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Aprendizagens e Memoérias

A caminhada foi longa. Comecou em 1996, quando passei em ciéncias
biolégicas na UFES, curso que sempre sonhei em fazer. Naquela época, ainda garoto,
nao sabia direito o rumo que minha vida iria tomar. Gostava de tudo: zoologia,
botanica, ecologia, evolugdo... mas sempre tive um carinho especial por
neurociéncias, muito embora eu nao tinha consciéncia disto na ocasido. Sempre que
via um documentario a respeito ou mesmo lia nas disciplinas cursadas alguma coisa
sobre neuro (permita-me assim apelidar as neurociéncias) ficava completamente
vidrado. Entretanto, as possibilidades que meu curso oferecia eram muito grandes e,
por isso pensei em seguir muitos caminhos. Porém, de uma forma ou de outra, a
neuro sempre estava rondando minha cabega.

Por volta de 1998, comecei a fazer iniciagdo cientifica no departamento de
ciéncias fisioldgicas, porém na area de bioquimica cardiovascular. Gostei muito de
trabalhar com a prolilendopeptidase (carinhosamente chamada de PEP), mas ainda
nao era o que realmente queria fazer. As vésperas de tentar a prova para o mestrado
(em 2001), me decidi: vou estudar neuro... mais com quem? Procurei me informar
sobre os laboratérios relacionados e, quando li sobre a linha de pesquisa da
professora Ester, ndo tive mais duvida. Era aquilo que eu queria: entender o
funcionamento do cértex pré-frontal.

A Ester ndo s6 me abriu as portas de seu laboratorio, mas também me ajudou
a trilhar esta longa jornada. Ela me deu um presente (talvez sem saber), que foi o
projeto sobre dopamina, assunto pelo qual sou apaixonado. Além disso, ela me ajudou
a entender melhor a ciéncia e a agir com prudéncia e ideologia, coisas raras nos dias
atuais no meio cientifico. Por isso tudo Ester, meu muito obrigado por toda a
paciéncia, acolhimento e dedicagéao.

Nakamura-Palacios e colaboradores (2001-2008) me ajudaram muito nesta
jornada. Colaboradores, dos quais ndo posso me esquecer de agradecer. Por isso, a
todos os colegas de laboratério um muito obrigado. Em especial a Livia, a Josidéia, a
Simone Bazarella, Simone Domingues, Aline, Paula, Mariana e a Lilia, que foram
grandes amigas e me deram muita forca ao longo desta caminhada. Podem ter
certeza, vocés participaram ativamente de toda minha formagao e sem vocés ela seria
mais dificil e sem graca.

Agradec¢o aos meus pais e minha irma, por todo o suporte, dedicacdo, amor e

carinho. Sempre tdo preocupados com a minha formagao e presentes em todos os



momentos. Nao teria conseguido sem vocés, que foram e sempre serdo o pilar da
minha vida.

Agradecgo também a Verbnica, meu amor e minha companheira de todos os
momentos. Nosso relacionamento veio para preencher um espaco que faltava em
minha vida e isto, sem duvidas, me deu um suporte inestimavel nesta reta final de
minha jornada. Muito obrigado por tudo.

Durante toda esta jornada mudei e amadureci profissionalmente e
pessoalmente. Lembro-me do menino que comecou, ainda na infancia, a brincar de
ciéncia e que hoje, como um sonho realizado, faz desta brincadeira sua profisséo.
Seja em sala de aula, ensinando e contribuindo para uma futura geragao, seja no
laboratério fazendo experimentos. Portanto, chego ao final deste doutorado com a
certeza da missdo cumprida, vislumbrando a longa caminhada que ainda tenho pela
frente em busca de todos os meus sonhos. As proximas conquistas que pretendo
realizar serao alcangadas com as muitas experiéncias profissionais e pessoais que
terei daqui em diante, que virdo ao longo dos anos de muita dedicagdo ao ensino e a
ciéncia. Sem duvida, a maior conquista de todas sera, no futuro, olhar para tras e ver

uma bela biografia escrita com muito trabalho e paixao pela minha profissao.

“...Hoje me sinto mais forte,
mais feliz quem sabe eu sé levo a certeza
de que muito pouco eu sei, eu nada sei... Penso que cumprir a vida seja simplesmente
compreender a marcha e ir tocando em frente...é preciso amor para poder pulsar, é

preciso paz para poder sorrir, é preciso chuva para florir... Cada um de nés compée a

sua histéria,

e cada ser em si, carrega o dom de ser capaz,
de ser felizl”

Almir Satter.
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1) Resumo

O cortex pré-frontal (CPF) é considerado o sitio anatdmico da memodria
operacional (MO), sendo sua regido medial (CPFm) parte importante nesse processo.
A via dopaminérgica mesocortical modula esta funcéo cortical, pois sua alteracao
funcional interfere no desempenho de animais em testes cognitivos que avaliam esse
tipo de memoaria. Esta acéo parece se relacionar com uma interacdo da dopamina com
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o sistema glutamatérgico local. Este estudo investigou o efeito agudo de diferentes
combinagdes intracorticais de agonistas e antagonistas dopaminérgicos com um
antagonista n&o-competitivo de receptores NMDA (MK-801), em ratos testados no
labirinto radial de 8 bragos, com retardos de 1 h. Ratos Wistar machos, previamente
treinados no labirinto radial, tiveram canulas implantadas bilateralmente no CPFm (B:
+ 2,5mm AP; +/- 1 mm L; - 2,7 mm V). Eles receberam administragdes intracorticais de
um agonista D, seletivo, o SKF38393 [SKF: 0 (SAL); 0,56; 1,8; 5,6 ug] ou um
antagonista D./D., a Clozapina [CZP: 0 (HCI 0,05N); 0,32; 1,0; 3,2 pg], 10 min. antes
da infusdo de MK-801 [MK: 0 (sal); 0,32; 1,0 ou 3,2ug]. Passados 5 min da segunda
administragcao, os animais foram testados no labirinto radial, com retardos de 1 h.
Também foram investigados os efeitos da prévia administracdo de um antagonista D
seletivo, 0 SCH23390 [SCH: 0 (SAL) ou 1,0 ug] sobre os efeitos do SKF [0 (sal); 0,56
ou 1,8 pg]. O SKF, agonista D; seletivo, produziu aumento do numero de erros
estatisticamente significantes (P < 0,01) nas menores doses empregadas (0,56 e 1,8
Hg), no desempenho do pos-retardo. Os erros associados a repeticido de bragos
visitados no pré-retardo foram mais numerosos (P <0,01), sugerindo que a ativacao
aguda de D+, no CPFm, prejudica a MO de longa duragdo. O uso prévio de SCH na
dose de 1,0 ug reverteu o prejuizo das doses de 0,56 e 1,8 ug de SKF (P < 0,01),
reforcando que os prejuizos observados com o SKF se devem a sua agdo com
agonista especificamente em receptores D;. O MK prejudicou o desempenho dos
animais somente na dose de 1,0 ug (P < 0,05). Novamente, Os erros associados a
repeticdo de bragos visitados no pré-retardo foram mais numerosos (P <0,01),
sugerindo que o bloqueio de receptores NMDA prejudica a MO de longa duragéo em
um padrao em U invertido. O uso de MK nas doses de 0,32 (P < 0,05) e 1,0 ug (P <
0,01) reverteu o prejuizo da dose de 0,56 ug de SKF. Porém, somente a dose de 1,0
hNg de MK conseguiu reverter os prejuizos do SKF na dose de 1,8 pg. Além disso, a
combinacao de SKF 5,6 ug seguido de MK 1,0 ug prejudicaram o desempenho dos
animais em relacdo ao controle. Estes dados sugerem que os efeitos de prejuizos na
MO de longa duragao promovidos pela estimulagcdo D1 se relaciona com o aumento
funcional dos receptores NMDA. O antipsicético atipico, a CZP, que atua
principalmente em receptores D, e D4, ndo produziu altera¢gdes no desempenho dos
animais. Por outro lado, sua interagdo na dose de 1,0 com 3,2 ug de MK prejudicou a
MO dos animais (P < 0,05). Mais uma vez, Os erros associados a repeticdo de bragos
visitados no pré-retardo foram mais numerosos (P <0,01). Estes dados sugerem que a
inibigdo concomitante dos receptores da familia D, e NMDA no CPFm pode prejudicar
a MO de longa duracdo. Estes resultados sugerem que o sistema dopaminérgico
mesocortical modula a MO espacial de longa duracdo, especialmente através de
receptores D, presentes no CPFm de ratos. Este efeito esta diretamente relacionado
com a modulagao de receptores NMDA que possivelmente também sofre modulagao
de D./D, nesta mesma area cortical.

