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RESUMO

Estudos demonstram que o nudcleo accumbens (NAc) esta associado a
selecdo de respostas comportamentais a estimulos ambientais e a atividade
locomotora. Ambas acdes estdo ligadas aos niveis de liberacdo de dopamina (DA).
Desta forma, este trabalho busca investigar se alteracdes de contexto sédo capazes
de modificar os niveis de liberacéo tonica de DA no NAc e a possivel correlagdo com
aumento da atividade locomotora, tal como o efeito do bloqueio de receptores D1 e
D2 sobre estas respostas comportamentais. Para o estudo utilizamos 15 ratos Wistar
machos adultos. Inicialmente, os animais foram submetidos a 9 sessdes de
habituacdo onde utilizamos 2 diferentes contextos. Em seguida foi realizado o
procedimento de cirurgia estereotaxica para implante de uma canula-guia posicionada
acima do NAc. Apos um periodo de 7 dias de recuperacdo, mais 10 sessdes de re-
habituacdo foram realizadas, seguidas de uma sessao de teste. Na sessao de teste
0s animais foram previamente divididos em 3 grupos experimentais onde estes
receberam a administracdo de salina, haloperidol ou SCH23390. Durante a sessao
de teste os animais foram posicionados no contexto A tendo a membrana de
microdialise posicionada no NAc e perfundida com liquido cefalorraquidiano artificial.
Amostras foram coletadas a cada 10 minutos. Durante 90 minutos amostras das
concentracfes basais de DA foram coletadas. Apés esse periodo foi realizada a
administracao de salina, SCH23390 ou haloperidol seguido de 30 minutos adicionais
no contexto A. Ao final desse periodo os animais foram transferidos ao contexto B e
mantidos neste por um periodo de 2 horas, sendo que apés 1 hora de exposicéo ao
contexto B os animais foram gentilmente manuseados (30 segundos). Toda a sesséo
de teste foi gravada para a realizacdo de posteriores analises comportamentais. A
concentragdo de DA nas amostras de dialisado foram analisadas por cromatografia
liquida de alta resolucdo. A administracdo de haloperidol provocou aumento da
concentracdo de DA ap6s a mudanca de contexto e manipulagdo, assim como a
locomocéo, e diminuiu o tempo de mobilidade. Assim, os resultados sugerem que a
liberacdo tonica de DA ap0s variacdes ambientais esta relacionada com receptores
dopaminérgicos do tipo D2. Entretanto adicionais experimentos sdo necessarios.

Palavras-chave: Dopamina. Microdialise. Atividade locomotora.



ABSTRACT

Studies show that the Nucleus Accumbens (NAc) is associated with the selection of
behavioral responses to environmental stimuli and arousal levels. Both actions are
connected to the dopamine (DA) release levels. The aims of the present study is to
investigate whether contextual changes are capable of modifying the tonic release
levels of DA in the NAc and the possible correlation with the increased locomotor
activity, also the effects of D1 and D2 receptor antagonists on these behavioral
responses. For the study we used 15 adult male Wistar rats. Initially the animals were
submitted to 9 habituation sessions to 2 different contexts. Subsequently, a
stereotactic surgery procedure was performed to implant a guide cannula in the NAc.
After the recover, 10 more sessions of habituation were performed, followed by a test
session. In the test session the animals were previously divided into 3 experimental
groups (Salina, Haloperidol or SCH23390). Initially the animals were placed in context
A having the microdialysis membrane positionated in the NAc and perfused with
artificial cerebrospinal fluid. Samples were collected every 10 minutes. During 90
minutes samples of DA basal concentrations were collected. After this period saline,
SCH23390 or haloperidol was administered, followed by an additional 30 minutes in
context A. At the end of this period the animals were transferred to context B and kept
there for 2 hours, and after 1 hour of exposure to context B the animals were gently
handled (30 seconds). The entire test session was recorded for further behavioral
analysis. The DA concentration in dialysate samples were analyzed by high resolution
liquid chromatography. Haloperidol administration increased the concentration of DA
after changing context and manipulation, as well as locomotion, and decreased
mobility time. Thus, the results suggest that the tonic release of DA after environmental
variations is related to D2 dopaminergic receptors. However additional experiments
are needed.

Key Words: Dopamine. Microdialysis. Arousal.
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1 INTRODUCAO

1.1 NEUROTRANSMISSAO DOPAMINERGICA

A dopamina (DA) € um neurotransmissor cuja atividade é amplamente
descrita por contribuir na regulagéo de processos de controle da atividade motora,
funcdes cognitivas como o aprendizado associativo, comportamento motivado, entre
outras funcbes essenciais para a nossa sobrevivéncia (COSTA et al.,, 2006;
IKEMOTO et al, 2005; DA CUNHA et al.,, 2012). Haja vista a importante fungéo
exercida pela DA em uma ampla gama de comportamentos, alteracdes nos padroes
de atividade dopaminérgica estédo diretamente relacionados a ocorréncia de quadros
patolégicos, tais como doenca de Parkinson (DELONG et al., 2007; FRISINA et al.,
2009; TRITSCH, 2012; CALABRESI, 2014), esquizofrenia (CARLSSON et al., 2004),
transtorno bipolar (COUSINS et al., 2009), transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (DEL CAMPO et al, 2011), transtorno obsessivo compulsivo
(CALABRESI, 2014) e com o abuso de drogas (WANAT et al., 2009).

