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RESUMO

O nucleo accumbens (NAc) € parte do corpo estriado, a maior estacéo
de aferéncias dos “nucleos da base”. Os neurbnios estriatais de projecao
dividemse em duas populacdes: a via direta que facilita o movimento e a via
indireta que inibe o movimento. A primeira populacdo de neurdnios
expressa receptores dopaminérgicos D1, enquanto a segunda expressa
receptores D2; assim, a dopamina ativa os neurdnios da via direta e inibe os
neurénios da via indireta; sendo seu papel pr6-movimento. Além disso, o NAc
recebe aferéncias da formacéo hipocampal, uma regido envolvida na memoria
espacial; e, ainda, existem evidéncias mostrando que o NAc tem
importancia em tarefas de navegacdo espacial. O objetivo deste trabalho
foi testar a presenca de neurdnios place to go no NAc: células que
codificam um lugar especifico do ambiente e, quando ativadas, conduzem a
uma aproximagao para este local. Assim, treinaram-se ratos para procurar
pellets no campo aberto, e avaliou-se o comportamento de exploracao
durante seis dias nos quais administrou-se, antes de cada teste, um
agonista (SKF81297) ou um antagonista (SCH23390) de receptores D1 no
NAc. O tempo gasto na regidao do labirinto menos explorada diminuiu em
decorréncia da administracdo de SKF81297. Este resultado demostra que é
possivel modificar as preferén cias de exploracdo do animal ao ativar
receptores D1 no NAc. Isto corrobora a sugestdao da presenca de neurbnios
place-to-go no NAc., e o envolvimento dos nucleos da base em funcdes
cognitivas, como a memoria espacial.



ABSTRACT

The nucleus accumbens (NAc) is part of the striatum, the main input station of
the basal ganglia. Striatal projection neurons are divided in two populations: the
direct pathway which enables movement and the indirect pathway that inhibits
movement. The first population expresses D1 dopamine receptors, while
the second population expresses D2 receptors; thus, dopamine facilitates
the activation of the direct pathway and the inhibition of the indirect pathway,
which confers a pro-movement role to it. In addition, NAc receives afferences
from the hipocampal formation, a region involved in spatial memory; and
there are evidences showing a participation of NAc in spatial navigation. The
aim of this study was to test the presence of “place to go” neurons in the NAc:
cells that encode a specific place in the environment and, when activated,
promote an approach to that place. To this aim, rats were trained to seek
pellets in an open field, and their exploratory behavior was assessed for six
days. During this time, were infused a D1 agonist SKF81297 or a D1 antagonist
SCH23390 intra-NAc. It was observed a decrease in the time spent in the less
explored region of the arena when the rats received SKF81297. This result
shows that it is possible to change the animals’ exploration preferences by
stimulating D1 receptors in the NAc, which suggests the presence of place to go
cells and the involvement of the basal ganglia circuit in cognitive functions as
spatial memory.

Vi
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo apresenta os resultados em forma de artigo cientifico.
Nele sdo descritos os itens: Material e Métodos, Resultados, Discussao e

Referéncias. Estes itens representam a integra deste trabalho.

No item 4, Discussdo Geral, sdo apresentados comentarios gerais a
respeito dos resultados obtidos no artigo e No item 5, Conclusbes, sao
apresentadas as conclusdes gerais da dissertacdo. As Referéncias
referem-se as citacdes que aparecem na Introducdo e na Discussao Geral

da dissertacao.
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1 INTRODUCAO

Os Nucleos da Base (Figura 1) sdo um conjunto de nucleos localizados
na regido basal do prosencéfalo, envolvidos no controle do movimento e na
escolha de acdes (Humphries, Stewart e Gurney, 2006; Kim et al., 2007;
Nicola, 2007; Stephenson-Jones et al., 2011; Da Cunha, Gomez-A e Blaha,
2012; Berthet e Lansner, 2014). Fazem parte dos nucleos da base o corpo
estriado: o globo palido interno (ou nucleo entopeduncular em roedores), o
globo palido externo e o palido ventral (Parent e Hazrati, 1995; Lanciego,
Luquin e Obeso, 2012). Adicionalmente, existem nucleos que séo considerados
como parte do circuito por causa da sua estreita relagdo funcional; estas
estruturas sdo o nucleo subtalamico (STN) e a substancia negra pars reticulata
(SNr) e pars compacta (SNc) (Lanciego, Luquin e Obeso, 2012). Em virtude
das suas conexfes anatbmicas, o estriado e o nudcleo subtalamico séo
considerados nucleos de entrada, enquanto que o globo pélido interno e a SNr

sao considerados ndcleos de saida (Lanciego, Luquin e Obeso, 2012).

FIGURA 1 — Neuroanatomia dos nucleos da base: corte sagital do cérebro de ratos. As setas
representam as conex8es mais importantes do circuito. As setas azuis representam conexdes
glutamatergicas, destacando a projecdo do hipocampo para o nicleo accumbens, do cortex
para todo o corpo estriado, e as projecdes do nucleo subtalamico para o globo palido interno e
para o pélido ventral. As setas vermelhas representam as conexfes GABAergicas, ressaltando
as projecdes entre o nacleo accumbens e o pélido ventral, entre o estriado dorsal e o globo
palido interno e externo, entre o pélido ventral e os nlcleos motores do tronco encefélico, e
entre o globo pélido externo e o ndcleo subtalamico. A seta verde representa a projecado
dopaminérgica desde os nucleos dopaminérgicos do mesencéfalo, para o estriado.

FONTE: Paxinos & Watson (1998)
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Historicamente, a funcédo atribuida a este circuito € o controle do
movimento; isto devido ao papel que tém na fisiopatologia das doencas de
Parkinson e Huntington, conhecidas pelos déficits motores(Blandini et al., 2000;
Parkinson, 2002; Sterling et al., 2013). Além disso, com base em observagdes
clinicas e pré-clinicas nas quais pacientes ou animais com lesdo no lébulo
temporal - especificamente no hipocampo- apresentam complicacbes nas
memodrias episddica e espacial, mas tem preservado o aprendizado motor, foi
proposto que existem diferentes sistemas de memoria com diferentes
substratos neurobiolégicos (Scoville e Milner, 1957; Squire, 2004). Desta forma,
0 circuito dos nudcleos da base foi relacionado com a memoria de
procedimentos, principalmente com a capacidade de apresentar respostas
motoras apresentadas de forma automatica (inconsciente ou implicita) a
estimulos que sinalizam uma consequéncia reforcadora, enquanto que o Iébulo
temporal foi relacionado com memdria episodica e localizagdo espacial (Squire,
2004)

Nas Ultimas décadas os grandes esforcos para elucidar os mecanismos
neurobiologicos da doengca de Parkinson forneceram fortes evidéncias
apoiando a ideia do envolvimento dos ganglios da base no controle motor e na
memoria de procedimentos. Os estudos clinicos também mostraram que, além
das deficiéncias motoras, 0os pacientes com Parkinson apresentam problemas
cognitivos (Mattila et al., 2000; Rinne et al., 2000; Macdonald et al., 2011;
Jokinen et al., 2013). De forma paralela, os estudos com modelos animais
mostram um envolvimento deste circuito com o aprendizado associativo e a
tomada de decisGes (Corbit, Muir e Balleine, 2001; Yin, Knowlton e Balleine,
2004; 2005; Yin et al., 2005; Da Cunha, Gomez-A e Blaha, 2012; Leung e
Balleine, 2013; Hart, Leung e Balleine, 2014). De forma particular, existem
algumas observacfes que indicam um envolvimento dos nucleos da base em

tarefas de navegacgéao espacial. Tal é o topico abordado durante este trabalho.