2) Abstract

The prefrontal cortex (PFC) is thought to be the anatomical site for working
memory. lts medial region (mPFC) receives massive dopaminergic projections from
ventral tegmental area through the mesocortical dopaminergic pathway. Dopaminergic
activity is highly related to working memory function and the modulation of N-methyl-D-
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aspartate (NMDA) receptors seem to be critical in these processes. Thefore, this study
investigated the involvement of dopamine D, receptors and its interaction with NMDA
receptors in the medial prefrontal cortex (mPFC) on spatial working memory. Male
Wistar rats with bilateral cannulae implanted in the mPFC (B: + 2,5 mm AP; +/- 1 mm
L; - 2,7 mm V) were trained in the radial maze procedure and received intracortical
administrations of the D, selective agonist, SKF38393 [SKF: 0 (SAL); 0,56; 1,8; 5,6 ug],
or D./D, antagonist, clozapine [0 (HCI 0,05N); 0,32; 1,0; 3,2 ug] , 10 min before the
administration of MK-801 [MK: O (sal); 0,32; 1,0 or 3,2 ug]. After 5 min, animals were
tested in 1-h delayed tasks in the radial maze. The effect of the administration of the D+
selective antagonist, SCH23390 [SCH: 0 (SAL) or 1,0 ug] before the SKF (0; 0,56 or
1,8ug), was also investigated. The D: selective agonist, SKF produced, however, a
significant (P < 0,01) increase in number of errors in small doses (0,56 e 1,8 ug) as
compared to saline in the 1-h post-delay performance (mostly by reentry of arms visited
in the pre-delay performance). This result suggests that the acute activation of D;
receptor located in mPFC impairs the long-term visuospatial working memory. The
non-competitive antagonist of NMDA receptor, MK, disrupted the animals performance
only at 1,0 yg dose (P < 0,05) (mostly by reentry of arms visited in the pre-delay
performance). The lowest and highest dose did not differ from the control. This result
suggests that the NMDA receptor blockade promotes an inverted U shaped modulation
on working memory. SKF-38393, but not SCH-23390, administered into the mPFC
increased the number of errors (mostly by reentry of arms visited in the pre-delay
performance) in the 1-h post-delay performance at doses of 0.56 or 1.8 ug, but not at
the highest dose. SCH-23390 1.0 ug blocked and MK-801 1.0 pg reversed the
disruptive effect of SKF-38393 0.56 or 1.8 ug. The atypical antipsychotic, CZP, an
antagonist of D, and D4 receptors, did not alter working memory. Otherwise, their
combination at 3,2 ug dose with 1,0 pg of MK increased the number of errors (mostly
by reentry of arms visited in the pre-delay performance) as compared to the control
treatment (P < 0,05) and also to others doses of CZP (0,32 and 1,0 ug) (P < 0,05).
These results suggest that the blockade of D2/Dsand NMDA receptors, simultaneously,
are implicated in the impairment of this cognitive process. These results show that
dopamine D receptors activation in the mPFC may disrupt the retention and/or recall
of information in long-term delay. This impairment was blocked by dopamine D;
receptors antagonist and reversed by a non-competitive NMDA receptor antagonist,
suggesting that dopamine D+ receptors and their interaction with NMDA receptors in
the mPFC are crucial for adequate spatial working memory processing.
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1) Introdugao

O comportamento organizado e flexivel € uma das razées do sucesso
evolutivo dos mamiferos. Os animais inferiores possuem menor capacidade de
alterar seu comportamento quando necessario, fato este que limita seu
repertério comportamental e dificulta suas agdes quando uma nova situagao

aparece. Portanto, o comportamento flexivel, porém organizado, lhes confere
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obviamente uma vantagem evolutiva, essencial para o sucesso desses animais
nos mais diversos ecossistemas (Pough, 1999).

Este padrao comportamental requer algumas caracteristicas essenciais:
processamento e integracao de informagdes sensoriais diversas, bem como de
informagdes mneménicas de curta e longa duragao; foco nas informagdes mais
relevantes para execugao da agao (atencdo); inibicdo de agbes inapropriadas;
planejamento de acgdes futuras, bem como sua adequacédo temporal. Todas
essas fungdes podem ser incluidas nas chamadas fungdes executivas e estao
na base do comportamento organizado e flexivel (Arnsten, 2003).

Ha na literatura, diversas definicdes das funcdes executivas, sendo que
a inclusdo de uma ou outra fungdo pode variar de autor para autor. Segundo
Fuster (2000), as funcbes executivas compreendem uma classe de atividades
que capacitam o individuo no desempenho de a¢des voluntarias orientadas por
metas especificas. Hamdan e Bueno (2005) definem as fungdes executivas
como as habilidades cognitivas envolvidas no planejamento, iniciagao,
manutencdo e monitoramento de comportamentos complexos dirigidos a um
fim. Saboya et al. (2002) inclui o gerenciamento emocional, além do
gerenciamento cognitivo e comportamental. Embora, admita-se que as fungdes
executivas estdo presentes nos mamiferos de um modo geral, cada funcao
pode ser mais ou menos desenvolvida, dependendo da espécie em questao
(Arnsten e Bao-Ming, 2003; Gazzaniga, 2006). Pelo menos no homem,
algumas outras fungdes se relacionam intimamente ou sado incluidas nas
fungdes executivas, por exemplo, o pensamento, o raciocinio, julgamento, uso
de habilidades verbais no discurso e antecipagao de consequiéncias (Tekin e
Cummings, 2002; Saboya et al. 2002; Fuster, 2000).

Em algumas desordens ou lesdes neurais, as fungdes executivas podem
estar prejudicadas. E o caso do Transtorno do Déficit de Atencdo e
Hiperatividade (TDAH), que apresenta trés caracteristicas basicas:
Desatencédo, hiperatividade e impulsividade. Os portadores desse transtorno
podem apresentar também (como consequéncia dos sintomas classicos)
prejuizos na aprendizagem, desorganizagdo e problemas com condutas
sociais. Porém, diversos outros aspectos da cognicdo podem estar
preservados ou até acima da média. Nao € incomum que os portadores desse

transtorno apresentem bons desempenhos em testes de inteligéncia
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padronizados. Este fato € interessante, pois indica que nem todos os aspectos
da cognigéo relacionam-se diretamente com as fungbes executivas (Arnsten,
2003; Gazzaniga, 2006; Phelan, 2005).

1.1) Meméria operacional

Como exposto anteriormente, a execugcao de tarefas, o direcionamento
comportamental e o gerenciamento emocional requerem a manipulagao e a
retencao temporaria de informagdes sensoriais recentes e/ou provenientes dos
sistemas de memoaria de curta ou longa duracdo. Em uma visdo mais atual, o
processamento dessas informagdes, tal como suas retencdes, evocacdes e
manipulagdes, é realizado por um sistema neural complexo e multifacetado
chamado de meméria operacional (MO) (Baddeley, 1983; 1997; Arnsten,
2003).

O termo memdria operacional foi inicialmente proposto por Miller et al.
(1960), porém foi modificado e complementado ao longo do tempo, por outros
pesquisadores. Attinson e Shiffrin (1968) propuseram que a MO seria um
sistema unitario e de curta duracdo, nado correspondendo as informacdes
processadas de longa duracdo. Posteriormente, Baddeley e Hitch (1974)
sugeriram um modelo que se tornaria 0o mais conhecido e influente nas
concepgdes tedricas atuais da MO (Funahashi, 2006). E um modelo formado
de multiplos componentes, o qual pode ser dividido em quatro subsistemas: o
executivo central, a algca fonoldgica, a alga visuoespacial e o “buffer” episéddico.
Este modelo tem maior relevancia para humanos, ja que inclui componentes
semanticos, porém ainda assim muitas de suas caracteristicas estao presentes
em outros animais. Este modelo aborda, de forma satisfatéria, muitos aspectos
funcionais da MO (Baddeley, 2001).

Segundo Baddeley (2001), ha um componente mestre: o executivo
central. Ele tem funcdo controladora sobre a atencdo, focalizando as
informacdes mais relevantes para a realizagao da tarefa, mas também sobre a
manipulacdo de informacdes. Possui uma importante acdo inibitéria para
estimulos irrelevantes, o que auxilia a manutencdo do foco principal. E, ainda,

assessorado pelos outros dois subsistemas: a alga fonologica que traz

22



informacdes semanticas; e a algca visuoespacial que fornece informacdes
acerca do ambiente, processadas pelos sistemas visuais. O quarto
componente (“Buffer” episddico) foi recentemente adicionado a este modelo
pelo proprio Baddeley. Funciona como um componente de estocagem
temporaria de informacdes, com capacidade Ilimitada, podendo conter
informagdes de outros sistemas sensoriais (auditivas, tateis, olfativas,
gustativas, etc.), o que confere a MO uma caracteristica polimodal. Pode
também conter informagdes previamente armazenadas pelos sistemas de
memoria de longa duragdo, modificando a concepgédo de que a MO é
essencialmente de curta duracéo.

Nas abordagens mais modernas, a MO é vista como um sistema que
lida com informacdes, inclusive memoérias de curta ou longa duragcdo. As
informacdes mantidas “on line” por esse sistema sdo utilizadas pelo executivo
central que, por sua vez, as analisa e programa respostas comportamentais
adequadas. Portanto, enquanto houver relevancia, uma informagao pode ser
evocada e utilizada por esse sistema (Funahashi, 2006; D’Eposito, 2007), nao
devendo ser definida por seu conteudo sensorial ou por sua duragdo, mas sim,
por seu contexto operacional. E mais bem entendida como meméria em e para
acao (Fuster, 1991).

1.1.1) Testes e Modelos Experimentais para Avaliacdo das Fung¢odes

Executivas e/ou Meméria Operacional

Em humanos, varios testes neuropsicologicos tém sido propostos para
avaliacdo das fungdes executivas e/ou da MO. Pode-se citar: Teste de trilhas,
um dos testes mais utilizados e sensiveis para disfungcao cerebral e executiva.
Requer atencdo visual, destreza manual motora e velocidade de
processamento de informagdes; Teste de Cartdes de Winsconsin, largamente
utilizado para avaliar as funcbes frontais, sendo sensivel para detectar as
disfungdes caracteristicas do TDAH; Teste de Repeticao de Digitos, que requer
atencado auditiva e memdria de curta duragao; Blocos de Corsi, que envolve
atencado visual e memoéria de curto-prazo. Todos esses testes sdao muito
utilizados nas investigagdes clinicas e experimentais das disfungdes humanas

que envolvem as fungdes executivas, inclusive a MO (Ferreira, 2006).

23



Em animais, varios modelos experimentais foram desenvolvidos com o
objetivo de avaliar as fungdes executivas e/ou a MO em seus diversos
aspectos. Como exemplo, podemos citar o labirinto radial de 8-bracos,
proposto inicialmente por Olton e Samuelson (1976) e, que tem sido de grande
valia para avaliar a MO, principalmente em seu aspecto visuoespacial. E
considerado um modelo muito sensivel para MO e pode ser associado ao uso
de substancias psicoativas ou lesdes cerebrais.

