kruskal-Wallis ANOVA showed no significant differences among
groups in the number of groomings (H(2, 25) = 1.27, p = 0.55), expressed as median

(25% percentile / 75% percentile). SHAM (n=12), MPTP (n=7), 6-OHDA (n=9).

SNc lesion induced by MPTP or 6-OHDA blocked expression of CPA but not

CPP

During the habituation session carried out before CPP and CPA training no
rats exhibited a preference for any of the compartments. This is based on the criterion
of spending no more than 6 min in any one compartment during the 15 min
habituation session (data not shown). Lesion of the SNc with MPTP or 6-OHDA did
not affect CPP learning and/or memory. As shown in Fig. 1A, rats of all groups spent
significantly more time in the appetitive compartment during the test session (F(1,25)
=73.53, p = 0.001; post-hoc: SHAM, p = 0.001; MPTP, p = 0.01; 6-OHDA, p = 0.001).

Drug treatment had a marginal general effect (F(2,25)= 3.28, p = 0.054), but the
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interaction treatment vs. time was not significant (F(2,25) = 0.90, p = 0.41). This
preference extinguished over time; after the extinction sessions no significant
differences were observed between the neutral and appetitive compartments in any
group (data not shown). On the other hand, the lesion of the SNc with MPTP or 6-
OHDA impaired CPA learning and/or memory. ANOVA showed a significant treatment
effect (F(2,25) = 4.10, p = 0.02), a non-significant neutral vs aversive compartment
effect (F(1,25)= 0.74, p = 0.40), and interaction treatment X compartment (F(2,25)=
6.75, p = 0.004) effects. Post-hoc comparisons between neutral and aversive
compartments showed that, compared to the neutral compartment, the SHAM group
(p = 0.05), but not the MPTP (p = 1.00) or 6-OHDA (p = 0.73) groups, spent

significantly less time in the aversive compartment (Fig. 1B).
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Figure 1. Effect of the SNc lesion on learning and memory of the conditioned place
preference (CPP) and conditioned place aversion (CPA) tasks. Time spent in the
compartment that was previously empty (neutral) or paired with sucrose (appetitive)
or quinine (aversive) pellets. * p < 0.05, compared to the neutral compartment. # p <
0.05, time spent in aversive compartment, compared to the SHAM group. SHAM

(n=12), MPTP (n=7), 6-OHDA (n=9).

Effects of the SNc lesion on unconditioned responses to sucrose and quinine
A control experiment was carried out with other groups of additional SHAM,

MPTP, and 6-OHDA lesioned rats in order to test whether the neurotoxin treatments
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affected hedonic responses to quinine and sucrose pellets. When access to 10
sucrose pellets was given, rats of all groups consumed all sucrose pellets. Behavioral
scores for eating sucrose pellets are shown in Table 2. 6-OHDA rats took significantly
longer than SHAM rats to start eating (H(2,10) = 7.70, p =0.03; p = 0.03, post-hoc)
and the 6-OHDA rats took more time than MPTP rats to finish eating all pellets
(H(2,20) = 7.94, p = 0.01; p = 0.01, post hoc). On the other hand, we observed no
gualitative difference in orofacial expressions (e.g., licking and tongue protrusions) of
6-OHDA, MPTP and SHAM rats after they had tasted the sucrose pellets
(observations from video, data not shown). In addition, there were no significant
differences in the inter-pellet intervals (H(2,10) = 1.94, p = 0.37) or total time
interacting with pellets (H(2,10) = 1.66, p = 0.43). Typically they took no longer than
10 s to start eating the next pellet. Compared to MPTP rats, 6-OHDA rats exhibited
significantly more grooming episodes when exposed to sucrose pellets (H(2,10) =
8.33, p = 0.01; p = 0.01, post-hoc). No significant difference among groups was
observed in the number of fecal boli (H(2,10) = 0.43, p = 0.80), suggesting that the
lesion treatment did not alter emotional responses under control of the autonomic
system.