1.1 O Corpo estriado

O corpo estriado é a estacdo de entrada mais importante dos nucleos da

base. Ele é composto por duas regides, uma dorsal e uma ventral (Voorn et al.,
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2004). O estriado dorsal (DS), em primatas, esta dividido pela capsula interna
entre nlcleo caudado e putamen. Em roedores a divisdo anatdmica nao é téo
clara, porém este pode ser dividido em estriado dorsomedial (DMS) e estriado
dorsolateral (DLS) com base nas suas conexdes anatdomicas (Mcgeorge e
Faull, 1989; Voorn et al., 2004); além disso, existem evidencias de que o DMS
e o DLS tém funcdes diferentes em processos comportamentais (Yin e
Knowlton, 2004; Moussa et al., 2011; Pauli et al., 2012). Por sua vez, o estriado
ventral encontra-se localizado antero-ventral ao estriado dorsal, e inclui alguns
neurénios do bulbo olfatério e o ndcleo accumbens (NAc) (Nicola, 2007;
Humphries e Prescott, 2010); o segundo é dividido em duas sub-regides, o core
gue € um grupo de neurdnios que rodeia a comissura anterior, e o shell que

esta localizado ventral e medial ao core.

Embora a proximidade anatdbmica entre as duas regides estriatais, 0
papel comportamental atribuido tradicionalmente ao NAc difere daquele
atribuido ao DS: o estudo sobre o NAc foi historicamente focado no papel dos
processos de recompensa e motivacdo (Mcbride, Murphy e lkemoto, 1999;
Cardinal et al., 2002; Kelley, 2004), entanto o DS foi relacionado a funcéo
motora devido ao seu papel em doencas como Parkinson e Huntington
(Blandini et al., 2000; Parkinson, 2002; Sterling et al., 2013). Contudo, estudos
demostram que o DS possui também uma representacdo da recompensa que €
utilizada para influenciar o comportamento motor (Schultz, 2000; Horvitz, 2002;
Hikosaka, Nakamura e Nakahara, 2006) e que tanto NAc como DS estdo
envolvidos também em processos de aprendizado aversivo (Bromberg-Martin,
Matsumoto e Hikosaka, 2010; Diaconescu et al., 2010; Boschen et al., 2011;
Darvas, Fadok e Palmiter, 2011; Wietzikoski et al., 2012; Dombrowski et al.,
2013; Wendler et al., 2014). Estas descobertas permitiram ampliar a visdo do
papel do estriado dorsal e ventral no comportamento, como estruturas
envolvidas na selecdo de agfes proprias ao contexto, com base na experiéncia
(Humphries, Stewart e Gurney, 2006; Kim et al., 2007; Nicola, 2007;
Stephenson-Jones et al., 2011; Da Cunha, Gomez-A e Blaha, 2012; Berthet e
Lansner, 2014).
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O corpo estriado possui diversas populacdes de neurdnios divididas, de
forma geral, em inter-neurénios e neurbnios de projecdo. A interacdo entre 0s
diferentes tipos de neurdnios, assim como a integracao das aferéncias que eles
recebem, permite ao estriado filtrar os sinais relevantes do “ruido” e cumprir a

funcdo na escolha da acéo apropriada.

1.1.1 Inter-neurdnios Estriatais

Os inter-neurdnios estriatais compdem entre 5-10% da populacdo e
podem ser de dois tipos: inter-neurénios colinérgicos e GABAérgicos. Este
segundo grupo, ainda pode ser dividido em 3 subtipos de acordo com a
expressado diferencial de algumas proteinas e peptideos: neurénios positivos
para parvalbumina, 6xido nitrico sintetase neuronal (nNOS) e calretinina (Fino e
Venance, 2010; 2011). O nosso estudo pretende focar na atividade dos
neurénios de projecdo do estriado, contudo é relevante mencionar os tipos de
inter-neurbnios que fazem parte do microcircuito estriatal, porquanto eles

modulam a atividade dos neurdnios de projecao.

O primeiro tipo de inter-neurénios, os colinérgicos, sdo conhecidos como
neurdnios gigantes (Giant Aspiny Neurons) devido ao tamanho do seu soma
(~50um). Estes neurbnios apresentam atividade ténica, potencial de acdo de
longa duracéo e baixa frequéncia de disparo; por este motivo sdo conhecidos
como neurdnios tonicamente ativos (TAN) (Fino e Venance, 2011). Esta
atividade tonica € suspendida temporariamente frente a apresentacdo de
estimulos relacionados com recompensa (Apicella, 2002; Kimura, Yamada e
Matsumoto, 2003; Yamada, Matsumoto e Kimura, 2004; Apicella, 2007,
Schmitzer-Torbert e Redish, 2008; Goldberg e Reynolds, 2011). Os TAN
modulam a atividade dos neurbnios de projecdo mediante receptores
muscarinicos M1 e M4, no caso dos neurbnios da via direta (ver item 1.1.2) e
mediante receptores M1 no caso da via indireta (Yan, Flores-Hernandez e
Surmeier, 2001). O efeito, nos dois casos, € de aumento da atividade neuronal,
decorrente da ativagdo do receptor M1 (Lin et al., 2004; Perez-Rosello et al.,
2005; Pakhotin e Bracci, 2007). Adicionalmente, estes neurdnios ativam inter-

neurbnios GABAérgicos positivos para parvalbumina, mediante receptores
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nicotinicos (Koos e Tepper, 2002); e também modulam a atividade dos inter-
neurénios GABAérgicos positivos para nNOS mediante receptores M1 e M2
(Bernard et al., 1998).

Do segundo tipo, os inter-neurbnios GABAEérgicos, os dois primeiros
subtipos sdo melhor conhecidos, enquanto que 0s neurbnios positivos para
calretinina ainda precisam ser estudados de forma mais extensa (Fino e
Venance, 2011). Os neurbnios positivos para parvalbumina sdo caracterizados
pela sua curta duracao do potencial de acdo e a sua alta frequéncia de disparo,
motivo pelo qual eles sdo conhecidos como inter-neurénios de disparo rapido
(FSI(Fino e Venance, 2011). Os neurdnios positivos para nNOS expressam,
também, neuropeptideo Y e somatostatina; estes neurénios possuem um limiar
de disparo baixo, motivo pelo qual sdo conhecidos como inter-neurdnios de
baixo limiar de disparo (LSI) (Fino e Venance, 2011). Os inter-neurdnios
GABAEérgicos estriatais exercem controle sobre os neurbnios de projecao
mediante receptores GABAa, podendo retardar ou inclusive prevenir o disparo

deles (Fino e Venance, 2011).

1.1.2 Neurbnios Espinhosos Médios: Via Direta e Indireta

Aproximadamente 90% dos neurdnios estriatais sdo neurbnios de
projecdo GABAEérgicos, nomeados neurdnios espinhosos médios (MSNs), ja
que possuem uma arvore dendritica extensa com uma grande quantidade de
espinhos. Uma propriedade importante destes neurbnios € o fato de eles
oscilarem em dois estados conhecidos como down state e up state (Wilson e
Kawaguchi, 1996). Estes neurbnios possuem um potencial de membrana
bastante hiperpolarizado, de -80mV e um nivel de atividade espontanea baixo;
o periodo em que o neurdnio encontra-se neste potencial de membrana é
conhecido como down state (Calabresi, Misgeld e Dodt, 1987; Nisenbaum, Xu
e Wilson, 1994; Nisenbaum e Wilson, 1995). O up state, por sua vez, acontece
quando varios terminais glutamatérgicos coincidem em disparar e liberar
neurotransmissor; esta coincidéncia de inputs excitatorios, levara o neurénio
para um estado de despolarizagdo, e unicamente durante este estado podera

ocorrer o disparo (Wilson e Kawaguchi, 1996; Reyes et al., 1998; Day et al.,
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2008). Desta forma de atividade eles sdo conhecidos como neurbnios

fasicamente ativos (PAN).