Ha uma grande variedade de protocolos que pode ser utilizado com o
labirinto, cada qual avaliando aspectos cognitivos diferenciados. Um periodo de
retardo pode ser utilizado como um importante parametro para avaliar a MO.
Este periodo nada mais € do que um intervalo introduzido durante o
desempenho do animal no labirinto, dividindo o teste em dois momentos: pré-
retardo e pds-retardo (Nakamura et al., 1996; Nakamura e Roelke, 1997).

O desempenho de animais no labirinto radial de 8-bragcos também utiliza
a memoria de referéncia. Este tipo de memdria envolve o registro de regras e
procedimentos necessarios para a resolugcdo de problemas, podendo ser
armazenada por longos periodos. Possui mecanismos cerebrais diferentes em
relagdo a MO, porém se associa a ela durante o desempenho no labirinto para

produzir o resultado final do teste (Olton et al., 1977).

1.1.2) Substratos Neurais da Memoria Operacional

Baddeley prop6s um modelo funcional para a MO, mas sem se basear
em estruturas anatdomicas especificas (Funahashi, 2006). Desde entao, varios
estudos vem sendo realizados, com o intuito desvendar sua bases anatémicas.
Varias areas encefalicas parecem se relacionar com a MO diretamente ou
indiretamente, fato esperado para uma fungdo tdo ampla e sofisticada.
Entretanto, o cortex pré-frontal exerce inegavelmente uma fungao central nesse
processo (D’Esposito, 2007).

A relagédo entre a MO e o CPF foi inicialmente estabelecida a partir de
observagdes de pacientes que apresentavam lesdes nessa regiao cerebral.
Eles tinham dificuldade em guiar seus comportamentos no dia-a-dia, sem, no
entanto, comprometer suas capacidades intelectuais, de reter grandes volumes

de informacdes e aprender novas habilidades (Goldmann-Rakic, 1992). Outro
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aspecto importante, € que lesdes no CPF nao impedem, embora possam
dificultar, a formagdo de memorias de curta ou longa duragdo em si, mas
prejudicam sua manipulagao e integragcao nas respostas comportamentais. Sua
ativacao, durante testes cognitivos, vem sendo comprovada por exames com
tomografia por emissdo de positrons e ressonancia magnética funcional
(Goldman-Rackic, 1992; D’Esposito, 2007).

Em primatas ndo-humanos, diversos estudos demonstram que lesdes no
CPF prejudicam o desempenho em testes com retardo (Funahashi, 2006).
Jacobsen (1936) foi o primeiro a descrever estes déficits, utilizando testes com
retardo. Posteriormente, varios modelos foram desenvolvidos com esse mesmo
objetivo. Um modelo atualmente muito utilizado em primatas € o teste
oculomotor com retardo, no qual diversos estudos demonstram prejuizos apés
lesbes no CPF (Takeda e Funahashi, 2002; Funahashi, 2006).

Prejuizos na MO também sdo observados em outros mamiferos,
especialmente em ratos, com lesbes no CPF. Tal fato foi demonstrado em
inumeros trabalhos envolvendo testes com retardo. Um teste classico utilizado
para verificar tais prejuizos € o teste com retardo de alternancia espacial,
realizado no labirinto em T. Diversos outros estudos utilizando outros modelos
também demonstraram estes mesmo resultados. Por exemplo, modelos
envolvendo o labirinto aquatico de Morris (Lacroix et al., 2002) e o labirinto
radial de oito bragos (Porter et al., 1997).

Todos esses resultados em conjunto, apontam para uma homologia
funcional do CPF das diferentes espécies de mamiferos. A participagdo desta
estrutura parece ocupar uma posi¢cao central, ndo s6 na MO, mas também em
outros aspectos das fungdes executivas. Por isso, pode-se considera-lo um
componente essencial do executivo central proposto por Baddeley (Lacroix et
al., 2002; Funahashi, 2006).

1.1.3) Memoéria Operacional e outros tipos de memérias

De acordo com lIzquierdo (2000), memoria pode ser definida como a
aquisicao, consolidagcdo, manutengao e evocacao de informacgdes pelo sistema
nervoso. Nesta abordagem, a memodria € colocada como um conjunto de

processos que ocorrem sequencialmente e que podem levar uma dada
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informacéo a ser incluida em um banco de dados neural. Por exemplo, pode
haver aquisicdo sem consolidagdo ou, entdo, aquisicdo com consolidacao,
porém sem manutencdo. A perda da informagdo apds sua aquisicdo €
chamada de esquecimento (ndo confundir com habituagado). Analisando nesta
otica, as memorias apresentam um mecanismo de armazenamento sequencial
e, portanto, podem ser classificadas de acordo com a etapa em que estdo no
processo. Pode-se assumir, pelo menos, trés etapas basicas da memoria: de
curtissima duragcao (ou imediata), de curta duracdo e longa duracgao.
Aparentemente, uma nova informagao deve passar sequencialmente por cada
uma dessas etapas Fisiologicamente, ha fortes indicios de que esse
sequenciamento realmente ocorra (lzquierdo, 2000).

O CPF parece ser essencial na manutencdo da memoria imediata.
Sugere-se que a atividade dos neurdnios pré-frontais sustenta a atividade das
redes neuronais responsaveis pela nova informacg¢ao adquirida. Ha indicios, de
que essa atividade do CPF colabore para que o hipocampo promova, através
da potenciacao de longa duracédo (LTP) precoce, uma facilitacdo das redes
neurais envolvidas com a informagdo em questdo (consolidag&o inicial),
processo que envolve a fosforilagcdo de canais e receptores celulares no préprio
hipocampo (memoria de curto prazo). Porém, este mecanismo hipocampal
inicialmente realizado ndo é capaz de sustentar a facilitagdo por longos
periodos, mas somente pelos primeiros minutos a poucas horas apds a
aquisicao. Por isso, o proprio hipocampo pode promover um reforcamento da
facilitagao inicial, processo que envolve a LTP tardia, na qual novos canais ou
até mesmo novas sinapses podem aparecer no hipocampo (memoaria de longa
duracéo), fato que s6 comega a ocorrer (se ocorrer) horas apds a informagao
ter sido inicialmente adquirida. A partir dai, o tempo que a informacéo ficara
armazenada € muito variavel, pois depende de varios aspectos, por exemplo,
de seu contexto emocional ou de sua relevancia. Memdrias que permanecem
muitos anos s&o, por alguns autores, chamadas de memodrias remotas e
apresentam caracteristicas diferentes das outras memorias de longa duragéo
(Izquierdo, 2000).

A palavra “memoria” utilizada para designar a MO gera certas confusdes
em relagdo ao seu real significado. Talvez, isso se deva ao fato de que a

definicdo de memoria na proépria literatura ser muito controversa. Porém, vale
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lembrar, que a “memoria” operacional € atualmente vista como um sistema
integrador e manipulador de informagdes em processo de aquisicdo ou
previamente consolidadas, nao sendo, portanto, um sistema que simplesmente
sustenta a informagdes a serem consolidadas, embora isto também faca parte
de seu repertério funcional. Porém, a evocacéo das informagdes previamente
consolidadas para execucao de tarefas também faz parte das funcdes deste
sistema. O CPF, que sabidamente envolve-se com a MO, ativa-se durante a
evocagcao de memodrias de curta e longa duragdo, embora também haja a
participacdo do hipocampo e, possivelmente, de outras estruturas. Portanto,
definitivamente a MO n&o deve ser vista como uma memoria de curta duragao,
mas sim como um sistema que trabalha com memodrias (lzquierdo, 2000;
Seamans e Yang, 2004; D’posito, 2007).

1.2) Cértex pré-frontal

Em humanos, os lobos frontais correspondem a regido localizada
anterior ao sulco central e superior a fissura de Sylvius (Adams et al., 1997).
Este lobo esta presente em todos os mamiferos, porém é de dificil delimitacéo
na maioria das espécies. O CPF corresponde a regido mais rostral deste lobo.
As regides mais caudais estdo envolvidas diretamente com a motricidade
(Machado, 2000). Filogeneticamente, o lobo frontal foi a ultima estrutura dos
hemisférios cerebrais a se formarem. S&o pouco proeminentes na maioria das
espécies, mas em primatas, sdo bem desenvolvidos (Luria, 1981; Kolb, 1984;
Adams et al., 1997; Machado, 2000).

Na espécie humana, os lobos frontais ocupam cerca de um quarto da
massa total de seus hemisférios. Atinge maturidade estrutural e funcional ainda
na adolescéncia (Luria, 1981; Nolte, 1993; Adams et al., 1997). O numero de
circunvolugdes e fissuras é relativamente grande, o que ndo ocorre em animais
inferiores. Nesses animais, a estrutura deste lobo é bem mais simples,
constituindo-se apenas de uma fina e lisa camada (Reading, 1991; Penna,
1996; Machado 2000).

1.2.1) Estrutura do Cértex Pré-frontal
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O CPF constitui-se de uma rede neuronal maciga que se conecta a
regides motoras, perceptivas e limbicas do encéfalo (Goldman-Rakic, 1995).
Em primatas, é formado por um cortex granular em quase toda sua extensao,
exceto na regido do cingulado anterior. Em outros mamiferos, todo o CPF é
agranular (Gazzaniga, 2006).