Quanto a neurotransmissdo dopaminérgica, 0s neurbnios dopaminérgicos
possuem seus corpos celulares localizados majoritariamente na area tegmental
ventral (VTA) e na substancia nigra compacta (SNc), estes neurdnios ao projetar seus
axbnios para areas corticais e subcorticais formam trés importantes vias de projec¢ao:
via mesocortical, via mesolimbica e via nigroestriatal (IKEMOTO, 2007; IKEMOTO et
al, 2005).

Em relagdo a DA, esta € uma monoamina da familia das catecolaminas
(JACKOWSKA et al., 2013), a sua sintese, tal como apresentado na figura 1, ocorre
a partir do amino&cido precursor tirosina, a qual pela acdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) é convertida em L-DOPA (3,4-diidroxifenilalanina) esta, na etapa
sequente de sintese, é convertida a DA pela enzima DOPA descarboxilase. Apés este
processo, a DA é transportada para as vesiculas sinapticas através da acdo do
transportador vesicular de dopamina (VMAT, vesicular monoamine transporter) para
gue posteriormente possa ser liberada por exocitose na ocorréncia da despolarizacao
do terminal sinaptico dopaminérgico (JONES et al.,, 2014). A guantidade de DA
liberada na fenda sinptica depende da intensidade do estimulo apresentado e da

sua capacidade preditiva, tal como da saliéncia motivacional associada a ocorréncia
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do estimulo em questdo (GRACE, 2000). Apés a sua liberagcdo, a molécula de DA
pode se ligar aos receptores dopaminérgicos, ser recaptada (onde por acdo do
transportador de DA, DAT - dopamine transporter, as moléculas de DA podem ser
transportadas novamente para os terminais pré-sinapticos) ou sofrer metabolizacéo
enzimatica pela acdo da monoamina oxidase (MAO) ou pela agcdo da catecol
ortometiltransferase (COMT) (BJORKLUND & DUNNETT, 2007).

FIGURA 1. Sinapse dopaminérgica e processo de metabolismo da DA. A-B. (a) Processo de
sintese da DA e posterior transferéncia desta as vesiculas sinapticas pelo transportador de monoamina
vesicular 2 (VMAT-2). Na ocorréncia do processo de sinalizagdo dopaminérgica esta presente a etapa
de exocitose das vesiculas contendo DA, apo6s isto a DA poderd se ligar aos receptores
dopaminérgicos presentes na membrana pds-singptica, podendo modular assim a atividade do
neurdnio pos-sindptico. A DA pode entdo ser reciclada através da recaptacdo via acdo do DAT, ou
metabolizada pela acdo da das enzimas monoamina oxidase (MAQO) ou pela enzima catecol-O-metil-
transferase (COMT). (b) No terminal pré-sinaptico de neurdnios dopaminérgicos, 0 aminoacido tirosina
pode ser convertido a L-DOPA pela acao da enzima tirosina hidroxilase. A L-DOPA é posteriormente
convertida a DA pela acdo da enzima DOPA descarboxilase.
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FONTE: JONES et al (2014)

Quanto aos receptores dopaminérgicos, estes sdo classificados como
receptores metabotropicos, ou seja, sdo acoplados a proteina G e podem ser
divididos em duas familias: D1 e D2. Dentro da familia D1 estdo presentes o0s
receptores do tipo D1 e D5, nos quais apoés a ligacdo da DA a estes receptores ha a

estimulacdo da formacdo de AMPc (monofosfato de adenosina ciclica), tendo entao
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estes receptores atividade excitatoria. J& em relacédo a familia D2, esta compreende
aos receptores do tipo D2, D3 e D4, cuja ativacdo pela DA leva a inibigdo da formacéo
de AMPc, tendo assim atividade inibitoria (MISSALE et al., 1998). Além das diferencas
guanto ao tipo de proteina G associada a estes receptores, estas familias diferem
guanto a afinidade que apresentam em relacdo a ligagdo das moléculas de DA.
Receptores da familia D2 podem apresentar uma afinidade a DA até 10 vezes maior
gue receptores da familia D1 (ESTEVINHO et al., 2003).

Quanto a liberacdo de DA, esta pode ocorrer de duas maneiras distintas:
tbnica e fasica, tal como representado na figura 2. Quanto a liberacao tonica de DA,
esta ocorre na forma de ocorréncia de potenciais de acao de baixa frequéncia onde
a DA ¢é liberada de forma lenta, porém constante, onde ha a liberacdo de pequenas
guantidades de DA, ocorrendo esta em uma escala temporal de minutos. Ja em
relacdo a liberacéo fasica de DA, ha a ocorréncia de uma alta frequéncia de potenciais
de acdo, onde de maneira rapida, em uma escala de milissegundos, uma grande
guantidade de DA é liberada na fenda sinaptica (ROBINSON & WIGHTMAN, 2007).

FIGURA 2. llustracdo de registros da ativagdo fasica (esg.) ou tbnica (dir.) dos neurdnios
dopaminérgicos.

50Hz,1s

FONTE: BASS et al (2013)

1.2 TECNICAS DE MONITORAMENTO DE DOPAMINA

Buscando uma melhor compreensdo dos processos que envolvem a
liberacdo fasica e tbnica de DA, técnicas de monitoramento da concentracdo

extracelular de DA, tais como registros da liberacdo de DA via voltametria ciclica de
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varredura rapida (FSCV - fast-scan cyclic voltammetry) ou microdialise podem ser
empregadas.