Os MSNs do estriado dorsal podem ser divididos em duas populacdes
segundo as suas propriedades eletrofisiologicas, neuroquimicas e projecdes
(Bertran-Gonzalez et al., 2010). A primeira populacdo é formada por neurdnios
que projetam diretamente aos nucleos de saida do circuito (a SNr e o globo
palido interno), por este motivo é conhecida como "via direta" ou "via striato-
nigral"; estes neurbnios produzem substancia P e dinorfina e expressam
primordialmente receptores D1 (Bertran-Gonzalez et al., 2010). Por sua vez, 0s
neurbnios da segunda populacdo sintetizam endorfinas, expressam
principalmente receptores D2, e projetam para o globo palido externo, motivo
pelo qual eles sdo conhecidos como neurdnios "striato-pallidais” ou neurbnios

da "via indireta" (Bertran-Gonzalez et al., 2010).

O modelo classico de funcionamento dos ganglios basais propfe que as
vias direta e indireta tém papéis opostos na modulacdo do movimento. De
acordo com este modelo, a via direta exerce uma modulagdo positiva no
movimento, enquanto que a via indireta modula negativamente (Ena, De
Kerchove D'exaerde e Schiffmann, 2011). Estes postulados sdo baseados na
conectividade, na atividade de repouso e na bioquimica dos neurbnios de
circuitos basais (Ena, De Kerchove D'exaerde e Schiffmann, 2011). Estudos
com manipulacdo direta dos neurdnios de cada via, por exemplo, por ablacéo,
inibicdo ou ativacdo, tem confirmado o papel de cada populacdo de MSNs tanto
no movimento, como nos processos de recompensa (Durieux et al., 2009;
Hikida et al., 2010; Kravitz et al., 2010).

No caso do estriado ventral, particularmente do NAc, observa-se
também uma segregacdo (parcial) entre neurbnios que expressam
preferencialmente receptores D1 e D2 (Robertson e Jian, 1995). Porém, ao
contrario da regido dorsal, o estriado ventral projeta para nucleos fora do
circuito dos Nucleos da Base, o que dificulta a delimitagcdo conceitual de vias
analogas as vias direta e indireta do estriado dorsal (Nicola, 2007; Humphries e

Prescott, 2010). Com isso, sdo de particular interesse duas caracteristicas do
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padrao de conexdes que o NAc tem com o palido ventral (VP): i) o NAc projeta
para o VP que, por sua vez, projeta para o nucleo médio dorsal (MD) do talamo
e para nucleos motores do tronco encefalico; ii) o VP tem conexdes reciprocas
com o STN (Nicola, 2007). Desta forma, segundo Nicola (2007), o primeiro
arranjo de conexdes € semelhante ao apresentado pela via direta do estriado
dorsal, enquanto que o segundo assemelha-se a via indireta. Com base nestas
observacoes, Nicola (2007) propde que o NAc influi também no comportamento
através de duas vias, cuja saida é o VP: a primeira via seria NAC>VP->MD e a
segunda via seria NAC>VP->STN->VP->MD. Estas duas vias poderiam,
entdo, ser consideradas equivalentes as vias direta e indireta do estriado
dorsal.

1.1.3 Aferéncias Glutamatérgicas

A principal aferéncia do estriado é o cértex cerebral (Voorn et al., 2004).
O estriado recebe informacao, virtualmente, de todas as regides do coértex. As
sinapses cortico-estriatais atingem as espinhas dendriticas e apresentam certo
nivel de organizacdo em cada regido estriatal, como pode ser observado na
Figura 2. O DLS recebe projecdes de regides sensoriomotoras, enquanto que o
DMS recebe projec¢des, principalmente do cértex prefrontal (Voorn et al., 2004).
O NAc, da mesma forma que o DMS, recebe projecées do cortex prefrontal
(Voorn et al., 2004; Humphries e Prescott, 2010). A seguinte aferéncia
glutamatérgica, segundo a sua relevancia, provém do talamo, principalmente
dos nucleos da linha média, nucleos intralaminares e ndcleos motores da
regido ventral (Voorn et al., 2004). Estas sinapses atingem principalmente o
shaft dos dendritos, porém, projecées do nucleo centromediano atingem
também os espinhos. Por fim, o estriado recebe também algumas aferéncias
de regides limbicas incluindo a amigdala e o hipocampo. As projecdes
amigdalinas atingem todo o estriado, porém encontram-se concentradas na
regido ventro-medial, sendo escassas as aferéncias ao DLS (Voorn et al.,
2004). As aferéncias da formacéo hipocampal atingem exclusivamente o NAc,
principalmente o shell, porém atingem também a regido mais medial do core
(Groenewegen et al., 1987; Van Groen e Wyss, 1990; Witter, Ostendorf e
Groenewegen, 1990). O alto grau de convergéncia de inputs no estriado,
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principalmente nas regiées DMS e ventral (aonde chegam projecfes corticais,
talamicas e limbicas) resulta numa capacidade alta para processar de forma
flexivel os objetivos de acordo as necessidades do organismo e aos efeitos da

recompensa, em contextos espaciais.
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FIGURA 2 — Aferéncias glutamatérgicas do estriado: representacdo esquematica do estriado
de ratos. As cores indicam qual estrutura cerebral da origem as projecées, O verde representa
0 cortex motor, o azul representa o cingulo anterior (regido do cortex prefrontal), o roxo e o
rosa representam o cortex prelimbico (regido do cortex prefrontal) e o vermelho o cortex
infralimbico (regido do cortex prefrontal). Estdo mapeadas com as mesmas cores as projecdes
desde os nucleos intralaminares e desde regies limbicas (hipocampo e amigdala).

FONTE: Voorn, et al. (2004)

1.1.4 Modulagcdo Dopaminérgica Estriatal

Além das aferéncias glutamatérgicas, o estriado recebe uma modulacéo
dopaminérgica proveniente da SNc e da area tegmentar ventral (VTA). Existe
um amplo interesse por esta modulacdo, uma vez ela que é considerada um

aspecto chave na fisiologia estriatal e no papel do estriado no comportamento.
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Acredita-se que ela esta relacionada com processos de recompensa, saliéncia
motivacional, alerta (Bromberg-Martin, Matsumoto e Hikosaka, 2010) e com o
aprendizado associativo (Dayan e Balleine, 2002; Yin, Ostlund e Balleine, 2008;
Da Cunha et al.,, 2009; Shiflett e Balleine, 2011). Adicionalmente, alteragtes
nesta modulacdo sdo associadas com a fisiopatologia de varias doencas como
o Parkinson (Blandini et al., 2000; Rinne et al., 2000; Da Cunha et al., 2002;
Wichmann e Delong, 2011), Esquizofrenia (Brunelin, Fecteau e Suaud-Chagny,
2013; Laruelle, 2014), Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade
(Prince, 2008; Del Campo et al., 2011) e com o abuso de drogas (Kenny, Voren
e Johnson, 2013; Villalba e Smith, 2013; O'tousa e Grahame, 2014).

A dopamina exerce a sua modulacdo no estriado através de cinco
classes de receptores acoplados a proteina G, que podem ser divididos em
duas familias: os receptores Tipo D1 -D1 e D5- que estao acoplados a proteina
Gs e Ggif € estimulam adenilato ciclase; os receptores Tipo D2 -D2, D3 e D4-,
gue estdo acoplados a proteina G, e Gj, que inibem adenilato ciclase (Neve,
Seamans e Trantham-Davidson, 2004). Todas as classes de receptores se
encontram expressas nos MSNs, porém os receptores D1 e D2 existem em
maior abundancia em duas popula¢gdes distintas (como explicado no item
1.1.2). Portanto, a dopamina exerce modulacao diferencial nos MSNs de cada
via. Na via direta, a ativacdo de receptores D1 produz um aumento na
excitabilidade neuronal e uma facilitagéo da potenciacdo em longo prazo (LTP)
(Robertson, Vincent e Fibiger, 1992; Robertson e Jian, 1995; Surmeier et al.,
2007; Surmeier, Plotkin e Shen, 2009). Por sua vez, na via indireta, a ativacao
de receptores D2 diminui a excitabilidade neuronal e contribui com a depressao
em longo prazo (LTD)(Hernandez-Echeagaray et al., 2004; Surmeier, Plotkin e
Shen, 2009). Assim, sendo positiva a modulacdo que a dopamina faz nos
neurdnios da via direta e inibitoria na via indireta, o papel da Dopamina seria

pré-movimento e recompensa.