A maior dificuldade em se definir claramente as regides do lobo frontal
correspondentes ao CPF é a enorme variacdo anatbmica entre as espécies,
sobretudo diferengas citoarquitetonicas e conectivas (Dalley et al., 2004). Rose
e Woosey (1948), resolvendo uma antiga discordéncia entre os pesquisadores
da area, definiram o CPF levando em consideragdo apenas suas conexdes
talamicas. Eles observaram que em todas as espécies de mamiferos havia
uma area frontal que recebia aferéncias do nucleo médio dorsal do talamo
(MD). Estas areas seriam equivalentes funcionais entre as diversas espécies.
Desta forma, o CPF foi considerado por esses pesquisadores como sendo a
regiao dos lobos frontais que recebe macicas projecées do MD (Kolb, 1984).
Pesquisas posteriores demonstraram que outros nucleos talamicos se projetam
para o CPF de modo importante. Além disso, o MD também se projeta para
outras areas corticais. Portanto, complementando as observagdes iniciais de
Rose e Woosey, muitos autores consideram atualmente como sendo CPF
somente as regides corticais que se conectam reciprocamente e extensamente
com o MD. Essa definigdo aplica-se a grande maioria dos mamiferos, sendo,
portanto, a definicdo mais adequada (Uylings et al., 2003).

Em humanos e primatas ndo-humanos, o CPF pode ser dividido mais
amplamente em pelo menos trés regides: medial, orbital e dorsolateral.
Aparentemente, essas regides possuem homologia funcional entre as
diferentes espécies de primatas (Uylings et al., 2003). Em humanos mais
especificamente, admitem-se as seguintes regides anatdomicas: Oculomotora (8
de Brodmann), Dorsolateral (9 e 10 de Brodmann), Orbitofrontal lateral (10 de
Brodmann) e Cingulado anterior (24 de Brodmann). Esta ultima recebe a maior
parte das projecdes do MD (Kolb, 1984). Porém, devido a sua citoarquitetura
agranular, alguns autores nao a consideram como parte integrante do CPF de
primatas. Evidéncias anatébmicas e funcionais recentes reforgam sua inclusao
no CPF (Gazzaniga, 2006).
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Em roedores, consideram-se trés regides: medial, lateral e ventral. A
regido medial (CPFm) é subdividida em Cg1, Cg2 (cingulado anterior), Cg3
(pré-limbico) e Fr2 (Zilles e Wree, 1985). Ja a regiao lateral, inclui as areas
insular agranular lateral e ventral (AID e AlV) e, ainda, a area lateral orbital
(LO). Por outro lado, na regido ventral encontram-se as areas orbital ventral
(VO) e orbital lateral ventral (VLO) (Dalley et al., 2004). As divisées anatémicas

do CPFm de ratos e em humanos séo vistas na figura 01.

1.2.2) Conexdes do Cortex Pré-frontal

Em linhas gerais, as principais conexdes do CPF dos mamiferos sao
bastante semelhantes entre as espécies, embora possa haver diferencas,
sobretudo quantitativas (Uylings et al., 2003; Dalley et al., 2004). Suas
principais aferéncias chegam de inuUmeras areas, tais como areas corticais
diversas, nucleo accumbens, corpo amigdaldide, hipocampo, hipotalamo, MD
e, ainda, outros nucleos talamicos (todas estas aferéncias sao, essencialmente,
glutamatérgicas); area tegmentar ventral (aferéncias dopaminérgicas); nucleos
medial e dorsal da rafe (aferéncias serotoninérgicas); locus ceruleo (aferéncias
noradrenérgicas); nucleo basalis magnocellularis e nucleo dorsolateral
mesopontino  (aferéncias colinérgicas). As eferéncias do CPF sao
predominantemente glutamatérgicas e se direcionam, virtualmente, para todas
as regides que para ele se projetam (Steketee, 2003).

As conexdes com o talamo sado extremamente importantes. Nao so para
fins de delineamento estrutural, mas também funcional, pois integra o CPF com
outras areas corticais e subcorticais. Além das conexdes extensas e reciprocas
com o MD, outros nucleos talamicos também se conectam com o CPF, tais
como 0s nucleos intralaminares e da linha média, nucleo medial anterior e a
parte rostral do complexo ventral do talamo. O padrdo de conexao e a
relevancia funcional parecem depender da espécie analisada (Uylings et al.,
2003; Dalley et al., 2004).

As conexdes com outras areas corticais tanto em primatas, quanto em
ratos sao predominante ipsilaterais e reciprocas. Correspondem as conexdes
mais proeminentes realizadas pelo CPF. As principais areas corticais com as

quais ele se conecta sao: pré-motoras, somatossensorial, auditiva, visual,
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olfatéria, gustatéria, hipocampal e areas corticais limbicas. Em primatas, a
regido dorsolateral é a mais densamente abastecida por essas fibras. Por outro
lado em ratos o CPFm ¢é a regido que mais recebe estas projecdes (Dalley et
al., 2004). Segundo Fuster (1997) essas conexdes sao essenciais no ciclo
percepcao-acao, provendo a base anatdomica para o monitoramento momento a
momento das fungdes executivas.

Todo o lobo frontal tem uma importante relagdo com os nucleos da base.
Tanto os cérteces motores, como o CPF enviam projecdes para esses nucleos,
especialmente o estriado. Entretanto, apenas o CPF recebe projegdes
reciprocas dessa estrutura. Principalmente, da porcdo mais ventral do estriado,
conhecida como nucleo accumbens. Essas conexdes frontais-nucleos da base
sao topograficas e se relacionam com as conexdes nucleos da base-talamo
também topograficamente. Esta relagdo € a base dos circuitos frontais-
subcorticais (Uylings et AL., 2003; Dalley et al., 2004).

De cada regiao dos lobos frontais, origina—se um circuito frontal-
subcortical. Nestes circuitos envolvem-se, ainda, outras estruturas, tais como o
estriado, complexo globo palido/substancia negra e nucleos talamicos. Cinco
circuitos podem ser identificados, porém apenas trés tém suas origens no CPF:
circuito pré-frontal dorsolateral, circuito orbitofrontal lateral e circuito cingulado
anterior. Os outros dois sdo essencialmente motores e, portanto, originam-se
em areas motoras, como o circuito motor com origem na area motora
suplementar e o circuito oculomotor, com origem nos campos oOpticos frontais
(Cummings, 1993).

Cortex Pré-Frontal
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Figura 01- Divisdes anatémicas do cortex pré-frontal medial em ratos (painel da esquerda) e em
humanos (painel da direita). Abreviagdes: ACg, cortex cingulado anterior; AID, coértex insular
agranular dorsal; AlV, cortex insular agranular ventral; AOM, Nucleo olfatorio medial anterior;
AQV, nucleo olfatério ventral anterior; cc, corpo caloso; Cg2, cértex cingulado 2; gcc, corpo
geniculado; IL, cortex infralimbico; LO, cortex orbital lateral; M1, area motora primaria; MO, coértex
orbital medial; OB, bulbo olfatério; PrL, cértex pré-limbico; PrC, coértex pré-central; VLO, cértex
orbital ventrolateral; VO, cértex orbital ventral. Painel da esquerda, extraido de Jeffrey e

colaboradores 2004. Painel da direita, extraido de Davidson e Irwin, 1999.

1.2.3) Lesoes frontais

Grandes avangos na compreensdo das fungbées do CPF se devem a
estudos realizados com pacientes lesionados. A observacdo clinica de
pacientes com lesdes extensas em todo CPF, evidenciou o que foi chamado de
sindrome apatico-acinético-abulica. Nesta sindrome, os pacientes exibem um
comportamento completamente passivo, distraem-se com facilidade, nao
expressam quaisquer vontades ou desejos e ndao fazem nenhuma solicitagéo
(nem mesmo em estado de fome), levando a substituicdo de comportamentos

complexos por outros menos elaborados (Luria, 1981; Mesulan, 2000).
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Dependendo do tamanho, local, natureza e curso temporal da lesdo, pode-se
identificar diferentes sintomas, caracterizando as chamadas sindromes pré-
frontais (Mesulan, 2000). Em humanos, trés sindromes neurocomportamentais
podem ser relacionadas com o CPF (Cummings, 1993):

1) Sindrome Pré-frontal Dorsolateral: apresenta-se com déficit na
“funcdo executiva” e anormalidades da programacao motora. Os
pacientes com lesao nesta area ndo sao adequadamente capazes de
gerar hipoteses ou de alterar suas agdes por mudangas no contexto
de uma tarefa. Exibem, também, uma redugao da frequéncia e da
fluéncia verbal, assim como, da capacidade de elaborar estratégias
adequadas para aprendizagem de novas tarefas.

2) Sindrome Orbitofrontal: caracteriza-se por mudangas marcadas na
personalidade, como por exemplo, alteracbes de humor, perda de
interesse e iniciativa, além de rompimento com comportamentos
socialmente aprendidos e adequados.

3) Sindrome do Cingulado anterior: nos casos de lesdes bilaterais, os
pacientes apresentam um quadro de apatia profunda chamado de
mutismo acinético. Esses pacientes mantém seus olhos abertos, néo
falam espontaneamente, respondem a perguntas
monossilabicamente, movimentam-se pouco, sdo incontinentes e néo
comem nem bebem espontaneamente.

Lesbes correspondentes em primatas levam a sintomas parecidos,
sugerindo uma correlagdo funcional importante com humanos. Em ratos, as
lesdes mais especificas sdo menos correlacionadas, porém lesdes extensas no
CPF apresentam varias correlagdes com os sintomas observados em primatas
(Gazzaniga, 2006).

1.2.4) Fungoes do Coértex Pré-Frontal

Durante anos, o CPF foi considerado como sitio anatdmico das mais
sofisticadas funcdes cerebrais humanas. O controle comportamental abstrato, a
sintese intelectual, o comportamento ético, o afeto e a autoconsciéncia sao
exemplos de fungcdes que eram atribuidas a essa estrutura. Porém, os estudos

de Hebb (1939), demonstraram que pacientes submetidos a cirurgia para
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remocao dos lobos frontais, muito utilizada no passado para tratamento de
certas psicopatologias, ndo apresentavam déficits de intelectualidade, quando
submetidos a testes padronizados de inteligéncia (Ql). Ficou claro, que as
fungdes dos lobos frontais eram mais especificas do que até entdo aceito, ndo
sendo responsavel por todos os aspectos da intelectualidade (Kolb, 1984).