Quinine pellet data are shown in Table 3. Initially the rats approached and
picked up the quinine pellet in the same way as they did for the sucrose pellets.
However, immediately afterward they dropped the pellet and opened the mouth
(gaping) many times even though after they were no longer manipulating the pellets.
This typical orofacial expression for aversive tastes, as shown in Fig. 2, was observed
in animals of all groups after they had tried the quinine pellets, and it was not
observed after they ate sucrose pellets. Other aspects of pellet-directed behaviors
were not different among groups as analyzed by Kruskal-Wallis ANOVA: time to start
eating 1* pellet (H (2,10) = 1.01, p = 0.60); time interacting with pellets (H (2,10) =
1.40, p = 0.49); inter-pellet interval (H(2,10) = 3.44, p = 0.17); total time spent trying

(H(2,10) = 2.40, p = 0.30); number of pellet pick-ups (H (2,10) = 2.29, p = 0.31).
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Rearing/min (H(2,10) = 4.89, p = 0.08) and fecal boli/min (H (2,10) = 1.02, p = 0.59)
were also similar across groups. The only significant difference observed was a
higher number of groomings per minute by the 6-OHDA group compared to the MPTP

group (H (2, 10) =7.98, p = 0.01; p = 0.001, post-hoc).

Table 2. Effects of SNc lesions on unconditioned responses to sucrose pellets.

SHAM MPTP 6-OHDA

Time to start eating 1* pellet (s) 47 (30/71) 121 275 (90/541) @
(86/148)

Time interacting with pellets (s) 77 (70/88) 105 96.5 (79/236)
(62/189)

Inter-pellet interval (s) 8.0 (7.3/9.5) 11.2 10.4 (8.4/25.2)
(6.5/20.6)

Total time spent eating (s) 52 (41/56) 35 (27/43) 67 (53/98)°

Number of pellet pick-ups 10 10 10

Rearings/min 5.0 (4.0/5.9) 6.0 3.3(1.6/5.3)
(4.3/8.5)

Groomings/min 0.34 0.22 1.05

(0.28/0.35) (0.04/0.47)  (0.65/2.19) °
+

Fecal boli/min 0.35(0.0/1.46) 057 0.35(0.0/1.37)

(0.23/1.15)

Data are expressed as median (25% percentile / 75% percentile). * p < 0.05,
compared to SHAM; ® p < 0.05, compared to MPTP. SHAM (n=5), MPTP (n=4), 6-

OHDA (n=4).
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Table 3. Effects of SNc lesions on unconditioned responses to quinine pellets.

SHAM MPTP 6-OHDA

Latency to pick 29 (24/48) 23 (20/80) 71 (29/91)
up 1* pellet

Time interacting 287 (186/948) 761 (445/1077) 883 (342/1086)
with pellets (s)

Inter-pellet 45 (12/69) 42 (20/48) 69 (51/79)
interval (s)

Total time spent 44 (31/144) 168 (48/201) 40 (12/76)
chewing (s)

Number of pellet 17 (8/22) 23 (11/44) 14 (6/17)
picks-ups

Rearing/min 2.3(1.7/12.8) 3.5(2.9/5.5) 1.7 (1.2/3.6)
Grooming/min 0.24 (0.17/0.39) 0.17 (0.14/0.37) 0.81(0.62/1.12)°
Fecal boli/min 0.00 (0.00/0.22) 0.22 (0.05/0.24) 0.12 (0.00/0.35)

Data are expressed as median (25% percentile / 75% percentile). * p < 0.05,

compared to MPTP. SHAM (n=5), MPTP (n=4), 6-OHDA (n=4).

QUININE

SHAM MPTP 6-OHDA

Figure 2. SNc lesion with MPTP or 6-OHDA did not affect rats’ orofacial expressions

after tasting quinine pellets.
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Post-mortem evaluation of midbrain DA neuron loss and striatal DA depletion
As shown in Fig. 3, the MPTP and 6-OHDA rats presented significantly fewer
TH-immunostained neurons than the SHAM group in the rostral SNc (F (2,25) =
14.86, p = 0.001; MPTP versus SHAM, p = 0.003; 6-OHDA versus SHAM, p = 0.002)
and in the caudal SNc (F(2,25) = 49.24, p = 0.0001; MPTP versus SHAM, p = 0.002;
6-OHDA versus SHAM, p = 0.001); no significant difference was found in SNc TH
immunoreactivity between the 6-OHDA and MPTP groups. In addition, no significant
differences were found among groups in the number of TH-immunostained neurons in
the rostral (F(2,25) = 0.33, p = 0.72, ANOVA) or caudal parts of the VTA (F(2,22) =

0.72, p = 0.50 ANOVA).
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Figure 3. Effect of MPTP and 6-OHDA lesions on neuronal loss in the SNc and VTA.
(A) Brightfield photomicrographs of tyrosine hydroxylase (TH) immunostained DA
neurons illustrating the appearance of a SHAM, MPTP and 6-OHDA lesion. (B)

Composite counts of TH-immunostained neurons in the anterior (-4.6 to -5.2 mm from
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bregma) and posterior (-5.4 to -5.9 mm from bregma) parts of the SNc and VTA,
expressed as a percent of SHAM counts. * p < 0.05 versus SHAM. SHAM (n=12),

MPTP (n=7), 6-OHDA (n=9).