1.2 Envolvimento Estriatal em Tarefas de Navegacao Espacial

O envolvimento do estriado em tarefas de navegacdo espacial foi

sugerido apés de que Annett e colaboradores (1989) observarem que lesdes
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no NAc prejudicam a aquisicdo da memoria espacial no labirinto aquatico de
Morris (Annett, Mcgregor e Robbins, 1989). Nesta tarefa uma plataforma é
escondida num piscina circular de 1 metro de diametro, onde ratos sao
treinados para procurar esta plataforma utilizando pistas visuais como
referéncia. O labirinto de Morris é amplamente utilizado em estudos de
mem©éria espacial onde o desempenho nesta tarefa depende do hipocampo
(Nunn et al.,, 1994; D'hooge e De Deyn, 2001; Clark, Broadbent e Squire,
2005a; b; Broadbent, Squire e Clark, 2006; Clark, Broadbent e Squire, 2007,
Miyoshi et al., 2012). Annett e colaboradores (1989) observaram que os
animais com lesdo no NAc demoravam mais para aprender a tarefa que os
animais controle, porém eles conseguiam aprender. Uma possivel
interpretacdo destes resultados € que os animais tinham dificuldade em

trasladar a sua memoaria sobre a localizacdo do labirinto em acéo.

Ap0s do estudo de Annett acumularam-se varias linhas de evidéncia que
vinculam o estriado com a navegacao espacial. Numa destas linhas, varios
estudos demostram que manipulacdes farmacolégicas no NAc, em particular
bloqueio de receptores glutamatérgicos (Sargolini et al., 2003; Ferretti et al.,
2007), dopaminérgicos (Coccurello et al., 2000; Mele et al., 2004), ou ambos
(Coccurello, Oliverio e Mele, 2012), interfere com o processamento da
informacéo espacial. De forma paralela, registros eletrofisiolégicos permitiram
observar uma correlagdo entre a atividade dos neurbnios estriatais e o
comportamento de navegacao espacial. Por fim, estudos da circuitaria cerebral
encontraram que existe uma projecado de regides da formacao hipocampal (o
Subiculo e 0 CA1) para o NAc. Assim, foi proposto que a informacéo espacial
armazenada no hipocampo é transferida para o NAC. Este integra esta
informagdo com a informagdo motivacional proveniente da inervacao
dopaminérgica e com a informacéo dos objetivos de cada tarefa proveniente do
cortex prefrontal, escolhendo a acdo apropriada com base nesta integracdo
(Redish e Touretzky, 1997; Mizumori, Puryear e Martig, 2009; Humphries e
Prescott, 2010).

Recentemente 0 nosso grupo de pesquisa propés um modelo que

explica o processamento de informacéo feito pelo estriado para cumprir a sua
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funcdo de escolha de ac¢des: o Mosaico dos Espelhos Quebrados (Da Cunha et
al., 2009). Um dos postulados deste modelo fornece uma explicacdo para o
processamento da informacéo espacial. Segundo este postulado, a escolha da
acado apropriada, feita pelo NAc, incluiria qual é o local do ambiente que o
animal deve se aproximar (ou qual local deve esquivar) e esta escolha seria
feita mediante a ativacdo (ou inibicdo) de neurbnios place-to-go: neurdnios
estriatais, provavelmente da via direta, que codificam para uma locagéo
especifica do ambiente; e quando ativados, promoverdo o comportamento de
aproximacdo para este local. Se esta explicacdo € correta, seria possivel
modular as preferéncias de exploracdo do animal ao manipular a atividade

destes neurdnios.

O objetivo deste trabalho foi testar esta predicao.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de neurdnios ‘place to go” no NAc de ratos
mediante a avaliacdo do efeito da ativacdo e da inibicdo dos receptores
Dopaminérgicos D1 do Estriado de ratos Wistar sobre o comportamento de

exploracdo no campo aberto.

2.10bjetivos Especificos

e Avaliar o efeito da infusdo do antagonista de receptores dopaminérgicos
D1 SCH23390 numa regido no Nucleo Accumbens sobre tempo gasto e
0 numero de entradas em 19 quadrantes do campo aberto em ratos
Wistar.

e Avaliar o efeito da infusdo do agonista de receptores dopaminérgicos D1
SKF81297 numa regido no Nucleo Accumbens sobre tempo gasto e o
namero de entradas em 19 quadrantes do campo aberto em ratos
Wistar.

e Avaliar o efeito da infusdo do antagonista de receptores dopaminérgicos
D1 SCH23390 numa regido no Nucleo Accumbens sobre a locomocéao
em ratos Wistar.

e Avaliar o efeito da infusdo do agonista de receptores dopaminérgicos D1
SKF81297 numa regido no Ndcleo Accumbens sobre a locomocdo em
ratos Wistar.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Existem varias linhas de pesquisa com evidéncias de que ha um
envolvimento do nucleo accumbens (NAc) na navegacdo espacial. O NAc
recebe uma projecdo da formacdo hipocampal, regido relacionada com o
mapeamento da memoéria espacial. Além disso, manipulacdes no NAc
prejudicam o desempenho em tarefas espaciais e, ainda, a ativagdo do
neurénios do NAc esta relacionada com o comportamento de exploracéo.
Neste trabalho foi testada a hipétese de que neurénios do NAc que expressam
receptores dopaminérgicos D1, funcionarem como células place-to-go, ou seja,
células que ao se ativarem, conduzem uma aproximacao a locais especificos
do ambiente. Para corroborar este cenario, treinaram-se ratos para procurar
pellets em um campo aberto e, ap6és o treino, avaliou-se o comportamento
exploratério por seis dias. Durante este periodo de avaliacdo foram
administrados intra-NAc um agonista (SKF81297) e um antagonista
(SCH23390) de receptores D1. Apds a avaliacdo de desempenho dos animais
sob acdo tanto do agonista SKF81297, como do antagonista SCH23990,
constatou-se uma diminui¢do significativa no tempo gasto na regido menos
explorada nos treinos nos animais sob efeito de SKF81297. Este resultado nos
sugere que ha a possibilidade de existir neurdnios place-to-go na regido do
NAC.
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Microinfusion of a D1 dopamine receptor agonist into the rat nucleus accumbens
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Abstract

Several lines of evidence indicate a role for the nucleus accumbens (NAC) in spatial
navigation. The NAc is targeted by the dorsal hippocampus region which is involved in
mapping spatial information. In addition, lesion and pharmacological manipulations of
the NAc impair performance in spatial tasks, and NAc cells show place-related activity.
In the present study we tested the hypothesis that NAc cells expressing D1 dopamine
receptors function as “place-to-go cells” by triggering approach behavior to a specific
place in the environment. This hypothesis was tested by microinfusing the D1 agonist
SKF81297 or the D1 antagonist SCH23990 into the NAc of adult male Wistar rats and
looking for changes in exploration preferences while the animals foraged in an open
field for sucrose pellets. The open field was imaginarily divided into 19 areas of the
same size and place preferences were judged by scoring the number of entries and time
spent in each area. Though place preference varied considerably among animals, a
significant decrease in the time spent in the less explored region was observed after
SKF81297 treatment. This result is coherent with the prediction that activation of D1
receptors in NAc increases the time the animals explore the place fields of place-to-go
cells thus decreasing the time spent in areas they used to explore less. This finding
supports the view that the basal ganglia are involved not only in body parts action-

selection but also in selection of places to go.
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1. Introduction

Spatial navigation is traditionally related with hippocampal activity. Based on
the presence of the so called place-cells (neurons in the hippocampus that increase their
firing when de animal enters a particular place), it has been proposed that a cognitive
map is represented in hippocampal neurons [1-4]. While there is strong evidence to
support this hypothesis, there are also some indications that brain regions outside the
hippocampus are involved in spatial navigation [4, 5]. In this regard, the nucleus
accumbens (NAC) is of special interest since it receives afferents from the CAl and
subiculum [6-8] which target mainly the NAc shell, although some neurons also project
to a small portion of the NAc core [6-8]. In addition, the NAc receives a dopaminergic
projection from the ventral tegmental area (VTA) which is known to carry information
about motivational value and salience [9]. Furthermore, the NAc projects to
mesencephalic areas related to locomotor functions [10]. These connections put the

NAC in an strategic position to select places to go based on expected outcomes [5].