As conexdes do CPF com outras areas corticais sdo muito amplas,
sugerindo que esta estrutura esta relacionada a funcdo de varias areas do
cortex cerebral. Aparentemente, influencia no curso de muitas atividades
mentais humanas, regulando processos que estdo na base da atencao
voluntaria. Além disso, o CPF é responsavel por atividades complexas, tais
como o planejamento, o controle comportamental e emocional do individuo
(Luria, 1981). Em 1984, Kolb sugeriu que o CPF seria atuante na organizacao
temporal do comportamento. Segundo Fuster (2006), essa estrutura relaciona
as informagdes sensoriais a uma acdo comportamental adequada, em tempo
adequado, estando no topo das estruturas relacionadas com integracao
sensoério-motora, encarregadas de preencher as lacunas no ciclo percepgao
acao.

Quando se analisa as lesdes pré-frontais em primatas, trés regides
parecem se distinguir funcionalmente: regido dorsolateral, regidao do cingulado
anterior e regido orbitofrontal. Varios estudos recentes vém comprovando
essas diferencas. Estudos com ressonancia magnética funcional demonstram
que essas regides ativam-se de modo especifico de acordo com a tarefa
realizada (Gazzaniga, 2006).

A regido dorsolateral €, sem duvida, a mais importante na manipulacao
de informagdes sensoriais e mnemoénicas realizadas na MO. Além disso,
alguns estudos tém sugerido outros aspectos funcionais. Milner (1995)
demonstrou que pacientes com lesdes seletivas nessa regiao possuem déficits
na identificacdo temporal de eventos passados. Jasper (1995) relata que,
pacientes com lesdo dorsolateral seletiva, apresenta grande dificuldade em
organizar temporalmente agdes rotineiras sequenciais que ja realizavam antes
da lesdo. Aparentemente, eles ndo conseguem se lembrar da sequéncia
correta de execucdo, mesmo quando devem apenas relatar, sem executar.

Esse fato sugere que a regido dorsolateral do CPF pode apresentar uma
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importante fungcdo na organizagcdo temporal de memdrias de longa duracgao,
fato que pode também prejudicar a realizagao de tarefas (Gazzaniga, 2006).

O cingulado anterior conecta-se com diversas estruturas limbicas e
parece exercer papel importante em muitas fungbes emocionais. Sua
estimulacdo elétrica pode gerar alteragées autondmicas, podendo alterar a
frequéncia cardiaca, o padrao respiratorio, desencadear mic¢ao e defecacao.
Por outro lado, varios trabalhos tém demonstrado que esta estrutura parece
participar de fungdes importantes na execucdo de tarefas e organizagao
comportamental. Experimentos com ressonancia magnética funcional (IRMf)
em humanos, demonstraram uma maior ativagdo do cingulado anterior em
testes para atencao dividida, em relagédo a outras regides do préprio CPF. Sua
ativacdo pode aumentar quando se eleva a dificuldade dos testes. Alguns
autores sugerem sua participagdo no foco atencional para informagdes mais
relevantes durante a execucéao de tarefas. Além disso, outros estudos apontam
para uma importante fungdo no reconhecimento de erros, pois sua atividade
aumenta sempre que os individuos percebem o erro durante um teste, podendo
servir como um sistema de supervisao de execugao (Gazzaniga, 2006).

A regido orbitofrontal do CPF possui uma importante fun¢gdo na tomada
de decisdo nos comportamentos sociais e em respostas emocionais. Como
visto anteriormente, as lesdes nesta regiao mudam completamente as atitudes
e comportamentos dos individuos, muitas vezes descritas como uma mudanga
brusca na personalidade. Sua ativagao tem sido verificada com ressonancia
magnética funcional (IRMf) em testes para tomada de decisdo social, bem
como em situagdes de contexto emocional. Suas fortes conexdes anatébmicas e
funcionais com estruturas limbicas, sobretudo com o corpo amigdaldide,
reforcam este fato. E provavel, que tais estruturas fornecam informacdes
acerca de regras sociais aprendidas e experiéncias emocionais anteriores,
auxiliando o julgamento do contexto e relevancia do comportamento em curso,
planejado ou provocados por necessidades inatas (Gazzaniga, 2006).

O CPF como um todo possui, pelo menos, duas fungcbes importantes
nessa organizagcao do comportamento (Fuster, 1991): uma funcao retrospectiva
para manutengdo e manipulagcao de informacgdes relevantes (ligado a MO); e
uma fungdo prospectiva de preparagdo para a acao (planejamento) (Olton,

1979; Baddeley, 1997). Pode-se ainda incluir outros aspectos funcionais do
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CPF, tais como o foco atencional nas informagdes relevantes (pelo menos em
parte, pois o cortex parietal posterior também parece importante neste aspecto)

e a inibicao de agdes irrelevantes ou inadequadas (Gazzaniga, 2006).

1.2.5) Aspectos Fisiologicos do Cortex Pré-frontal Envolvidos na Meméria

Operacional

Fuster (1991), através de estudos eletrofisiolégicos em neurbnios
isolados da area dorsolateral de macacos submetidos a testes com retardo,
verificou que ha uma ativagao seletiva de alguns neurénios no CPF, de acordo
com a fase do teste. Ele demonstrou que, quando se apresentava para o
animal o estimulo sensorial que iniciava o teste, determinados grupos
neuronais contidos no CPF aumentavam suas frequéncias de disparo. Durante
o periodo de retardo, outros grupos neuronais se tornavam ativos. Além disso,
foi verificada a ativagcdo de um terceiro grupo neuronal, cujo aumento nas
freqUéncias de disparo ocorria apenas quando 0s animais iniciavam sua
resposta motora apds o retardo. Fuster considerou aqueles neurdnios ativados
durante o periodo de retardo, com sendo o sitio anatdbmico da MO, pois
estariam evolvidos na manutencdo da informacgao ativa e disponivel (“on line”)
para o desempenho no teste (Goldman-Rakic, 1992).

Esses resultados foram posteriormente corroborados e complementados
por Funahashi (1993 e 2002). Em estudo semelhante, ele verificou uma
organizagao neuronal com o mesmo funcionamento temporal ao longo do teste.
Além disso, demonstrou que ha uma inter-relacao funcional entre os trés tipos
de neurénios encontrados. Foi verificado, que cada grupo neuronal influencia o
aspecto temporal da ativagao dos grupos ativados na sequéncia, de modo que
quando o primeiro grupo era mantido ativado por eletroestimulagdo, o segundo
grupo nao se ativava na fase de retardo e isto se associava a prejuizos de
desempenho no teste. A partir destas informagdes, pode-se entender que a
funcdo dos neurbnios do CPF ndo é somente determinada por estimulos
sensoriais, mas controlada por uma rede neuronal aparentemente complexa,
contida no préprio CPF. Este fato € essencial para a integracdo de outras

informagdes n&o sensoriais manipuladas pelo CPF (Funahashi, 2006).
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Ainda no mesmo estudo, Funahashi, também demonstrou que alguns
neurdnios do CPF respondem somente a locais especificos do estimulo no
campo visuoespacial, sugerindo uma organizagao retinotopica presente no
CPF. Este fato sugere que o processamento das informagdes visuoespaciais &
bem elaborado e que, dependendo da localizagao do estimulo no campo visual,
diferentes redes neuronais intrinsecas sao ativadas no CPF, o que pode ser
utilizado para guiar o comportamento do animal no ambiente (Funahashi,
2006).

Nestes estudos, boa parte das respostas foi obtida a partir de neurénios
piramidais. Estes neurénios projetam-se para as mais diversas areas cerebrais
e, portanto, sua ativagao poderia se relacionar a atividade das redes neurais
responsaveis pela informacédo sensorial ou de memodrias de longa duragao
relevantes para a tarefa. Propdem-se a existéncia de circuitos reverberativos
existentes entre o CPF e as areas correspondentes e, que esta reverberacio é
importante para manter as informagdes disponiveis para o CPF (Goldman-
Rakic, 2000; D’Esposito, 2007).

Alguns estudos apontam para uma assimetria funcional no CPF. Estudos
realizados com IRMf indicam maior ativagdo da regido dorsolateral esquerda
em testes envolvendo linguagem. Do mesmo modo, a regido direita
correspondente se ativa mais em testes visuoespaciais. Este fato esta de
acordo com o padrao de projegdes cortico-corticais preferencialmente
ipsilaterais, fazendo com que as informacbes que s&o processadas
assimetricamente em outras areas corticais mantenham, pelo menos em parte,
este padrdao no CPF (Gabrieli et al., 1998). Porém, ainda nao foi determinado
para outras informacdes sensoriais ou mnemonicas qualquer padrao claro de
segregagao no CPF. Contudo, alguns estudos mostram que as informagdes
olfativas podem ser processadas pela regido orbitofrontal. Visto que o olfato
exerce efeitos importantes nos comportamentos sociais e emocionais,
sobretudo em animais inferiores, esta informacédo esta condizente com a
fungéo orbitofrontal (Gazzaniga, 2006).

Pelo exposto acima, pode-se concluir que, em primatas, a regiao
dorsolateral do CPF é funcionalmente mais envolvida com a retengdo e a
manipulacdo de informagdes sensoriais, semanticas € mnemaonicas. Isto vem

sendo evidenciado por estudo com leséo, estudos eletrofisiologicos e exames
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de imagem. Porém, em ratos, o CPFm parece estar preferencialmente
envolvido nesta fungdo cognitiva (Goldman-Rackic, 1987, 1998; Seamans et
al., 2004). Estudos anatdbmicos comparativos demonstram uma homologia
filogenética entre a area dorsolateral de primatas e o CPFm de ratos. Além
disso, lesbes neuroquimicas no CPFm de ratos prejudicam de forma

consistente a MO (Heidbreder e Groenewegen, 2003).