The lesion of the SNc with MPTP or 6-OHDA also caused equivalent and
significant reduction in tissue striatal levels of DA (F (2,25) = 10.47, p = 0.0001;
MPTP versus SHAM, p = 0.01; 6-OHDA versus SHAM, p = 0.001) and DOPAC
(F(2,25) = 7.78, p = 0.02; 6-OHDA versus SHAM) when compared to the SHAM
group. DOPAC levels. The difference in DOPAC levels between MPTP and SHAM

groups was only marginally significant (p = 0.07).
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Figure 4. Post-mortem tissue levels of DA and its metabolite DOPAC in the striatum.
Data expressed as mean + SEM and * p < 0.05 versus SHAM. SHAM (n=12), MPTP

(n=7), 6-OHDA (n=9).

Discussion

The most important result of this study is the finding that infusions of MPTP or
6-OHDA into the rat SNc caused selective impairment of CPA learning but not CPP
learning. This suggests that: (i) the subpopulation of SNc DA neurons that was lost
after neurotoxin treatment is needed for aversive-guided learning; and (ii) the nigral
DA subpopulation lost after the neurotoxin treatments is not needed for reward-

guided learning. This finding is highly relevant for DA research because, to the best of
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our knowledge, it is the first time that a method is offered for teasing apart two
subpopulations of midbrain DA neurons that seem to be selectively implicated in
aversive- and reward-guided associative learning.

A key role for nigral DA neurons in aversive- associative learning is supported
by several studies. Many studies have demonstrated impaired conditioned avoidance
learning in rats with SNc lesions induced by MPTP (Da Cunha et al., 2001; Gevaerd
et al., 2001b; Gevaerd et al., 2001a; Perry et al., 2004; Bortolanza et al., 2010) or 6-
OHDA (Cooper et al., 1973) and in rats with dorsal striatum lesions (Wendler et al.,
2014), dorsal striatum DA depletion (Rane & King, 2011), and intra-dorsolateral
striatum infusion of D1 (Wietzikoski et al., 2012) and D2 (Boschen et al., 2011) DA
receptor antagonists. A recent microdialysis study by Dombrowski et al. (2013) found
that during conditioned avoidance learning DA release in the striatum increased only
in the first trials in which rats avoided footshock but not after they had learned the
task. However, no alteration in DA release was observed when the footshocks were
presented in an unpredictable, unavoidable, and inescapable manner. In contrast,
MPTP-lesioned rats did not learn the task. Another recent study showed that
inactivation of the TH gene in dorsal striatum (and consequent lack of DA synthesis)
impaired the ability of mice to learn conditioned avoidance responses (Darvas et al.,
2011). These studies suggest that DA is released in the striatum by SNc neurons in
response to positive prediction errors (not receiving an expected shock) and
promotes learning of conditioned avoidance responses.

In the present study, DA neurons of the VTA were spared in the MPTP and 6-
OHDA groups. Because there is strong evidence that the activation of DA neurons in
the VTA is critical for associative appetitive learning (Cheng et al., 2003; Yun, et al.,
2004; Nicola et al., 2005; Day et al., 2007; Ikemoto, 2007; Berridge and Kringelbach,
2013; Ouachikh, et al., 2013; Steinberg et al., 2013; Steinberg et al., 2014), one can
hypothesize that CPP was not affected by the MPTP or 6-OHDA treatments because