The NAc, composed of core (surrounding the anterior commissure) and shell
(media and ventral to the core) subregions, is part of the ventral striatum. The striatum
is the main input station of the basal ganglia which are a set of subcortical nuclei that
play a role in action selection [11-14]. Nearly 90% of the striatal neurons are
GABAEergic projection neurons named medium spiny neurons (MSNs) [15]. They
compose two populations that make direct and indirect projections to output stations of
the basal ganglia: the substantia nigra pars reticulata (SNr), the internal part of the
globus pallidum (GPi), the entopeduncular nucleus, and the ventral pallidum (\VVP) [15].
In the dorsal striatum, MSNs of the direct pathway express predominantly D1 dopamine
receptors and project directly to the SNr/GPi, while MSNs of the indirect pathway
express predominantly D2 receptors and send indirect projections to the SNr/GPi
through the external part of the globus pallidus (GPe). The MSNs of the direct pathway
are in position to select actions encoded in the motor cortex, while MSNs of the indirect
pathway can inhibit concurrent (improper) actions [15]. D1 stimulation increases
excitability of MSNs in the direct pathway that are in the up-state (almost depolarized),
but increases hyperpolarization of MSNs in the down state; this improves action-
selection accuracy [16]. On the other hand, D2 stimulation decreases excitability of

MSNs in the indirect pathway [16, 17] and reduces inhibition in concurrent actions.
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In the NAc D1 and D2 receptors are mostly segregated in two populations of
MSNs [18] and both send direct [18] and indirect [19] projections to the basal ganglia
output stations. Therefore, it is likely that MSNs of the NAc that express D1 receptors
play key roles in selecting places to go by acting on brainstem locomotor nuclei under
the control of the ventral pallidum (VP). This view is supported by a growing body of
evidence suggesting that the NAc plays a key role in spatial navigation. First,
hippocampal projections to the striatum are directed almost exclusively to the NAc,
mostly to the medial shell, although a small portion of the core is also targeted [6-8].
Second, several studies showed place-related activity of MSNs in the NAc [20-23]. This
suggests that the hippocampus provides spatial information to the NAc which might use
it to choose places to go. Third, rats with lesions in the NAc show navigation deficits in
a T-maze task and in the Morris water maze [24]. Fourth, spatial memory learning
requires CREB expression in the NAc [25] and is impaired by blockade of glutamate
receptors in the NAc [26, 27]. Finally, activation or blockade of dopamine receptors in
the NAc causes hyper- or hippo-locomotion, respectively [28-33].

Here we propose that NAc MSNs expressing D1 receptors act as “place-to-go
cells”, as proposed in the Mosaic of Broken Mirrors Model [34]. According to this
model, activation of MSNs encoding a specific place leads to approaching this place;
conversely, the inactivation leads to avoiding this place. This model predicts that
manipulation of D1 receptors in restricted areas of the rat NAc alters preference for
specific places thus altering the rat exploration pattern. Exploration of an open field by
rats was assessed by measuring the time spent and the number of entries on 19 places
(regions) of the open field. Activation of different populations of place-to-go cells was
expected to modify exploration preferences for specific place in a random manner.
Therefore, we could not expect that all animals receiving the same D1 drug would
change their preference for exploring the same areas. If the hypothesis is true, all we can
expect to observe is place preference changes when D1 agonists or antagonists are

infused into the NAc. Testing this prediction is the aim of the present study.
2. Methods
2.1. Subjects

Twenty adult male Wistar rats weighing 200-250 g at the start of the
experiments were used. The animals were kept in plexiglass cages (60 X 25 X 25 cm),
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four animals per cage, with water ad libitum, under a 12/12 h light/dark cycle and at a
constant temperature of 22°C+2°C. All experiments were carried out during the light
phase. During four days before the beginning of the experiments, the animals were
handled for 3 min and were put under a food-restriction regime to reach 85-90% of their
ad-libitum weight. Efforts were made to minimize animals distress, and all procedures
were approved by the Universidade Federal do Parana Animal Care Committee
(protocol 773) and were consistent with Brazilian (Law n. 11.794, 8 October 2008)
and international laws (EC Council Directive, 24 November 1986; 86/609/EEC) for

animal care and research.
2.2. Drugs

The following drugs were used in this study: SKF81297(2,3,4,5-tetrahydro-6-
chloro-7,8-dihydroxy-phenyl-1H-3-benzazepine; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) and SCH23390 (R(+)-7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-
1H-3-benzazepine hydrochloride; Tocris Bioscience, USA) were dissolved in artificial
cerebrospinal fluid (aCSF: 8.66 g NaCl, 0.205 mg KCl, 0.176 g CaCl2 2.H20, and
0.173 g MgCI2 6H20 in 1 | water, pH 7.4). The doses -0.4 ug for each drug- were
chosen based on previous experiments from our group [35]. Drugs were administered in

a 0.1 pl volume.
2.3. Experimental design

The animals were randomly divided in 2 groups named “treated” and “pseudo-
treated”; ten animals per group. They were kept under food restriction from 3 days
before the experiment start until 1 day before surgery and from 2 days before the testing
sessions started until the end of the experiment. We used the following schedule: days
1-3 — food restriction; day 4 — habituation to the open field; days 5-8 — foraging training
sessions; day 9 — rest and end of the food restriction regimen; day 10 — surgery; days
11-15 rest; day 16 food restriction resumes; days 19-27 — foraging test sessions. On
days 19-27 animals of the treated group received intra-NAc infusions of aCSF, 0.4 ug
SKF 81297, or 0.4 ug SCH 23390 immediately before test sessions. The order in which
the drugs were administered changed among animals in a Latin square fashion: during
the 6 testing days each animal received one infusion per day of one of the drugs.

Overall they received 2 infusions of each of the drugs in random and balanced manner.
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Animals of the pseudo-treated group received one infusion of aCSF each day before the

test, 6 infusions in total.
2.4. Surgery

Animals received penicillin G-procaine (20,000 U in 0.1 ml, i.m.), atropine
sulfate (0.4 mg/kg, i.p.), and were anesthetized with 3 ml/kg equitesin (1% sodium
thiopental; 4.25% chloral hydrate; 2.3% magnesium sulfate; 42.8% propylene glycol;
3.7% ethanol; in water). Hereupon, they were placed in the stereotaxic frame and a
stainless-steel, 15 mm long, 21 ga., cannula, aiming 2 mm above the NAc was
unilaterally implanted according to the following coordinates: AP +2mm from bregma;
ML +1.2 mm from midline; DV -5.0 mm from the skull [36]. In each group, half of the
animals had the cannula implanted in the left hemisphere and the other half in the right
hemisphere. The cannula was fixed with a stainless-steel screw and polyacrilyc cement.
Animals were allowed to recover from anesthesia in a temperature controlled room

before returning to homecages.
2.5. Behavioral procedures

Foraging training and test sessions were carried out in a 35 cm high, 1 m
diameter circular arena with a black rubber floor with 76 holes (Fig. 1). The holes were
0.5 cm deep and equidistantly disposed in 5 concentric circles where sucrose pellets
could be hidden. The maze floor was divided into 19 equal regions. Each region had 4
holes. The areas were defined by a 20 cm diameter imaginary inner circle and another
outer 60 cm diameter circle. The first region was the smallest circle in the center of the
maze. The next 6 regions were in the annular area between the inner and the outer
circles. The last 12 regions were in the area between the outer circle and the wall of the

maze.