A FSCV é uma técnica geralmente utilizada para monitoramento de
alteracdes rapidas nas concentracdes extracelulares de DA. Esta técnica possui uma
excelente resolucdo temporal, registrando alteracdes nos niveis de DA em uma
escala de milissegundos. Nesta técnica, a partir da utilizacdo de microeletrodos de
fibra de carbono (possuindo entre 5 a 30 ym de didmetro), realiza-se o implante
destes na regido de interesse através de um procedimento de cirurgia estereotaxica,
permitindo assim a posterior detec¢do da liberacédo fasica de DA nesta estrutura de
interesse (GARRIS, et al., 2002).

Quanto a técnica de microdialise, esta ndo possui uma resolucao temporal
tdo precisa quanto a FSCV, apresentando uma resolucdo temporal na escala de
minutos, entretanto, em contrapartida a microdialise permite um excelente limiar de
deteccdo dos niveis de DA, estes podendo estar em uma escala femtomolar
(MOGHADDAM et al., 1990), isto tendo de 2 a 3 vezes a magnitude do limite de
deteccdo do permitido pela FSCV (WESTERINK et al., 1991), sendo assim mais
adequada para a analise de padrdes de liberacao ténica de DA.

A aplicacado da técnica de microdialise ndo se restringe ao monitoramento da
liberacdo de DA, sendo possivel também o monitoramento de outros
neurotransmissores e respectivos metabolitos. Os primeiros estudos que avaliaram a
liberacdo de transmissores em animais anestesiados ou em movimento livre
empregavam a técnica push-pull desenvolvida por Gaddum (1961) e Myers (1972), a
gual ndo utilizava uma sonda especifica para tal, promovendo também elevados
danos teciduais durante a execucdo do processo. Somente em 1974 Ungerstedt e
colegas implementaram o uso da sonda de microdialise, havendo assim um aumento
da eficiéncia e da qualidade de coleta das amostras (UNGERSTEDT e PYCOCK,
1974; UNGERSTEDT et al.,, 1982). Gragas a estas melhorias promovidas por
Ungerstedt e colaboradores houve uma significativa disseminagdo do uso deste
método para a quantificagdo de neurotransmissores, metabalitos, etc. Desde entdo
mais de 11.000 trabalhos foram publicados utilizando a técnica de microdialise em
diversos ambitos da neurociéncia (CHEFER et al., 2009)

O processo de microdidlise é descrito pela primeira lei de difusdo de Fick, o
gue significa que as substancias passam pela membrana ao longo de seu gradiente

de concentracao por difusdo passiva (BONGAERTS et al., 2018), de uma regido de
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maior concentra¢ao para uma regido de menor concentracdo. A sonda de microdialise
contém uma membrana semipermedvel, que permite passagem da solucao
extracelular e posterior coleta deste dialisato ao longo de um determinado tempo
(figura 3). Em funcéo da seletividade que as membranas apresentam apenas solutos
de baixo peso molecular serdo capazes de penetrar a membrana para serem entéao
coletados, assim, a concentracdo de dialisato coletado representara somente uma
fracdo da concentracao real existente no liquido extracelular (CHEFER et al., 2009).

Em experimentos usando a técnica de microdialise uma sonda é implantada
na regido de interesse no tecido cerebral, onde, durante o experimento, esta é
constantemente perfundida com uma solucdo fisiolégica, a qual apresenta a
composicdo semelhante a do liquido extracelular do tecido cerebral (BONGAERTS et
al., 2018). Quanto a taxa de perfusdo desta solucdo, geralmente séo utilizadas taxas

de perfusao que variam entre 0,3 a 3 pyL/min (CHEFER et al., 2009).

FIGURA 3. Sonda de microdialise. Durante o experimento é utilizada uma solu¢do que possui
composicao idbnica semelhante a do fluido extracelular do cérebro, sendo esta bombeada para a
entrada da sonda, passando assim pela area ativa da membrana de microdialise, onde ocorrera o
contato com o contetdo extracelular presente, apos isto o contelido coletado flui pela saida da sonda.
A medida que a solugéo perfunde a membrana de microdialise, ha a geragdo de um gradiente de
concentracao através da membrana, possibilitando a difusdo de moléculas de interesse presentes no
meio extracelular através da membrana. A extremidade da sonda, onde esté localizada a membrana
de microdialise geralmente possui entre 200—400 um de didmetro e 2 mm de comprimento.
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Desta forma, a técnica de microdidlise possui duas principais vantagens
guanto ao monitoramento dos niveis de DA: elevada sensibilidade e especificidade
guimica. Isto ocorre pelo fato que apds o dialisado ser coletado do tecido cerebral,
este pode ser analisado por uma variedade de técnicas de separacdo quimica, como
por exemplo a técnica de cromatografia liquida de alta performance, gerando assim
uma excelente resolucéo e sensibilidade quimica, permitindo a identificacdo eficaz de

DA mesmo a niveis bem baixos de concentracdo (JUSTICE, 1993).