the VTA neurons were spared. However, it has been shown that not only VTA, but
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also SNc DA neurons, are implicated in unconditioned and conditioned responses to
appetitive stimuli. Mice bar-press for optical activation of either SNc DA neurons
(Rossi et al., 2013) or dorsal striatum neurons expressing D1 receptors (Kravits et al.,
2012). This suggests that DA release in the dorsal striatum has reinforcing properties.
A recent study by llango and co-workers (2014) presented strong evidence that DA
neurons of the SNc are as critical to appetitive (and aversive) associative learning as
the DA neurons of the VTA. They showed that the optogenetic activation of DA
neurons of the SNc sustains CPP and their inactivation sustains CPA. If the animals
in the present study had presented total loss of SNc DA neurons, the results by llango
and colleagues would be in contradiction with our finding that the MPTP and 6-OHDA
rats did not present CPP impairment. However, at the doses in which these
neurotoxins were used, only part of the nigral DA neurons were lost. Therefore, the
most parsimonious way to reconcile llango at al. data with the present results is to
speculate that the neurotoxin treatments caused selective loss of only one
subpopulation of nigral DA neurons which is something to be confirmed by future
electrophysiological and neurochemical studies.

Such interpretation agrees with single-cell recording studies reporting two
populations of DA neurons in the SNc: the first population activated by appetitive
stimuli (e.g. sucrose) and inhibited by aversive stimuli (e.g. tail pressure, air puffs,
hypertonic saline, ammonium hydroxide odor, and light flashes); the second
population activated by either appetitive or aversive stimuli (Chiodo et al.,1980;
Mirenowicz and Schultz, 1996; Matsumoto and Hikosaka, 2009). Based on these and
our present findings, we speculate that the infusion of MPTP or 6-OHDA into the rat
SNc might be a useful tool to tease apart DA neurons responding differently to
appetitive and aversive stimuli.

In the present study, it is unlikely that the CPA impairment observed in the
SNc lesioned rats was caused by motor deficits because exploratory behavior of the

MPTP and 6-OHDA rats in the open field test was not altered. This agrees with
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previous studies showing that 2-3 weeks after surgery no motor impairment was
observed in rats with partial loss of nigral DA neurons induced by similar doses of
MPTP (Da Cunha, et al., 2001; Da Cunha, et al., 2002; Miyoshi, et al., 2002; Ho, et
al., 2011) or 6-OHDA (Ferro, et al., 2005; Tadaiesky, et al., 2008; Santiago et al.,
2014). It is also unlikely that the CPA impairment was caused by reduced perception
of the quinine pellets as aversive. A control experiment showed no difference
between the SNc-lesioned (MPTP or 6-OHDA) rats and the control group in terms of
orofacial expression after tasting quinine and any other score of manipulation of the
quinine pellets. While the 6-OHDA rats presented delayed approach and
consummatory behaviors to appetitive pellets, they ate all available sucrose pellets
just as the MPTP and SHAM rats did, which argues against a lack of motivation or
anhedonia.The 6-OHDA rats did not differ from the MPTP rats in terms of DA neurons
loss, striatal dopamine depletion, and motor behavior in the open field test. However,
different from the MPTP rats, the 6-OHDA rats presented a longer delay to
approaching and eating the sucrose pellets compared to the control group. This could
have happened because of a mild motor impairment linked to loss of monoaminergic
neurons other than dopamine neurons which has been observed in some 6-OHDA
treated rats (Schwarting and Huston, 1996). To support this interpretation the rats,
with lesions induced by MPTP which is very selective to DA neurons (Harik et al.,
1987), did not delay their approach to the sucrose pellets.

In summary, this study presents strong evidence to support of the hypothesis
that (i) a subpopulation of DA neurons in the SNc is needed for aversive-guided
learning but not for reward-guided learning; (ii) different populations of DA neurons
have different sensitivities to the toxic effects of MPTP and 6-OHDA making these

neurotoxins good tools to tease apart these two DA neuron subpopulations.
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4. DISCUSSAO