Training: Rats were given a habituation session and, in the next 4 days, they
were given a daily training session with 4 consecutive trials. In the habituation session
rats were individually allowed to explore the empty (no pellet) maze for 5 min. In each
trial they were allowed to look for 20 sucrose pellets that were placed in the maze holes:
2 in the central circle, and 1 each in the remaining 18 regions. Therefore 1 out of 4 holes
of each region was pseudorandomly baited. Thus, each hole had 25% probability to be

baited and every region was baited in at least one hole.
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Testing: Test sessions were similar to training sessions except that the animals
were given only one trial per session per day. Prior to each session, rats from the
treated group received a unilateral intra-NAc infusion of 0.4pg SKF-81297, 0.4ug SCH-
23390 or aCSF. The drugs were dissolved in 0.1 uL aCSF and infused for 30 s with a
microinfusion pump (Insight Instruments, Ribeirao Preto, Brazil) connected to a 30-ga
needle by polyethylene tubing. The needle extended 2 mm beyond the tip of the
cannula. Across all test sessions each animal received one of these treatments twice.
The order of the drug infusion varied for each animal in a Latin square manner. In order
to evaluate whether some areas were more or less explored by chance (independent of
the drug treatment) a control experiment was carried out with pseudo-treated animals
which received aCSF before all the 6 test sessions. Animal’s behavior was videotaped
and analysed with ANY-MAZE software (Soelting, Wood Dale, IL, USA). The
following exploration indexes were scored: number of entries and time spent in each of

the 19 areas of the maze, travelled distance, and mean speed.

Fig. 1. Scheme of the open field floor showing the 19 areas in which exploratory scores
were measured. The central area was baited with 2 sucrose pellets and the other 18
areas with 1 pellet.

2.5. Histology

At the end of the behavioral procedures, animals were deeply anesthetized with

ketamine/xylazin (140/10 mg/kg) and were transcardially perfused with saline (0,9%)
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followed by 4% paraformaldehyde (PA). Brains were removed, fixed in PA solution for
24 h, and post-fixed for 4 days in 20% of sucrose (dissolved in PA solution). Brain
slices of 40 um were cut in a cryostat (Leica CM1850, Nussloch, Germany) and
processed for 2.5 % thionine staining. Only animals with appropriate placements in the

NAc were included in the analysis.
2.6. Statistical analysis

Results were analyzed using STATISTICA 7.0 software. Data of the two days in
which animals received the same drug were grouped by treatment (aCSF, SKF81297 or
SCH23990). Based on the percentage of entries and time spent in each area, the highest
and lowest explored areas were chosen according to the following criteria: (i) the
highest explored areas were those presenting scores higher than the mean score for all
areas plus one standard deviation (SD) on the two days in which the same drug
treatment was given but not in the other 4 days; (ii) when more than one area achieved
this criterion the one with the highest score was chosen; (iii) similar criteria were
applied to choose the less explored area, i.e., the one with the lowest score among those
with scores lower than the mean minus SD. Data of the pseudo-treated animals (rats that
received aCSF in all 6 sessions) were grouped as if they had received the same drug
treatment as the experimental groups; therefore, data from 3 groups of pseudo-treated
rats were analysed: pseudo-aCSF, pseudo-SKF81297 and pseudo-SCH23990. This
analysis in the pseudo-treated group was done to rule out that strong differences in

exploration preferences may happen by chance.

Kolmogorov—Smirnov test showed that only two exploration scores presented
normal distribution: percentage of entries in the highest explored region (p = 0.08) and
time spent in the lowest explored region (p = 0.08); therefore, data of the treated group
when under SKF81297 or SCH23990 were compared with data of the treated group
when under aCSF using Mann-Whitney test. The same comparisons were made within
the pseudo-treated group in order to rule out that strong differences in the exploration

could happen by chance.

Only speed data presented normal distribution: travelled distance (p = 0.03,
Kolmogorov-Smirnov test); and speed (p = 0.13). Thus, data of each group were
compared by session (independent of the treatment) and analyzed by Friedman test. In
addition, a comparison between treatments (aCSF, SKF81297 or SCH23990;
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independent of the day) was carried out with Kruskall-Wallis ANOVA. Post hoc
comparisons among sessions were analyzed with Wilcoxon Matched Paired test.

Differences were considered significant when p < 0.05.
3. Results

3.1. Histology

Five animals from the treated group and 6 animals from the pseudo-treated
group showed infusion points in the medial region of the NAc shell and in the NAc core

(Fig. 2). Only data of these animals were included in the analysis.

Fig. 2. Schematic coronal sections showing the locations of the infusion points in the
nucleus accumbens. Infusion sites are represented as if all were only in one hemisphere.
Circles represent infusion points for the 5 animals in the treated group included in the
analysis. Triangles represent infusion points for the 6 animals in the pseudo-treated
group included in the analysis. On the right of each section, the approximate distance
(mm) to bregma is indicated according to the Atlas of Paxinos & Watson . Aca,
anterior commeasure; NAcc-co, nucleus accumbens core; NAcc-sh, nucleus accumbens
shell.
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3.2. Effects of D1 receptor modulation in open field exploration

Two representative tracks of rats exploring the open field are shown in Fig. 3. In
these examples, it is possible to see that all areas of the maze were explored probably
because the rats could not predict where the sucrose pellets were. However, some areas
were more or less explored. The particular location of these areas varied in a random
manner when rats were under pseudo-treatment (receiving only aCSF) but suggest that
they visit and avoid certain areas more after they were infused with one of the D1 drugs
in the NAc.

Treated

Pseudo-
treated

Fig. 3. Representative track plots of an animal while exploring the open field under drug
treatment (infusion of aCSF, artificial cerebrospinal fluid; SKF, SKF81297; SCH,
SCH23990 into the NAc) and pseudo-treatment (infusion of aCSF in the same order).

Tracks from two days in which the animal received the same drug are overlapped.

Exploratory scores of the most and less explored areas after infusion of aCSF,
SKF81297 or SCH23990 are shown in Fig. 4. Mann-Whitney U tests showed a
significant reduction in the time spent in the less explored area by comparing scores of
the days rats received SKF81297 (p < 0.05), but not SCH23990 (p = 0.91), with the
days they received aCSF. No significant difference was observed for all the other
comparisons between aCSF and drug scores which include: time spent in the most
explored areas (SCH, p = 0.17; SKF, p = 0.75), percentage of entries in less (SCH, p =
0.17; SKF p =0.34) and most (SCH, p = 0.11; SKF, p = 0.94) explored areas.
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In order to evaluate whether alterations in these scores could happen by chance
or are due to the order in which aCSF or the other drugs were administered, the same
analysis was applied to data of pseudo-treated group (rats that received only aCSF on
the 6 testing days). No significant difference within this group was observed. This
includes comparisons between: aCSF and pseudo SKF81297 for time spent in the less
(p = 0.80) and most (p = 0.63) explored areas and percentage of entries in less (p = 0.74)
and most (p = 0.10) explored areas; aCSF and pseudo-SCH23990 for time spent in the
less (p = 0.93) and most (p = 0.74) explored areas, and percentage of entries in less (p =

0.19) and most (p = 0.054) explored areas.

Most explored area

Less explored area 351
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Fig. 4. Effect of modulation of D1 receptors in the Nucleus Accumbens on patterns of
exploration of an open field. Treated group N=5; Pseudo-treated group N=6. Bars
express median and whiskers express interquartile range time spent and percentage of
entries in the most and less explored area. *p<0.05 compared to the aCSF group, Mann-
Whitney U test. aCSF, artificial cerebrospinal fluid; SKF, SKF81297; SCH, SCH23990.
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3.3. Lack of effect of D1 receptor modulation on motor behavior and foraging skill

As presented in Fig. 5, pseudo-treated, but not treated, rats showed significant
increases across the sessions in speed and travelled distance. Friedman test showed
differences within pseudo treated group for travelled distance [x2(5)=12.57, p<0.05]
and speed [x2(5)=13.31, p<0.05], but failed to show differences within treated group for
travelled distance [x2(5)=4.65, p = 0.45] and speed [x2(5)=6.42, p = 0.26]. Wilcoxon
test showed differences in pseudo-treated animals’ data between sessions 1 and 3, 4, 5

and 6 for travelled distance (all cases p<0.05) and for speed (all cases p<0.05).