1.3 DOPAMINA, NUCLEO ACCUMBENS E LOCOMOCAO

Em meados da década de 80 Mogenson e colaboradores apresentaram a
proposta de que o nucleo accumbens (NAc) seria o local de conexdo entre o sistema
motor e o sistema limbico (MOGENSON et al. 1980). Esta proposta foi baseada no
fato do NAc receber projec6es de neurbnios dopaminérgicos da VTA, projecdes
oriundas da amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal. Isto também é refor¢cado pelo
fato que quando DA era injetada diretamente no NAc observava-se um aumento na
atividade locomotora (JONES e MOGENSON, 1980). Esta proposta é suportada por
experimentos inlmeros experimentos posteriores, onde a ativacao dos receptores de
dopaminérgicos no NAc promoveram um aumento da locomocao, e lesdes realizadas
no NAc promoviam uma inibicdo da locomocao, isto ocorrendo mesmo apds a
administracdo de anfetamina, droga classicamente conhecida por promover aumento
na atividade locomotora, entre outros efeitos (KELLY et al. 1975).

Um outro conceito relacionado aos efeitos na ativagéo locomotora promovida
pela dopamina & quanto ao estado de arousal. Este & definido como uma fungéo
primitiva no sistema nervoso de vertebrados responsavel pela ativacao inicial de todas
as respostas comportamentais, em resposta a estimulos ambientais (PFAFF, 2006).

E descrito que a partir de informagBes sensoriais frente a determinados
estimulos ambientais levariam ao inicio de respostas comportamentais apropriadas
frente a estes estimulos especificos, isto promoveria um estado de ativacdo de um
estado de arousal generalizado, o que levaria a atividade motora, maior capacidade
de resposta sensorial € maior capacidade de processamento emocional. Assim, por
exemplo, um individuo num elevado estado de arousal estaria mais ativo
motoramente, mais suscetivel a estimulos sensoriais e emocionais (PFAFF, 2006). A
auséncia desses elementos contribui para a modulacéo dos estados de consciéncia
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(GIACINO et al., 2014, LAUREYS e SCHIFF, 2012), da mesma forma que a sua
presenca excessiva resulta em transtornos de ansiedade (RESSLER e MAYBERG,
2007).

Desta forma, neste trabalho buscamos avaliar o papel da liberacao tonica de
DA no NAc em relagao a atividade locomotora, marcador dos estados de arousal.
Como previamente descrito, os receptores dopaminérgicos possuem diferentes niveis
de afinidade, tendo os receptores da familia D1 menor afinidade, havendo assim a
necessidade de niveis mais elevados de DA para a ativacao deste, isto ocorrendo a
partir da atividade fasica dos neurénios dopaminérgicos. Enquanto os receptores da
familia D2 possuem uma alta afinidade tendo maior probabilidade de serem ativados
durante a liberacdo tbnica de DA (RICHFIELD et al., 1989). Deste modo estas
populacdes de receptores podem ser diferencialmente ativadas conforme o padrao
de liberag&o de DA, modulando estados de atividade motora e arousal. Assim sendo,
buscamos avaliar neste trabalho um possivel papel da ativacdo de receptores
dopaminérgicos da familia D1 ou D2 sobre a atividade motora evocada por alteracdes

contextuais em que estes animais foram expostos.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal investigar os efeitos da alteracao
de contextos ambiental em relacdo a um possivel aumento do estado de arousal em
ratos, relacionando isto com os niveis tdnicos de liberagdo de DA no NAc. Tal como
se estas alteracdes nos niveis de DA poderiam promover aumento na atividade
locomotora destes animais (a qual seria um indicador do estado de arousal).

1.4.2 Objetivos Especificos

- Padronizar o uso da técnica de microdialise para uso em animais acordados.

- Avaliar possiveis alteragdes nos niveis de liberagdo de DA no NAc de ratos
apos variacdes de contextos ambientais e manipulacao destes animais.

- Avaliar de que forma os receptores D1 e D2 estariam envolvidos na
expressédo do comportamento de arousal através da administracdo de antagonistas
de receptores D1 ou D2, SCH23390 e haloperidol, respectivamente.
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2 METODOLOGIA

2.1 ANIMAIS

Utilizamos neste experimento até o presente momento 15 ratos Wistar
machos adultos (estima-se que até o final do experimento sejam utilizados 30 animais
no total, com a representa¢cao de 10 animais por grupo) com peso inicial de 220 a 250
gramas provenientes do biotério central do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos no biotério em ambiente
com temperatura e luminosidade controlada (22+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas,
comecando as 7:00 horas) e acesso a agua e comida ad libitum. Os procedimentos
experimentais foram realizados entre as 10h e as 17h. Todos os protocolos
experimentais estdo de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, e foram aprovados previamente
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parana, sob o CEUA
n°® 23075.041021/2019-25.

2.2 PROTOCOLO DE HABITUACAO

Inicialmente com intuito de habituacdo dos animais aos experimentadores,
durante 2 dias consecutivos 0os animais foram gentilmente manuseados por um
periodo de 10 minutos. Durante este periodo os animais foram retirados de suas
caixas de moradia e procedimentos de transporte até o aparato de teste, contencao
e manuseio foram simulados. Adicionais 9 sessbes de habituacao foram realizadas
com o objetivo de habituar o animal aos aparatos utilizados na tarefa comportamental,
tal como ao procedimento experimental.