Os nossos resultados mostram que a infusdo de MPTP ou 6-OHDA na
substancia negra de ratos causa uma perda parcial de neurdnios
dopaminérgicos que sao importantes para a aprendizagem associativa da
aversao condicionada de lugar, mas nao da preferéncia condicionada de lugar.
A avaliacdo dos animais no teste do campo aberto trés semanas apls a
cirurgia para a infusdo das neurotoxinas mostrou nao haver diferencas em seu
comportamento exploratério. Nao houve diferenca entre os grupos lesionados
com MPTP ou 6-OHDA e o grupo SHAM com relacdo ao numero de
cruzamentos nos compartimentos lateral e central, o que mostra que 0s
animais ndo apresentavam déficits motores ou diferencas em seus niveis de
ansiedade. Nao houve diferenca também com relacédo ao levantar (nUmero de
rearings) e comportamento de autolimpeza (niumero de groomings). A auséncia
de prezuizos motores em animais lesionados por MPTP (DA CUNHA, et al.,
2001; DA CUNHA, et al., 2002; MIYOSHI, et al., 2002; HO, et al., 2011) ou 6-
OHDA (FERRO, et al.,, 2005; TADAIESKY, et al., 2008; SANTIAGO et al.,
2014) estd de acordo com outros trabalhos, o que demonstra serem estas
neurotoxinas, nessas concentracdes, bons modelos para avaliar os sintomas
nao-motores da doenca de Parkinson.

Como dito acima, observamos que os animais apresentavam déficits de
aprendizagem na tarefa aversiva (aversao condicionada de lugar), mas ndo na
tarefa apetitiva (preferéncia condicionada de lugar). Dessa forma, decidimos
realizar um teste adicional para avaliar se o déficit de aprendizagem na tarefa
aversiva estava sendo causado porque os animais com lesdo da substancia
negra pars compacta por MPTP ou 6-OHDA haviam deixado de entender o
guinino como sendo algo aversivo. Neste teste adicional, o qual foi chamado de
resposta incondicionada aos pellets de sacarose e de quinino, avaliamos
parametros relacionados tanto com os pellets de sacarose quanto com os de
quinino. Nao observamos diferencas entre os grupos MPTP ou 6-OHDA e o
grupo SHAM com relacdo as expressfes faciais ap0s experimentarem o0s
pellets de quinino, o que mostra que o déficit aversivo nao foi causado por
alteragdes na percecao do quinino com algo aversivo, mas sim por déficits de

aprendizagem associativa aversiva (associacdo da pista com estimulo
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aversivo). Dentre os parametros avaliados na resposta incondicionada aos
pellets de quinino (Tabela 3 dos resultados mostrados no paper), a Unica
diferenca encontrada entre os grupos foi um maior nUmero de groomings no
grupo 6-OHDA quando comparado ao grupo MPTP. Com relagdo a reposta
incondicionada dos animais aos pellets de sacarose, diferentemente dos pellets
de quinino, ndo observamos alteracdo na expressao facial dos animais apés
comerem os pellets sacarose. O grupo 6-OHDA, quando comparado com 0O
grupo SHAM, demorou mais tempo para comecar a comer, e, quando
comparado com o grupo MPTP, mais tempo para terminar de comer os pellets
de sacarose. Entretanto, os animais 6-OHDA comeram todos os pellets de
sacarose como 0S outros, resultado que mostra ndo haver uma falta de
motivacao ou anedonia. Além disso, este resultado pode ser devido ao fato de
a 6-OHDA atingir outras populacées monoaminérgicas (KIM, 2011). Os animais
6-OHDA também apresentaram um maior numero de groomings (higiene) na
resposta incondicionada aos pellets de sacarose.

Estudos prévios (GEVAERD, et al., 2001; GEVAERD, et al., 2001b;
MIYOSHI, et al., 2001; MATSUMOTO e HIKOSAKA, 2009; BUDYING et. al.,
2012; DOMBROWSKI, et al., 2013) nao lidaram com a seguinte questdo: quais
destes neurdnios dopaminérgicos sao criticos para a aprendizagem associativa
apetiviva e aversiva? O presente estudo mostra que 0s neurbnios
dopaminérgicos da SNc que foram perdidos ap6s o tratamento com MPTP ou
6-OHDA sao criticos para a aprendizagem associativa aversiva, mas nao
apetitiva. A realizacdo de estudos eletrofisioldgicos e neuroquimicos dos
neurdnios dopaminérgicos poupados apds o tratamento com MPTP ou 6-OHDA
irdo acrescentar dados importantes acerca do papel de diferentes populacdes
de neurdnios dopaminérgicos na aprendizagem associativa. E importante
ressaltar que existe a possibilidade de que o comportamento dos animais nas
tarefas apetitiva e aversiva pode ser o resultado de uma perda quantitativa e
nao de seletividade das neurotoxinas.Estudos optogenéticos sugerem que 0S
neurbnios da SNc também desempenham um papel na aprendizagem
associativa apetitiva. Camundongos pressionam uma barra para receber
ativacao optica dos neurdnios dopaminérgicos da SNc (ROSSI, et al., 2013) ou
dos neurbnios do estriado dorsal expressando receptores D1 (KRAVITS, et al.,