As shown in Fig. 6, comparisons between treatments (independent of the day)
failed to show significant effects of treatments on travelled distance [H n=3=0.95, p =
0.61, Kruskall-Wallis ANOVA] and speed [H2n=3=0.52, p = 0.76] scores.
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Fig. 5. Locomotion across the sessions. Treated group N=5; Pseudo-treated group N=6.
Data expressed as mean + SEM . *p<0.05 compared to first day in pseudo-treated

group. Friedman test.
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Fig. 6. Locomotion data of the treated group compared by treatment. Treated group
N=5. No significant effects were found with Kruskall-Wallis ANOVA.

4. Discussion

This study was carried out as an attempt to test the hypothesis that there are
place-to-go cells in the striatum, i.e. MSNs that trigger approach behavior directed to
specific places. This hypothesis is one of the postulates of the Mosaic of Broken Mirror
Model [34]. We tried to activate/deactivate a restricted portion of place-to-go cells by
infusing into the NAc D1 receptor agonist or antagonist dissolved in the minimum
possible volume. We expected this to happen because D1 receptors are known to

facilitate depolarization of MSNs in the up state (Surmeier et al., 2007); supposedly the
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cells that are about to depolarize to choose which place to go. We expected to find such
place-to-go neurons in the NAc because this is the striatal site where place-related cells
were recorded [20-23] and that receive most dense projections from the hippocampal

formation [10] from which spatial information might be uploaded [5].

In agreement with our prediction, we observed a significant decrease in the time
spent in the less explored area after infusion of SKF81297 into the NAc. This result
suggests that activation of D1 receptor in a subpopulation of NAc MSNs decreased
preference for exploring a particular area. This is not exactly what is expected based on
the place-to-go cells hypothesis which predicts a higher preference for a particular place
due to activation of a particular place-to-go cell. However, the time spent in the most
explored area and percentage of entries in the most and least explored areas did not
change after SKF81297 was infused into the NAc. In addition, compared to the
controls, SCH23990 caused no significant effect in any preference score. It might have
happened because even the lowest possible volume of drug solution infused activated a
large restricted number of place-to-go cells. Thus, while causing higher exploration of
several areas, D1 agonist activation decreased even more exploration of the less
explored area. If this were the case, significant increase in exploration of a particular
place was not detected because the animal divided its time exploring several places,
which caused only discrete increases in preference for each higher explored place. On
the other hand, while decreasing preference for several places, the D1 antagonist would
have less impact on the preference for each of them. In this case, the spared time is
distributed among exploration of the remaining places which causes low impact on the
less explored area.

Future experiments might better test the place-to-go cells hypothesis by using
techniques with better spatial resolution to stimulate MSNs in the striatum. Electrical
stimulation and optogenetics are promising tools. Another important issue to be
addressed in future studies is the high variability in the exploration pattern observed in
the animals under all conditions, including drug pseudo-treatment. Animals
spontaneously avoided or explored some areas of the maze more thus making
comparisons between treatments difficult. In addition, the maze division made by us for
the analysis does not necessarily reflect the way that the animals encode the open field
space. An option for future studies is using the place fields of the NAc place-related
cells to delimitate the areas of the maze.
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In agreement with our results, in favor of the hypothesis that there are place-to-
go cells in the NAc, other studies reported impairment of spatial navigation after ventral
striatal lesion [24] or modulation of glutamatergic receptors receptors in the NAc [26,
27]. The studies by Coccurello and co-workers also support the view that neurons of the
NACc are critical for spatial navigation. They showed that the infusion of the D1
antagonist SCH23990 into mice NAc decreased the preference to explore an object
found in a new location in an open field [37]. Contrary to the effect observed after
infusion of a D2 receptor antagonist into the NAc, the dose of the D1 antagonist that
effected preference to explore a specific place did not affect unspecific locomotor
activity. In addition, they found that, in accordance with the modulatory effect of D1
receptors over corticostrial synapses, D1 and NMDA antagonists presented addictive

effects over the preference to explore a known object in a different location [38].

In summary, in addition to evidence presented by previous studies, the effect of
SKF81297 on the time spent in the less explored area of the open field suggests that
place-to-go cells might exist in the NAc. Future experiments are needed to test whether
activation of a more restricted number of MSNs in the NAc can really trigger going to
specific places. Follow up studies are needed using stimulation techniques with a better

spatial resolution as well as a finer delineation of the maze regions to be analyzed.
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4 DISCUSSAO GERAL

Os nossos resultados demostram que € possivel modular as
preferéncias de exploragédo dos animas ao ativar receptores D1 no NAc, uma
vez que foi observada uma diminuicdo do tempo gasto na regido de menor
exploracdo decorrente da administracdo do agonista dopaminérgico. Esta
mudanca na exploracdo ndo € devida a mudancas na locomocao ja que nao
houve efeitos dos farmacos no comportamento motor. No entanto, ndo foram
observados efeitos decorrentes da administracdo do antagonista. Esses
resultados estdo em concordancia com uma nocao crescente na literatura que
atribui ao estriado um papel em tarefas de navegacéo espacial. Na Tabela 1 é

possivel apreciar um resumo dos resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 1. Resumo dos resultados de preferéncia de exploracéo.

TEMPO % ENTRADAS
Regido Mais | Regido Menos | Regido Mais | Regido Menos
Explorada Explorada Explorada Explorada

SKF 81297 _ _ _
(Agonista D1) \l/

SCH23990

(Antagonista - - - -

D1)

Tradicionalmente, a memoéria e a navegacdo espacial foram
consideradas como uma funcdo da formacdo hipocampal e de regibes
neocorticais associadas, como o cortex piriforme, o perirhinal, e o retrosplenial
(Stuchlik et al., 2014). Esta relacéo foi estabelecida com o descobrimento das
place cells no hipocampo, neurdnios que sao ativados quando o animal entra
numa locacdo especifica do ambiente (O'keefe e Nadel, 1978). Apds destas
observacdes iniciais, uma extensa pesquisa foi feita em torno da relagéo da
formacdo hipocampal e estruturas relacionadas com a navegacdo espacial.
Esses esforgos permitiram reconhecer outros tipos de neurdnios com atividade
espacial, incluindo neurbnios head direction cells, no subiculo, no cortex

retrosplenial e no tdlamo (Taube, Muller e Ranck, 1990), grid cells no cortex
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entorhinal medial anterior (Fyhn et al., 2004; Hafting et al., 2005), e neurbnios
que correlacionam com lugar, direcdo da cabeca e velocidade no cortex
retrospleinal (Cho e Sharp, 2001).

A ideia de um possivel envolvimento estriatal na navegacao espacial
surge a partir da demonstracdo de que lesdes no nucleo accumbens
prejudicam o desempenho no labirinto de Morris, uma tarefa bastante popular
no estudo da memoria espacial (Annett, Mcgregor e Robbins, 1989), e depois
da confirmacdo de que existem projecbes de estruturas da formacéo
hipocampal (subiculo e CAl) para o NAc (Groenewegen et al., 1987; Van
Groen e Wyss, 1990; Witter, Ostendorf e Groenewegen, 1990). De forma
complementar, estudos dos efeitos de manipulacées farmacoldgicas no NAc
sobre a navegacgao espacial continuaram apoiando esta nogdo (Coccurello et
al., 2000; Sargolini et al., 2003; Mele et al., 2004; Ferretti et al., 2007;
Coccurello, Oliverio e Mele, 2012). Deste modo, uma proposta feita por alguns
pesquisadores considera que a formacédo hipocampal armazena a informacao
espacial do ambiente, e passa esta informacdo ao estriado — particularmente
ao NAc-; por sua vez, o NAc associa a informacéo espacial com a informacao
motivacional e, com base nesta integracdo, escolhe a acdo apropriada,
segundo o objetivo de uma tarefa especifica.(Mizumori, Puryear e Martig,
2009).