A tarefa comportamental consistiu na exposi¢édo do animal a dois diferentes
contextos (A e B). O contexto A consiste em um recipiente cilindrico com fundo
revestido em plastico (figura 4) e o recipiente utilizado como contexto B consiste em
uma caixa retangular com o fundo revestido de areia (figura 5). Ambos o0s contextos
ficaram posicionados dentro de uma caixa de madeira e formica (figura 6), a qual tem
por objetivo atenuar influéncias sonoras e visuais do ambiente externo. Durante este
periodo de habituacdo, os animais foram gentilmente posicionados, inicialmente no

contexto A, e mantidos neste por 30 minutos. Apos este periodo, os animais foram
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gentilmente contidos para a realizacdo de uma injecdo de solugéo salina 0,9% (0,1
ml, via i.p ou s.c), com intuito de habituar os animais a este procedimento de injecao,
atenuando o estresse promovido por este procedimento no dia de teste.
Posteriormente a injecdo os animais foram removidos do contexto A para que este
pudesse ser substituido pelo contexto B, onde os animais foram posicionados e
mantidos durante adicionais 30 minutos. Apés as sessfes de habituacao terem sido

realizadas os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica (descrita abaixo).

Figura 4. llustragéo do recipiente utilizado Figura 5. llustragé@o Recipiente utilizado como
como contexto A. contexto B.

FONTE: Autor FONTE: Autor

Figura 6. llustracdo da caixa de habituagéo. Os recipientes do contexto A e B ficaram posicionados
dentro de uma caixa fechada, para atenuar ruido ou interferéncia externa.

FONTE: Autor
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7

A realizacdo de um longo periodo de habituacdo € essencial para este
experimento, pois o animal deve estar bem habituado ao experimentador, contextos
e procedimentos (injecéo, transporte, manuseio, etc.) da mesma forma o uso de uma
caixa de madeira e formica que é mantida fechada durante todo o experimento faz
com que influéncias externas (sons, alteragdes de luminosidade, etc) sejam evitadas,
fazendo assim com que possiveis alteracdes nos niveis tdnicos de dopamina e
alteracdes da atividade locomotora sejam especificos as manipulacdes realizadas
(mudanca de contexto, administracdo de farmacos e estimulacéo do animal, descritas

abaixo na sessao de teste).

2.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

A cirurgia estereotaxica foi realizada objetivando-se o implante unilateral de
uma canula guia no NAc para a posterior realizacdo da técnica de microdidlise. Para
0 procedimento cirdrgico os animais foram anestesiados com quetamina (75mg/kg
i.p) e xilazina (10 mg/kg i.p) e posicionados em aparelho estereotaxico (David Kopft
Instruments, Tajunga, EUA) através do conduto auditivo. Apdés o posicionamento do
animal no estereotaxico foi realizada a administracdo de penicilina procaina (0,1 mi
i.m). Logo acima da regido do cranio onde foi realizada a incisao foi efetuada a
administracao de lidocaina (0,5 ml s.c.) e apds 5 minutos da administracéo o escalpo
dos animais foi cortado com um bisturi para a exposicéo do cranio e visualiza¢do do
bregma. Apds a visualizagdo do bregma foram utilizadas as coordenadas
provenientes do Atlas de Anatomia Cerebral de Ratos de Paxinos e Watson (2007)
para a localizacdo das estruturas cerebrais pretendidas, onde a canula-guia (figura 7)
foi implantada acima do NAc, com as seguintes coordenadas: anterior-posterior

+2.0mm, medial-lateral +1,5 mm e dorsal-ventral -6,0 mm.
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Figura 7. Canula-guia inserida no nicleo accumbens

FONTE: BaSi S.A.

Em seguida trés parafusos foram fixados no cranio dos animais com intuido
de promover suporte e fixacdo ao implante, seguido da adicdo de acrilico dental para
a formacdo de um capacete recobrindo a por¢do do cranio exposta. Logo apos a
cirurgia e nos trés proximos dias foi realizada a administracdo de ibuprofeno (10
mg/kg, v.0.), tal como a realizacdo da pesagem dos animais para averiguar possiveis

problemas com a recuperacao pos cirdrgica.

2.4 SESSAO DE TESTE

Apbs a execucdo da cirurgia estereotaxica para o implante de uma canula guia para
0 posterior posicionamento de uma sonda de microdidlise no NAc e do periodo de
recuperacdo desta cirurgia (7 dias), 10 adicionais sessdes de re-habituacdo foram
realizadas de maneira similar a forma descrita acima, com uma pequena alteracao,
neste procedimento de habituacdo apds a cirurgia ha o uso de um sistema de
contencéo (tether) preso ao pescoco do animal, com o objetivo de habituar o animal
ao sistema de microdialise que foi utilizado no dia de experimento. Tendo completado
o periodo de habituacdo uma sesséo de teste foi realizada.
Previamente a sessdo de teste os animais foram divididos em 3 grupos
experimentais:
e Controle, onde foi realizada a administracdo de solucdo salina 0,9% (s.c.)
(n=7)
e Grupo antagonista D1, onde foi realizada a administragdo de SCH23390
(40ug/kg s.c. n=4)
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e Grupo antagonista D2, onde foi realizada a administragdo de haloperidol
(150ug/kg i.p. n=4).