1.2.6) Neurotransmissao no Cortex Pré-frontal Relacionada a Meméria

Operacional

A neurotransmissao no CPF é bastante complexa, envolvendo diversos
tipos de neurotransmissores. Neurdnios locais podem liberar muitos tipos de
neurotransmissores, porém os interneurdnios gabaérgico e colinérgicos se
destacam nas fungdes corticais (Kandel 1999; Goldman-Rakic, 2000). Por outro
lado, o glutamato (GLU), como neurotransmissor, provém principalmente de
fibras aferentes, sendo pouco expressiva sua liberagao por interneurénios.
Estas vias que atingem o CPF s&o provenientes das mais diversas regides e
atribui-se a elas, a fungao de transmitir informagdes sensoriais € mnemonicas
Goldman-Rakic, 2000; Briand et al., 2007). Tanto os neurdnios locais, quanto
as aferéncias glutamatérgicas formam uma rede neuronal extensa e bastante
complexa, envolvida no fluxo de informacbdes processadas por esta area
cortical que, por sua vez, influencia de forma decisiva o funcionamento dos
neurénios piramidais do CPF (Goldman-Rakic, 2000).

Diversos neurotransmissores sao liberados no CPF por sistemas neurais
bem organizados e modulam varios aspectos funcionais. Pode-se destacar o
sistema ascendente de monoaminas, formado por fibras que partem
principalmente de nucleos do tronco cerebral. Sao elas: as fibras
dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas. Em relagdao a MO, as vias
dopaminérgicas parecem ser mais importantes, embora o0s outros
neurotransmissores também se relacionem com esta funcdo. Alteracbes na
liberacdo de dopamina no CPF interferem de forma consistente no
desempenho em inumeros testes com retardo, bem como alteram o
funcionamento dos neurdnios corticais. Estas agées dopaminérgicas parecem

relacionadas com a transmisséo glutamatérgica local (Briand et al., 2007).
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1.3) Sistema Glutamatérgico

O GLU ¢é o principal neurotransmissor excitatério do SNC.
Corresponde a mais de 40% das sinapses centrais. Desta forma, € secretado
em todas as regides do SNC, sendo dificil delinear suas projecoes, ja que
envolve todo o encéfalo e a medula espinhal (Cooper et al., 2001).

A sintese de GLU pode ocorrer por trés vias: 1) a partir de
compostos produzidos no ciclo de Krebs; 2) através da transaminacéo do a-
cetoglutarato; 3) metabolizagdo da glutamina pela glutaminase. Sem duvida,
esta ultima é a forma mais significativa, merecendo maior detalhamento
(Cooper et al., 2001).

A glutamina é produzida em células gliais €, em seguida, liberada. Os
neurdnios glutamatérgicos possuem transportadores nos terminais sinapticos
para a glutamina de cinética elevada e, portanto, captam esse aminoacido
rapidamente. Ja dentro do terminal, sofre a agcdo da enzima mitocondrial
glutaminase, formando GLU que, por sua vez, é extensamente captado por
vesiculas, nas quais fica armazenado até o estimulo para liberagao (Cooper
et al., 2001).

O principal mecanismo de retirada do GLU da fenda sinaptica é a
recaptacdo neuronal e glial. Ha cinco transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAAT1-5) conhecidos: EAAT1 e EAAT2 sédo gliais, sobretudo
presentes em astrocitos. Ja, EAAT3 e EAAT4 sao neuronais. O tipo EETAS é
encontrado fundamentalmente na retina (Cooper et al., 2001). Apds
recaptacao glial, o GLU é metabolizado pela glutamina sintase em glutamina,
posteriormente reutilizada para nova sintese de GLU pelos terminais
neuronais. O GLU recaptado pelos préprios neurdnios € em boa parte

reutilizado, porém podem sofrer metabolizagao (Webster et al., 2001).

1.3.1) Receptores Glutamatérgicos
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O conhecimento a cerca dos receptores glutamatérgicos tem evoluido
muito nos ultimos anos. Desde os estudos pioneiros de Curtis e
colaboradores nos anos 50 do século passado, sua estrutura e
funcionamento foram extensivamente analisados e descritos. Sdo implicados
atualmente nos mais diversos processos neurais, dentre eles a promogao
rapida de potenciais pds-sinapticos excitatorios (PPSE) e LTP (Webster et al.
2001; Seamans e Wang, 2004).

Inicialmente, foram identificados somente receptores ionotropicos,
classificados como receptores ativados pelo N-Metil-D-Aspartato (NMDA) e
aqueles ndo ativados pelo N-Metil-D-Aspartato (ndo-NMDA), cujos nomes
referem-se a seus principais agonistas: Kainato e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole propionato (AMPA). Atualmente, além dos receptores ionotrépicos,
sdo conhecidos pelo menos oito tipos de receptores metabotropicos
(mGIuR1-8) descritos (Cooper, 2001).

1.3.1.1) Receptores ndo-NMDA

Os receptores ndo-NMDA ionotrépicos sédo do tipo AMPA e Kainato,
com estrutura pentamérica homo ou heterométrica. As subunidades GluR1,
2, 3 e 4 sao encontradas em receptores AMPA, ja os receptores Kainato
podem ser formados pelas subunidades GIuR5, 6 e 7. Ambos os receptores
possuem maior condutancia ao soédio, porém alguns tipos podem ser
permeaveis ao calcio, sobretudo os receptores AMPA com auséncia da
subunidade GIuR2 (Webster et al., 2001). O agonista endégeno de ambos os
tipos de receptores é o GLU, promovendo um PPSE rapido e transitorio,
desta forma estdo envolvidos com excitacdo neuronal rapida (Seamans e
Wang, 2004). Suas distribuicbes pelo SNC sao bastante amplas, sendo os
receptores AMPA mais abundante na maioria das regides encefalicas. Os
receptores Kainato tém sido implicados como autorreceptor excitatorio, sendo
esse aspecto pouco compreendido, mas com grande potencial farmacéutico,
visto que seu antagonismo pode diminuir a liberagdo de GLU (Cooper, 2001;
Webster et al., 2001).

Os receptores metabotrépicos séo tipicos receptores acoplados a

proteina G. Portanto, tem sete dominios transmembranicos e trés alcas extra
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e intracelulares. mGIuR1 e mGIuR5 estdo acoplados principalmente a G,
ativando desta forma o sistema da fosfolipase C. Por outro lado, todos os
outros mGIuR acoplam-se de forma mais significativa a G;, diminuindo a
ativacdo da adenilil ciclase. Sdo encontrados na pré- e pds-sinapse em
diversas regides do SNC. Atualmente, sdo considerados importantes em
varios processos fisioldgicos, como memdria e transmisséo dolorosa e, ainda,
em algumas fisiopatologias tais como neurodegeneragbes e ansiedade
(Watkins, 1994; Webster et al., 2001).

1.3.1.2) Receptores NMDA

A ativagcdo das sinapses glutamatérgicas promove uma excitagao
rapida e transitoria, seguida de uma excitagdo mais prolongada, de maior
amplitude, que envolve o aumento da condutancia ao calcio pela membrana
(Watkins, 1994). Esse padrdao nao pode ser totalmente explicado somente
pela presenca dos receptores AMPA e kainato. Na verdade, depende
também da ativagdo de receptores NMDA que possuem um funcionamento
peculiar, sendo envolvidos com a resposta mais tardia e robusta da ativagao
glutamatérgica (Cooper, 2001; Webster, 2001).

O receptor NMDA aparentemente possui uma estrutura tetramérica.
Suas principais subunidades sdo NR1 e NR2. Esta ultima possui pelo menos
quatro isoformas (NR2 A, B, C e D). Cada subunidade corresponde a uma
cadeia polipeptidica com trés dominios transmembranicos (M1, M3 e M4) e
uma reentrada na membrana restrita a face intracelular que parece controlar,
pelo menos em parte, a permeabilidade do canal (M2) (Dingledine et al.,
1999). Um receptor completo tem duas subunidades NR1 e duas NR2. Existe
ainda uma terceira subunidade, NR3, com uma distribuicdo mais restrita pelo
SNC e, que pode conferir ao receptor, caracteristicas fisiolégicas distintas
daqueles formados somente por NR1 e NR2. Porém, a importancia de NR3
nos processos neurais, ainda nao foi bem determinada (Danysz e Parsons,

1998). A estrutura do receptor NMDA é vista na figura 02.
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1.3.1.3) O Funcionamento do Receptor NMDA

O receptor NMDA parece conferir as sinapses glutamatérgicas efeitos
mais duradouros. Além disso, podem estar envolvidos em eventos de
plasticidade sinaptica. Isto por que, quando ativado, possui alta condutancia
ao soédio, potassio e, em particular, ao calcio, sendo este ultimo ion envolvido
em diversos processos intracelulares, tais como ativacdo de proteinas
cinases e calmudolinas. Este fato Ihe confere uma agao metobotrdpica, além
de seus efeitos excitatérios diretos no potencial de membrana (Watkins,
1994; Cooper, 2001).

Receptor NMDA

NR1 NR2
-~ Sitio 1 de
- rodulagio
Sitio 2 alostérica
Darninio
M-terminal \\“
Sitio 3
.
s
Dorninio de = %
ligagéo dos y N £
agonistas Sitio da Glutamato
glicina - Sitio do
magnesia
B T Sitio 4
blockers ;
Dominio do "‘
poro

Dominio |; ca o) A v/
Frnina Sitio dos blogueadores

de canal PCP, Mk-801,
‘memantina

Figura 02- Estrutura do receptor NMDA e seu funcionamento. No painel a esquerda é vista a
estrutura do receptor NMDA e os sitios de ligacdo de seus principais agonistas e antagonistas
(extraido e modificado da internet: lasoledaddelexcentrico.wordpress.com). No painel a direita
(A, B e C), demonstra-se o funcionamento dos receptores NMDA (extraido e modificado de

Bressan e Pilowsky, 2003).
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No interior do lumen do canal ha um sitio de ligagdo para o Mg*
extracelular que, quando acoplado, impede o acesso dos ions permeantes
(Dingledine et al., 1999). Trés eventos devem ocorrer simultaneamente para
que o canal seja desbloqueado pelo Mg™: 1) ligacdo do GLU em sitios
extracelulares especificos localizados nas subunidades NR2 (Fig.02A); 2)
ligacdo da glicina em sitios localizados nas subunidades NR1 (Fig. 02B); 3)
uma despolarizacao local da membrana de, pelo menos, alguns milivolts (Fig.
02C) (Danysz e Parsons, 1998). Caso esses trés eventos ocorram
simultaneamente, o Sitio do Mg™ diminui sua afinidade pelo ion, que é
liberado para o meio extracelular, desbloqueando o canal (Cooper, 2001;
Webster, 2001). O periodo de abertura e a condutancia i6nica do canal
podem variar de acordo com as diferentes combinag¢des de subunidades que
formam o receptor (Dickenson, 2001).