A nossa proposta oferece um mecanismo que explica como o NAc
poderia realizar esta funcédo. NOs postulamos que parte dos MSNs estriatais -
provavelmente do NAc e que expressam preferencialmente receptores D1 -
funcionam como células place-to-go. Ou seja, estes neurdnios representam
uma locacao especifica do ambiente e a sua ativacao terd como consequéncia
a aproximacdo para esse local. Desta forma, nés esperavamos que ativando ou
inibindo estes neurdnios pudéssemos observar mudancas na exploracdo do
campo aberto dos animais. Os resultados obtidos concordam com a predi¢céo
anterior porquanto mudancas na exploracdo foram observadas apos a
administracdo do agonista de receptores D1 — houve uma diminuicdo do tempo

gasto na area de menor exploracdo; porém, estas mudancas foram na direcao
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oposta do esperado, porquanto a predicdo sugeria que a aplicacdo de um

agonista D1 ativaria os MSN, aumentando a exploragdo de um local especifico.

O ativacao de receptores D1 no NAc aumenta a excitabilidade neuronal
guando o neurdnio encontra-se despolarizado —up state-, ao fosforilar canais
de célcio e aumentar as correntes excitatérias evocadas pela estimulacdo de
receptores NMDA (Surmeier et al., 2007). Adicionalmente, aumento da
expressdo de proteina c-Fos no NAc —um conhecido marcador de atividade
neuronal- foi registrado apdés da administracdo local de um agonista D1
(Robertson, Vincent e Fibiger, 1992; Robertson e Jian, 1995). Por outro lado,
antagonistas de receptores D1 diminui a excitabilidade dos neurénios estriatais
(West e Grace, 2002). Assim, ao administrar SKF 81297, n0s esperavamos
favorecer a ativacdo dos neurdnios estriatais da via direta jA despolarizados.
N6s administramos essas drogas no NAc no menor volume possivel com o
intuito de atingir uma populagéo restrita desses neurdnios. Se a nossa proposta
é correta, ou seja, se MSNs do NAc funcionam como células place-to-go, seria
de esperar que, ao ativar os receptores D1 desses neurdnios, houvesse um
aumento na exploracdo dos locais codificados por eles. Esperavamos,
portanto, um aumento na exploracdo de areas isoladas do campo aberto.
Porém, o efeito observado foi o oposto: diminuicdo na exploracdo de areas

restritas do campo aberto.

Uma explicacdo possivel para a discrepancia entre o resultado esperado
e 0 obtido pode se encontrar na administracdo mesma dos farmacos. O volume
escolhido foi o minimo possivel; porém, este volume pode estar atingindo um
ndamero ainda grande de neurbnios no NAc, facilitando assim a ativacdo de
células place-to-go que promovem a exploracdo de muitas areas do campo
aberto. O efeito comportamental de isto seria um aumento moderado da
exploracdo em varias regides do labirinto, e uma diminuicdo mais acentuda na
exploracéo das areas codificadas por um nimero ainda maior de MSNs. Pode
ser que aumento da exploracdo de certas areas nao tenha sido detectado na
anadlise estatistica porque ele estivesse “diluido” entre todas as regides ativas.
Por outro lado, da mesma forma que SKF81297, o SCH233390 poderia se

espalhar e atingir varios neurénios, diminuindo a atividade de um grande
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namero de células place-to-go. O efeito sobre o comportamento seria uma
diminuicdo moderada da exploracdo de varias regides do labirinto, que n&o
seria detectada nas analises porque também estaria também “diluida” entre
todas as regides codificadas por esses neurdnios. E importante salientar que
essa interpretacdo € em parte especulativa e que precisa, portanto, ser
confirmada com técnicas de estimulagdo de um numero mais restrito de

neurdnios, tais como por exemplo, optogenética ou micro-estimulacao elétrica.

Os nossos resultados estdo de acordo com prévios estudos que
mostram que ao modular os receptores D1 no NAc é possivel modificar as
preferencias de exploragédo dos animais. De interesse particular sdo uma serie
de estudos feitos por Coccurello e colaboradores que demostra a relevancia
desses receptores no processamento de informacao espacial (Coccurello et al.,
2000; Mele et al., 2004; Coccurello, Oliverio e Mele, 2012). Nos primeiros
estudos, Coccurello e colaboradores avaliaram o comportamento de ratos
numa arena circular de 1 metro de diametro, que continha 5 objetos. Apos uma
primeira exposicdo ao aparelho, um dos objetos era trocado de lugar, e entdo
os efeitos comportamentais de antagonistas dopaminérgicos foram avaliados.
Nesse estudo foi observado nos animais controle um aumento na exploragéo
do objeto que mudou de lugar, efeito que foi prevenido nos animais que
receberam os antagonistas dopaminérgicos. Assim, Coccurello e colaboradores
concluiram que a ativagcdo dos receptores dopaminérgicos no nucleo
accumbens é necessaria para detectar mudancas espaciais (Coccurello et al.,
2000; Mele et al., 2004) e o receptor D1 parece cumprir um papel mais seletivo
nesta funcéo (Coccurello et al., 2000). Nossa interpretacédo é que a ativacao de
receptores D1 é necessaria ndo para a percepcado de que um objeto mudou de
lugar, mas para desencadear o comportamento de se aproximar desse objeto.
Estudos consecutivos confirmaram estes achados, e demostraram que existe
uma cooperagcdo entre receptores D1 e NMDA nesta tarefa (Coccurello,
Oliverio e Mele, 2012). Assim, embora os resultados de Coccurello e
colaboradores, assim como 0s nossos, ndo fornecam provas conclusivas da
presenca de place-to-go cells no NAc, eles estdo apontado para um papel do
funcionamento dos receptores D1 na navegacdo espacial, 0 que € coerente

com a existéncia de células place-to-go que expressam receptores D1 no NAc.
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Outro ponto a ser discutido se refere a escolha das regides do labirinto a
serem analisadas. Uma avaliagdo qualitativa do tracado de exploracdo dos
animais no campo aberto (ver figura 3 do artigo cientifico) mostra regides do
labirinto menos exploradas. Porém estas regides ndo estdo restritas aos
quadrantes do campo aberto que definimos a priori. Assim, é possivel que uma
definicdo diferente das areas para analise resulte em uma maior sensibilidade
em detectar essas areas. Neste respeito, existem evidéncias que mostram que
a atividade dos neurdnios do NAc codificam locacdes especificas, e que esta
codificacdo esta relacionada com o comportamento motor e com a recompensa
(Lavoie e Mizumori, 1994; German e Fields, 2007). Esses estudos mostram
que € possivel identificar place fields no estriado que parecem ser tédo
fidedignos quanto os do hipocampo, porém maiores (Mizumori, Puryear e
Martig, 2009). Entdo, uma opc¢éo seria definir as areas a serem analisadas com
base em registros da place fields dos neurdnios do NAc enquanto os animais

exploram o campo aberto.
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5 CONCLUSOES

Os dados obtidos sugerem um envolvimento dos receptores D1 do
ndcleo accumbens na navegacdo espacial. Um corolario dessa concluséo é
gue os neurbnios da via direta no NAc desempenham um papel na selecdo do
local a ser explorado. Todavia, embora nossos dados sejam coerentes com a
hipotese de que existem células place-to-go no nucleo accumbens, eles estdo
longe de ser uma evidéncia forte dessa hipotese. Estudos subsequentes, com
técnicas estimulacdo de MSN de maior resolucdo espacial e temporal e
também com métodos mais adequados de andalise do padrdao do
comportamento exploratério evocado por essas estimulacées no NAc deverdo
ser realizados com o objetivo de testar esta hipotese de forma mais critica.
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