Nesta sessao de teste, previamente ao posicionamento do animal no contexto

A uma sonda de microdialise (procedimento descrito na secao abaixo) foi
cuidadosamente conectada a canula guia que fora previamente implantada, sendo
entdo a membrana da sonda posicionada no NAc. Esta membrana foi perfundida com
liquido cefalorraquidiano artificial (145 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,0 mM MgClz; 1,2 mM
CaClz) a uma velocidade de 1,7 ul/minuto, sendo que coletas do dialisado foram
realizadas a cada 10 minutos durante todo o experimento. Apoés isto, o animal foi
posicionado no contexto A e durante 90 minutos amostras referentes a atividade basal
foram coletadas. Tendo as amostras basais sido coletadas foi realizada a
administracdo de solucéo salina, haloperidol ou SCH23390 (nos respectivos grupos
experimentais) e os animais foram mantidos por um periodo adicional de 30 minutos
no contexto A e ao final deste periodo foi realizada a mudanca do animal em teste
para o contexto B. Neste procedimento, o animal foi gentilmente contido enquanto o
aparato utilizado como contexto A era substituido pelo referente ao contexto B. Uma
vez posicionado no contexto B o animal foi mantido neste por um total de 2 horas,
sendo que apds estar uma hora neste contexto B foi realizada uma breve manipulacao
do animal (o qual foi gentilmente manuseado por um periodo de 30 segundos) e
novamente posicionado no contexto B para o periodo remanescente de 1 hora. Esta
manipulagcéo tem por objetivo promover um estado de estimulagéo ao animal. Ao final
de um periodo total de 4 horas (2 horas no contexto A e 2 horas no contexto B), os
animais foram removidos do aparato de teste e novamente alocados em suas caixas
de moradia até a realizacdo do procedimento de eutandsia para a coleta do cérebro
para a realizacdo dos procedimentos de histologia para a confirmacédo do
posicionamento da membrana de microdialise. Durante a sesséo de teste um total de
24 amostras de dialisado foram coletadas, tal como a realizacdo de registro de video
durante toda a sessdo. As amostras coletadas foram analisadas por cromatografia
liquida de alta resolucéo (HPLC, do inglés high precision liquid chromatography) para
verificacdo dos niveis de DA. Os videos registrados foram analisados pelo software
EthoVision (Noldus, USA), onde parametros de locomocédo e estado de atividade

motora foram analisados.
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2.5 MICRODIALISE

No dia do teste uma sonda de microdialise foi introduzida no NAc via canula-
guia. A sonda de microdialise utilizada contém uma membrana semipermeavel de 2
mm de comprimento e 320 um de diametro, que foi diretamente exposta no tecido
alvo (figura 8).

Figura 8. Sonda de microdidlise foi introduzida na canula-guia para o teste de microdiélise.

Fonte: BaSi S.A.

A membrana (figura 9) foi conectada a um sistema de entrada e saida, sendo
o sistema de entrada constantemente perfundido com liquido cefalorraquidiano
artificial a uma velocidade de 1,7 ul/minuto, permitindo assim o processo de difusao
tal como previamente realizado em nosso laboratério (GOMEZ-A, A et al. 2017).
Durante o presente experimento amostras do dialisado foram coletadas a cada 10
minutos, em um total de 24 amostras por animal. As amostras de dialisado foram
coletadas e mantidas em recipientes contendo solucéao de 3 pl de acido perclérico (0,1
M) e 0,06% de metabissulfito de sédio (para minimizar a degradacao), protegidas da
luz e armazenadas a temperatura de -80°C até a realizacdo das analises de

guantificacédo por HPLC.
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Figura 9. Processo de difusao que ocorre durante a técnica de microdilise.
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FONTE: Autor.

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (HPLC)

A analise neuroquimica dos niveis de DA presentes nas diferentes amostras
de dialisado coletadas durante a sesséo de microdidlise foi realizada por HPLC. Este
€ um método fisico-quimico o qual permite a separacéo e quantificacdo de compostos
presentes em varios tipos de amostras, com alto poder de deteccéo, resolucdo e
eficiéncia. Essa técnica possui uma fase estacionaria, que permite o empacotamento
de microparticulas de cerca de 3-10 um, e uma fase movel, que circula sob alta
pressao ao longo da coluna com um fluxo controlado, tornando a analise da amostra
mais rapida e eficaz, desta forma permitindo a detec¢do dos niveis de DA e outros

neurotransmissores presentes nas amostras analisadas (MOITA et al. 2015).

2.7 HISTOLOGIA

Apés o término dos experimentos comportamentais, 0s animais foram
eutanasiados por sobredose de pentobarbital (25mg/kg). Os cérebros foram
removidos e armazenados em solucao fixadora até serem seccionados em fatias de
40 ym em vibratomo. O controle histologico para a determinag&o do posicionamento

da canula-guia foi realizado a partir da realizacdo do método de Nissl (Tionina 0,25%,
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Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, USA) para posterior localizacdo do posicionamento da
canula-guia. Para a confirmacéo do correto posicionamento da canula guia no NAc
foi realizada a inspecdo das laminas sob um microscépio 6ptico (Leica, USA) com

auxilio do atlas de Paxinos e Watson (2007).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA). Inicialmente os dados correspondentes aos
picos de deteccdo de DA foram normalizados em relacdo a baseline (3 ultimas
amostras coletadas durante a primeira hora do animal no contexto A). Apds isto foi os
dados foram transformados em valores de z-score devido a elevada variabilidade da
amostra, buscando assim uma melhor representacao dos resultados. Para a obtencéo
de uma melhor representacdo das alteracdes nos niveis de DA no decorrer do
experimento foi realizada a obtencdo dos valores referentes ao delta, calculado a
partir da subtracdo entre os maiores versus 0s menores valores referentes aos picos
de DA nas janelas de analise de interesse, levando em consideracdo a ordem de
ocorréncia destes. Os dados foram analisados através da analise de variancia
(ANOVA) de duas vias. A significancia foi estabelecida em um valor de p<0,05 e os

dados séo apresentados como as médias + SEMs.
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3 RESULTADOS PARCIAIS