2012). Isso sugere que a liberacdo de dopamina no estriado também
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egratificante. Em consonancia com estes achados, llango, et al., (2014)
mostraram que a ativacao optogenética dos neurbnios dopaminérgicos da SNc
sustentam o PCL e que a sua inativacdo sustenta o ACL. Isso sugere que, no
presente estudo, as neurotoxinas MPTP e 6-OHDA causaram uma perda de
neurbnios da SNc que sao ativados por estimulos aversivos e pouparam
aqueles que sao ativados por estimulos apetitivos — algo que precisa ser
confirmado em futuros estudos eletrofisioldgicos e eletroquimicos.

No presente estudo os neurdnios dopaminégicos da VTA ndo foram
lesionados nos grupos MPTP ou 6-OHDA. Ha evidéncias de que a liberagédo de
dopamina no NAc é critica para a aprendizagem de respostas a pistas
relacionadas com recompensas. Cheng et al.,, (2003) e Day et al., (2007)
observaram que dopamina é liberada no NAc durante a aprendizagem
associativa apetitiva. Nicola et al. (2005) relataram que a infusdo do bloqueador
da recaptacdo de dopamina GBR12909 no nucleo NAc aumenta as respotas a
pistas preditivas de recompensas, enquanto que infusdo do antagonista D1
SCH23390 as diminui. Yun et al.,, (2004) observaram que a injecdo do
antagonista D1 SCH23390 ou do antagonista D2 racloprida no NAc reduz a
busca de recompensas previstas por pistas. Weinberg et al., (2011) mostraram
gue lesbes da VTA com 6-OHDA afetam a capacidade que a grelina tem de
induzir comportamentos reforcados por comida. Mais recentemente, Ouachikh,
et al. (2013) observaram que ratos com lesdo bilateral da VTA posterior
prejudica a aprendizagem da PCL, a qual foi restabelecida apds a
administracdo de agonistas de receptor dopaminérgico no NAc. Steinberg, et
al. (2013), relataram que a ativacdo optogenética da VTA no tempo em que
uma recompensa natural é entregue ou esperada sustenta a resposta elicitada
por pistas. Outro estudo recente do mesmo grupo mostra que a ativacédo
optogenética tanto da VTA quanto do NAc é suficiente para induzir
comportamentos de auto-estimulacdo (refor¢co positivo) e que a infusdo de
antagonistas D1 e D2 no NAc atenua a auto-estimulagdo da VTA  (Steinberg,
et al., 2014). Além disso, varios outros estudos sustentam que a VTA e o NAc
sdo partes essenciais do sistema de recompensa do cérebro (BERRIDGE,
1996; BERRIDGE, 2003; PECINA, 2008; PECINA et al., 2006; IKEMOTO,
2007; BERRIDGE e KRINGELBACH, 2008; SMITH e HUETTEL, 2010;
BERRIDGE e KRINGELBACH, 2011; BERRIDGE e KRINGELBACH, 2013).
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Por fim, vale destacar que estudos clinicos mostram que pacientes com
doenca de Parkinson possuem impulsividade, problemas com jogos de azar
(conhecido como “gambling” em inglés), déficits de aprendizagem a partir de
uma acdo que resulta em algo negativo (DJAMSHIDIAN, et al., 2010;
CALLESEN, et al.,, 2013; NOMBELA, et al., 2014). Entender melhor o papel
modulatério dos neurbnios dopaminérgicos da SNc no circuito coértico-estriatal,
sua relevancia em processos de aprendizagem, memodria e tomada de
decisdes, € fundamental para podermos estabelecer tratamentos mais eficazes

para os sintomas nao-motores da doenca de Parkinson.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo mostra que:

1. A perda parcial de neurbnios dopaminérgicos da SNc prejudica a
aprendizagem associativa aversiva, mas nao a apetitiva.

2. Diferentes populacdes de neurbnios dopaminérgicos tém diferentes
sensibilidades aos efeitos toxicos do MPTP e da 6-OHDA, o que as torna boas

ferramentas para segregar estas populacées de neurdnios dopaminérgicos.
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