O receptor NMDA possui varios sitios alostéricos que permitem
diversas modulagdes. Abaixo s&o citados os mais importantes:

e O Zn™ inibe o canal NMDA por mecanismos dependentes e
independentes de voltagem. Os mecanismos voltagem-dependentes sao
bem mais fracos do que o bloqueio pelo Mg*, ja o bloqueio voltagem-
independente ocorre pelo Zn*" extracelular em sitios especificos,
supostamente localizados na subunidade NR2, que parece diminuir a
frequéncia e periodo de abertura do canal (Dingledine et al., 1999).

* Ha dois residuos de cisteinas nas subunidades NR1 e NR2 que, quando
oxidados ou reduzidos alteram a frequéncia de abertura do canal, sem
alterar a condutancia idnica. A redu¢cao aumenta a frequéncia de abertura.
A oxidagao promove o oposto (Digledine et al., 1999; Woodward, 2000).

» Poliaminas extracelulares, tais como a espermina e espermidina, alteram
o funcionamento dos receptores NMDA. Este efeito modulatério é
complexo e pode promover aumento funcional ou inibicdo do receptor,
dependendo das concentragcdes de poliaminas, dos tipos de subunidades
que forma o canal ou presenca de outros moduladores (Woodward, 2000);

* O pH extracelular fisiolégico promove uma estabilizacdo nos receptores
NMDA, pois inibem aberturas espontaneas do canal. A diminuigdo do pH

inibe o canal e pode relacionar-se com um efeito protetor em certas

42



situagdes, por exemplo, em isquemias e crises epiléticas, condi¢cdes que
tipicamente reduzem o pH. Este efeito parece envolver diversos residuos
de aminoacidos extracelulares das subunidades NR1 e NR2, nos quais os
prétons se ligam e reduzem a efetividade do GLU em ativar esses
receptores (Digledine et al., 1999; Woodward, 2000).

1.3.1.4) Farmacologia dos receptores NMDA

Os receptores NMDA possuem diversos sitios potencialmente
importantes para acado farmacolégica. Na subunidade NR2 encontra-se o sitio
de ligacao para o GLU, seu agonista enddgeno. Este sitio é estimulado pelo
NMDA, um agonista exogeno, com grande poténcia e afinidade. Outros
agonistas deste mesmo sitio podem ser citados: aspartato, homocysteato e
quinolinato. Por outro lado, diversos farmacos agem neste local como
antagonistas: D-2-amino-5-fosfonopeptanoato (AP5), D-2-amino-7-
fosfonopeptanoato (AP7), CGS19755 e CPP. Suas agdes s&o competitivas
com o GLU e, portanto, dependentes das concentracbes basais deste
neurotransmissor (Bressan e Pilowsky, 2003).

O sitio da glicina, localizado na subunidade NR1, é essencial para o
funcionamento do receptor NMDA. Sendo assim, sua ativacdo ou bloqueio é
um mecanismo importante que regula o funcionamento deste receptor. A D-
serina e a D-Cycloserina (agonista parcial) atuam neste local, aumentando a
condutancia i6nica do canal. Estes agonistas tém sido utilizados em ensaios
clinicos em pacientes com esquizofrenia com certo sucesso terapéutico. Além
disso, sao eficientes na reversao de efeitos antagénicos de diversos farmacos
antagonistas de receptores NMDA. Opostamente, o antagonista MDL105,572
impede a ativacao do receptor, pois liga-se a este sitio impedindo a ligagcédo da
glicina (Bressan e Pilowsky, 2003).

Outro local importante de acdo farmacoldgica é o sitio de ligagdo dos
bloqueadores de canal. Seu acesso s6 ocorre quando o receptor esta ativado,
pois € neste momento que o Mg*™ é liberado e, assim, os farmacos podem se
difundir para o interior do canal. Possuem um sitio especifico no qual se ligam
e impedem a passagem de sdodio, potassio e calcio. Dentre os farmacos que

agem por este mecanismo pode-se citar a fenciclidina, dizocilpina (MK-801) e a
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memantina. Os dois primeiros ligam-se com alta afinidade e por longos
periodos e, desta forma, suas agdes antagbnicas sdo bastante prolongadas.
Ja, a memantina possui menor afinidade, desfazendo seu bloqueio com certa
facilidade. E importante destacar que o antagonismo promovido pelos
bloqueadores de canal € do tipo ndo-competitivo (Dingledine, 1999).

Existem ainda diversas outras substancias que podem ativar ou inibir os
receptores NMDA, agindo pelos sitios das poliaminas, redox ou de fosforilagao.
O etanol, curiosamente, € um antagonista destes receptores, entretanto seu
local especifico de agdo n&o € conhecido. Este efeito antagbnico pode ser
responsavel em parte por seus efeitos depressores (Dingledine, 1999). Os
principais agonistas e antagonistas de receptores NMDA estdo expostos na

tabela 01, ja os sitios de ligacao destes farmacos estao ilustrados na figura 02.

Tabela 01- Agonistas e antagonistas de receptores NMDA

Sitio Reaulatdrio Aaonista Antaaonista
Sitio do Glutamato Glutamato APS, APT
Aspartato CG519755
Homocysteato CPP
NMDA CPP-ene
Quinolinato
Sitio da Glicina Glicina MDL 105,572
D-Serina
D-Cyclosering*
Sitios do Canal lonico** Mg2+, Co2+

Sitio da Phenciclidina (PCP) no canal [Gnico%**
Phenciclidina (PCP)***

Memantina***

Dextromethorphan™**

Sitio da Polyamina Spermina, Spermidina
Sitio de Redox Glutatione

Sitio de Protons

Sitio do Zn2+ Inz+

Sitio de Fosforilagao Kinases da Tyrosine

n-Alkyl diaminas

Ketamina®**
MKBO1 (dizocilpina)***
CNS1102 [cerestat)***

Ifenprodil
DTHE
H+
In2+ Cd2+
Fosfatases de Proteinas
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Fonte: Bressan e Pilowsky (2003)
*Agonista parcial; **A ligagédo neste sitio s6 é possivel quando o canal encontra-se aberto;

***Bloqueadores do canal ibnico.

1.3.1.5) Aspectos Fisiolégicos dos receptores NMDA no SNC

Devido a alta distribuicdo do GLU como neurotransmissor no SNC, é
esperado seu envolvimento com as mais diversas fungdes neurais. Desde a
transmissao de informagdes sensoriais e motoras, até as fungbes cognitivas
mais complexas (Kandel, 1999). Seu papel é claramente excitatério na
atividade neuronal, porém € possivel encontrar diferentes mecanismos de
acao, dependendo da regido do SNC analisada ou do tipo neuronal que sofre a
acao do GLU. Em areas onde a transmissao sinaptica deve ser fugaz, parece
haver um predominio de receptores AMPA e kainato, cujos efeitos
despolarizantes duram apenas poucos milissegundos. Este padrdo € comum,
por exemplo, em areas sensoriais primarias. Ja em areas com fung¢des mais
complexas, tais como o hipocampo e o CPF, parece existir uma elevada
densidade de receptores NMDA, mas também AMPA e kainato. Os receptores
metabotrdpicos glutamatérgicos ndo parecem apresentar um padrao tao claro
de distribuicao (Kandel, 1999).

A inibicdo farmacoldgica de receptores NMDA no hipocampo inibe a
potenciagdo de longa duragédo (LTP), observada normalmente em neurénios
apo6s estimulacdo tetanica dos mesmos. Por outro lado, a administracdo de
agonistas de receptores NMDA promove LTP mesmo na auséncia de
estimulagdes tetanicas. Experimentos semelhantes em outras regides cerebrais

tém encontrado resultados parecidos. Estes achados sugerem que o receptor
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NMDA parece ser o estopim para LTP, um processo importante para diversas
fungdes neurais, tais como a coordenacgao de movimentos finos, aprendizagem
e memoria (Watkins, 1994; Izquerdo e McGaugh, 2000; Dickenson, 2001).

A entrada intensa de calcio no terminal pds-sinaptico é essencial para o
desenvolvimento da LTP. Este ion, em concentragdes citosélicas elevadas,
ativa a calcio calmodulina cinase 2 (CaMKIl) que, apos a ativagao, se torna
autdbnoma. Isto inicia a fosforilagdo de diversos elementos do citoplasma, o que
desencadeia respostas rapidas, tal como o aumento numérico de receptores
AMPA na membrana, e ainda respostas em longo prazo, como por exemplo, a
ativacdo de fatores de transcricdo génica e eventos plasticos que podem
aumentar o numero de sinapses em espinhos dendriticos. Portanto, o receptor
NMDA tem um importante papel no fortalecimento sinaptico (lzquierdo e
McGaugh, 2000).

Os receptores NMDA parecem também essenciais para a depressao de
longa duracgao (LTD), processo no qual ha uma hiperpolarizagao pds-sinaptica
que diminui a excitabilidade neuronal. Este processo parece ser importante na
habituacao e, talvez, no esquecimento, mas é comprovadamente importante na
aprendizagem motora que envolve o cerebelo (Dickenson, 2001).