Os resultados a serem apresentados representam dados parciais
previamente coletados. Primeiramente buscamos observar possiveis alteracdes nos
niveis de DA em relacdo a eventos especificos, tais como a realizagdo do
procedimento de injecdo (administragdo de solucdo salina, SCH23390 ou
haloperidol), em relagcdo a mudanca de contexto (contexto A para o contexto B e apés
a manipulacao do animal por 30 segundos, apés este ter permanecido no contexto B
por 1 hora). As figuras 10 e 11 representam valores de z-score referentes as
alterac6es nos niveis de DA nos 3 diferentes grupos experimentais no decorrer das 4
horas de coleta. Apds analise de ANOVA de 2 vias ndo observamos diferencas
estatisticas (p>0.05) quanto as alteracfes nos niveis de DA nos diferentes grupos
experimentais e eventos de interesse. Entretanto de maneira descritiva pudemos
observar que inicialmente apés a realiza¢éo do procedimento de administracdo, seja
ela solucéo salina, SCH23390 ou haloperidol, ndo observamos grandes variacdes nas
concentracfes de DA (figuras 10 e 11), que permaneceu proxima a sua concentracao
basal. A mudanca de contexto foi capaz de provocar aumento de até 162%, 94% e
533% na concentracdo de DA nos grupos administrados com solucdo salina, SCH
23390 e haloperidol, respectivamente. A breve manipulagdo do animal causou
aumento dos niveis de DA no periodo de 1 hora ap6s este, havendo aumento nos
picos de até 185% na concentracdo de DA em animais que receberam solucéo salina,
259% em animais que receberam SCH 23390 e 806% em animais que receberam
haloperidol.
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Figura 10. Efeito da administracdo de solucéo salina 0,9% (n=7), SCH 23390 (n=4) e haloperidol (n=4),
variagdo ambiental e manipulacdo animal sob a concentragdo de DA. Dados representando as
alteracdes em cada um dos 3 grupos experimentais. Os dados foram inicialmente normalizados em
percentual de alteracdo dos niveis de DA a partir da baseline e posteriormente transformados em z-
score para melhor representacéo dos dados. Os dados sdo expressos em média + SEM. p>0.05.
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De maneira especial, podemos observar que apesar da auséncia de
diferencas estatisticas devido a variabilidade dos dados e pequeno numero de
animais por grupo, o tratamento com haloperidol demonstrou tendéncias em
apresentar maiores alteracbes quanto a concentragdo de DA, sendo esta
imediatamente ap0s a mudanca de contextos e mais tardia apds a manipulacéo do
animal, em relacdo aos grupos salina e SCH23390, conforme demonstrado na figura
11. Os grupos salina e SCH23390 apresentaram tendéncias em alterar as
concentragfes de DA ap0s a troca de contexto tal como apds a manipulacdo que
ocorreu apos 1 hora no contexto B, entretanto, esta teve uma tendéncia de ocorrer

em uma ordem de magnitude menor da apresentada pelo grupo haloperidol.

240
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Figura 11. O haloperidol apresentou tendéncias em aumentar as concentra¢cdes de DA na presenca
de variag6es ambientais e apés a manipulacdo do animal. Os dados foram inicialmente normalizados
em percentual de alteracdo dos niveis de DA a partir da baseline e posteriormente transformados em
z-score para melhor representacéo dos dados. Os dados sdo expressos em média £+ SEM. p>0.05.
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Figura 12. Administracdo de haloperidol promoveu tendéncias em aumentar os percentuais de
alteracdo nas concentracdes de DA a partir da mudanca de contexto, assim como na manipulagéo

animal apés o célculo dos valores de delta. Os dados sdo expressos em relacdo os valores de delta.
Dados sdo expressos em média £ SEM. p>0.05.
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As tendéncias em relacdo ao aumento nos niveis de DA promovidas pela
administracao de haloperidol sdo mais evidentes apds a realizagcdo do calculo dos
valores de delta (figura 12). Podemos observar que apds a administracdo de
haloperidol houve um aumento de 569% em relagéo a mudanga de contexto e 782%

em relagdo ao evento de manipulacdo do animal e 821% no periodo subsequente a
realizacdo desta manipulacao.
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Em relacédo a atividade locomotora (figura 13), esta foi obtida a partir dos
registros de videos durante as 4 horas de experimento. Quanto a esta andlise, até o
presente momento possuimos um numero menor de animais cuja atividade fora
analisada (solucao salina: n=1, SCH23390: n=3 e haloperidol: n=1), fato que nos limita
a interpretacdo dos dados e possiveis correlagfes desta atividade locomotora com os
niveis de DA apresentados na mesma janela temporal. Desta forma, devido a
limitacdo promovida pelo baixo poder amostral podemos apenas descrever
brevemente os dados obtidos. Apesar disto, podemos observar de maneira
interessante que todos 0s 3 grupos experimentais apresentaram aumento na
distancia (em cm) percorrida tanto apds o evento de administracéo (seja ela salina,
SCH 23390 ou haloperidol), troca contextual e apés a manipulacdo no contexto B.
Figura 13. Procedimentos de administracdo de farmacos ou veiculo, mudanca de contexto e a

manipulacdo do animal causaram aumento de locomoc¢éo. Os dados de locomog¢éo sdo expressos no

total de centimetros percorridos em um periodo de 10 minutos. Os dados séo expressos na média +
SEM.
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Outro parametro de atividade motora avaliado foi o estado de atividade (figura
14). Neste parametro breves movimentos foram considerados com um estado ativo
do animal, mesmo que 0 mesmo nado movesse de posicao seu eixo central. Podemos
observar que aparentemente mesmo possuindo valores de distancia percorrida
similares aos outros grupos experimentais, o grupo tratado com haloperidol diminuiu
o tempo de mobilidade apds a administracdo deste farmaco, o que nao se observou
nos grupos administrados com solugcdo salina 0,9% ou SCH 23390, que tiveram

mobilidade mais acentuada apds a mudanca de contexto e manipulacéo.

Figura 14. A mudanca de contexto e a manipulacdo do animal causaram aumento no tempo de
mobilidade nos grupos que receberam solucéo salina e SCH23390, e diminuiu o tempo de mobilidade
no grupo administrado com haloperidol. Os dados sdo expressos ha média + SEM.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este estudo teve como principal objetivo verificar se alteracbes ambientais e
0 procedimento de manipulacdo do animal promoveria um aumento nos niveis de
liberacdo de DA e se este aumento seria responsavel pela promoc¢ao de um estado
de elevado arousal, utilizando desta forma a atividade motora como um indicador dos
niveis de arousal. Da mesma forma buscamos observar se seria a ativacdo do
receptor D2 o promotor deste estado de elevado arousal.

A nossa hip6tese que a dopamina estaria modulando este estado de elevada
arousal, e isto ocorrendo via ativacdo de receptores D2 baseia-se no trabalho de
nossos colaboradores (dados ainda ndo publicados) onde € demonstrado que durante
sessfes de condicionamento Pavloviano apds a administracdo de farmacos
antagonistas de receptores dopaminérgicos D1 e D2 no decorrer da sessdo 0s
animais comecam a reduzir a sua resposta condicionada apresentando um
comportamento tipo-extin¢ao, isto estando correlacionado com um comportamento
de baixa excitacdo. Entretanto apds animais do grupo controle e do grupo que
recebeu a administracdo de um antagonista de receptores dopaminérgicos D1 serem
movidos para uma diferente caixa de comportamento ou a ocorréncia de um breve
periodo de manipulagdo estes animais apresentavam novamente elevados niveis de
resposta condicionada, isto estando relacionado a um alto nivel de arousal. Entretanto
nos animais onde fora administrado um antagonista de receptores dopaminérgicos
D2 (haloperidol) estes animais ndo apresentam este aumento dos niveis de resposta
condicionada. Desta forma levantando-se a hip6tese que este estado de arousal e
consequente aumento dos niveis da resposta condicionada estavam relacionados
aos niveis ténicos de DA e a ligacdo desta aos receptores D2.

Até o presente momento os resultados obtidos sugerem tendéncias que a
liberag&o tonica de DA apos a administragéo de haloperidol nos eventos de interesse
foi elevada em relacdo aos outros grupos experimentais, e isto era de certa forma
esperado pelo fato que receptores do tipo D2 podem ser expressos tanto na regiao
pré ou poés-sinaptica, tendo a expressao destes receptores na regido pre-sinaptica
fungcé@o de inibir a liberacdo de DA pelo neurdnio pré-sinaptico (STANDAERT e
GALANTER, 2012). Porém, de maneira interessante observamos tendéncias de uma
reducdo do estado de atividade apds o bloqueio dos receptores D2 pelo haloperidol,
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apesar do aumento observado nos niveis de DA. Caso este padrdo de atividade se
mantenha consistente apos adicionarmos mais animais aos grupos experimentais
poderiamos estar confirmando a nossa hipotese inicial que a DA estaria relacionada
aos estados de elevado arousal e que este processo estaria sendo modulado por
receptores D2.

Alteracbes no estado de arousal podem justificar alguns disturbios
neuropsiquiatricos, onde estados de elevado arousal sdo responsaveis por
esquizofrenia e dependéncia (CARLSSON, 1995) e estados de baixo arousal estao
associados com depressdo e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(HALLER et al., 2005; MIANO et al., 2006). A DA no NAc esté ligada a modulacdo da
atividade locomotora (JONES e MOGENSON, 1980) reforcando assim um possivel
papel da DA com a modulacéo do estado de arousal.

Devido ao fato que o presente experimento ainda encontra-se em
andamento, ndo possuindo ainda um N experimental completo, faz com que os dados
apresentados sejam dispostos na forma de demonstracdo de algumas tendéncias
existentes até o momento. Esperamos que com o aumento do N experimental e a
adicdo de analises adicionais quanto as alteracfes nos niveis de DA e também as
analises de parametros locomotores possam nos proporcionar uma melhor descri¢cao
do papel da dopamina ténica em relacdo a atividade locomotora e um possivel papel

dos receptores D2 neste processo.
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