O mesmo Ca™ que ativa a LTP, também ativa a LTD. Porém, para ativar
este Ultimo processo menores concentragdes citosolicas deste ion séao
requeridas. Nesta situacao, ao invés de se ativar a CaMKII, ha a ativacado de
fosfatases e consequente retirada de fosfatos de diversos elementos citosélicos
e membranosos. Desta forma, a estimulacéo fraca dos receptores NMDA gera
baixa entrada de Ca™, envolvedo-se com a LTD. Por outro lado, a estimulagao

moderada a intensa relaciona-se com a LTP (Bear et al., 2002).

1.3.1.6) Aspectos Fisiologicos do GLU e dos receptores NMDA na MO

A liberacdo de GLU no CPF promove a excitacdo dos neurdnios pré-
frontais. Esta ativagéo ocorre tanto em interneurdnios gabaérgicos, quanto em
neurdnios piramidais. Esta excitacao pode durar varios milissegundos. Porém,
o uso de MK-801 reduziu a frequéncia de disparo média e a duragcado da

excitagdo. Este fato sugere que a estimulagao dos receptores NMDA no CPF é
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importante para os efeitos excitatorios do GLU, pois quando bloqueados, a
resposta € menos intensa e mais passageira (Seamans e Yang, 2004).

A funcdo do CPF ¢é diretamente afetada pela transmissao
glutamatérgica. Em humanos, a administracdo de antagonistas n&o-
competitivos de receptores NMDA, tais como a fenciclidina (PCP), Ketamina ou
MK-801, prejudica fungdes cognitivas relacionadas ao CPF e, ainda, produz
sintomas psicoticos semelhantes aos observados na esquizofrenia (Xun Wang
et al., 2005). Além disso, a administracado de PCP em esquizofrénicos exacerba
os sintomas (Lahti et al., 1995). Estudos recentes demonstram que este efeito
esta relacionado a um aumento da ativacdo do CPF (Katayama et al., 2007).
Em outros estudos envolvendo animais tratados com PCP, foi demonstrado
que o tratamento promovia alteragbes comportamentais e cognitivas,
compativeis com os sintomas caracteristicos da esquizofrenia. Desta forma, o
bloqueio da transmissédo glutamatérgica, especialmente pelo receptor NMDA,

prejudica as fungdes do CPF (Xun Wang et al., 2005).

1.4) Sistema dopaminérgico

A dopamina (DA), como substancia, € conhecida ha aproximadamente
cem anos. Inicialmente, foi considerada apenas uma molécula intermediaria
na sintese de outras catecolaminas, como a noradrenalina e adrenalina. Em
meados de 1950, surgiram fortes evidéncias de que a DA possuia
importantes funcdées no SNC. Foi, entdo, proposta uma funcdo especifica e
independente para DA, que finalmente se caracterizou como um verdadeiro
neurotransmissor (Cooper, 1996; Halbach e Dermietzel, 2001; Webster,
2001). Hoje, apos anos de estudos, atribui-se a ela inumeras fungdes no
SNC: controle motor, atividades cognitivas, reforcamento comportamental e
controle neuroenddécrino (Cooper, 1996).

A DA é classificada quimicamente como uma catecolamina, termo
utilizado para designar todos os compostos orgénicos que apresentam um
nucleo catecol (um anel benzénico com duas hidroxilas adjacentes) e um
grupo amina. Na pratica, o termo significa diidroxifeniletii amina (Cooper,

1996). Sua sintese ocorre nos terminais dos neurbnios dopaminérgicos
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(Cooper, 1996) e tem como precursor o aminoacido tirosina que, ao contrario
da DA, atravessa com facilidade a barreira hematoencefalica (Cooper, 1996;
Halbach e Dermietzel, 2001). Ha dois passos enzimaticos em sua sintese. No
primeiro, a tirosina sofre a acédo da tirosina hidroxilase, convertendo-se em
dihidroxifenilalanina (DOPA), esta etapa é limitante na sintese (Cooper, 1996;
Halbach e Dermietzel, 2001). A agédo da TH requer O,, Fe™ (Webster, 2001)
e, ainda, tetrahidrobiopterina (Cooper, 1996; Halbach e Dermietzel, 2001;
Webster, 2001). A concentragdao de DOPA no SNC é baixa, pois, assim que
formada, sofre a acdo da L-aminoacido aromatico descarboxilase, produzindo
DA. Esta segunda etapa ocorre rapidamente (pelo menos cem vezes mais
rapido do que a primeira) e nao limita a sintese de DA. Essa enzima requer,
como cofator, vitamina Bs e pode descarboxilar outros aminoacidos, como por

exemplo, triptofano e tirosina (Webster, 2001).

1.4.1) Vias dopaminérgicas

No cérebro de humanos ha, aproximadamente, 400.000 neurdnios
dopaminérgicos. Seus corpos celulares sao encontrados, em sua maioria, no
mesencéfalo, particularmente, na substancia negra (A9) e area tegmentar
ventral (A8 e A10) (Webster, 2001). Podem ser encontrados, ainda, em
outras regides do SNC, como por exemplo, area postrema, retina e
hipotalamo (Cooper, 1996; Machado, 2000). Essas vias podem ser

classificadas quanto ao comprimento de suas projecdes em:

« Vias curtas: neurbnios amacrinos interplexiformes, que conectam
as camadas plexiforme interna e externa da retina; células
dopaminérgicas periglomerulares do bulbo olfatério, que conectam
os dentritos das células mitrais separadas em glomérulos

adjacentes.

 Vias médias: via dopaminérgica tuberohipofisario (também
conhecido como tuberoinfundibular), que se projetam dos nucleos
arqueado e periventricular para o lobo intermediario da hipdfise e

eminéncia média; via incertohipotaldmica, que conectam o
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hipotalamo dorsal e posterior com o nucleo dorsal anterior do
hipotalamo e o nucleo septal lateral; neurénios periventriculares
bulbares, que incluem os neurdnios dopaminérgicos no perimetro
dos nucleos motores do nervo vago, dos nucleos do trato solitario
e 0s neurdnios dispersos na radiagcdo tegmentar da substancia

cinzenta periaquedutal.

 Vias longas: via nigrostriatal (Fig. 03), projetando-se da
substancia negra (A9) para o neostriado, principalmente, caudado
e putadmen. Esta via é importante no controle motor e a
degeneragdo de seus neurbnios causa o mal de Parkinson; via
mesocorticolimbica (Fig. 03), projeta-se da area tegmentar ventral
(A8 e A10) para estruturas subcorticais limbicas (nucleo
accumbens, septum, corpo amigdaldide) e areas corticais (cortex

piriforme, cortex pré-frontal e cértex entorrinal).

1.4.1.1) Sistema mesocorticolimbico

Este sistema pode ser subdividido em dois: sistema mesolimbico, com
projecbes para estruturas subcorticais, principalmente, nucleo accumbens;
sistema mesocortical, cujas projecdes atingem areas corticais, sobretudo, o
CPF (Simon et al., 1978; Swanson, 1982). Na area tegmentar ventral (ATV),
0s corpos neuronais localizados no nucleo paranigralis, formam o sistema
mesolimbico, enquanto que, neurdnios localizados no nucleo parabrachialis
pigmentosus, formam o sistema mesocortical (Berger et al., 1976; Swanson
et al., 1982), caracterizando uma importante topografia nessa regiao.

O CPF recebe grande parte das projecoes mesocorticias (Fig. 03)
(Berger et al., 1976; Carr et al., 1999). Sua distribuicdo é laminar, atingindo
todas as camadas corticais, principalmente as mais inferiores (V e VI)
(Berger, 1988, 1991). Os neurdnios piramidais sdo os alvos preferenciais
dessas aferéncias, mas também, ha importantes projecbes para

interneurdnios gabaérgicos (Goldman-Rakic el al., 1989; Benes et al., 1993).
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Vias Dopaminérgicas

Area tegmentar ventral

Substdncia negra

Micleo rubro

Caliculos
SUperiores

Trato tubercinfundibular Aquedito

cerebral

Cértex pré-frontal Area tegmentar ventral

“ias mesocortical

Mdcleo accumbens “ia mesolimbica

Figura 03- No painel superior, sdo vistas as vias dopaminérgica mesocorticolimbica e
nigrostriatal em  cérebro  humano  (extraido da Internet e  modificado:
thebrain.mcgill.ca/.../a_03_cl_que.html). Além disso, mostra um corte coronal do mesencéfalo
ao nivel dos coliculos superiores (extraido e modificado de Nolte, 1993). Destaca-se a

localizagdo da area tegmentar ventral (marcada em vermelho) e a substancia negra (marcada
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em amarelo). No painel inferior, Sao vistas a via mesocorticolimbica em cerebros de ratos

(extraido da internet e modificado: www.nature.com/.../v5/n1/fig_tab/nr 1298 F2.html).

O numero de fibras dopaminérgicas que atingem o CPF, é menor do
que aquelas que se projetam para o nucleo accumbens (NAC) e estriado
(Kolb, 1984; Garris, 1993). Entretanto, a concentragdo de DA em seu
compartimento extracelular € bem maior. Isso se deve, principalmente, a trés
motivos: 1) os neurbnios mesocorticais apresentam uma frequéncia de
disparo elevado (Hoffman et al., 1998); 2) no CPF, ha uma menor quantidade
de recaptadores de DA, do que nas outras estruturas (Sesack, 1998); 3) no
CPF, é observado um baixo numero de autorreceptores. Desta forma, a
atividade dopaminérgica no CPF depende, quase que exclusivamente, de
suas taxas de liberacdo, determinadas pela frequéncia de disparos dos
neurénios mesocorticais. No NAC e estriado, as taxas de recaptagao e
mecanismos autorreceptores sdo mais importantes para determinar a
atividade dopaminérgica (Garris e Wightman, 1994).

A ATV recebe projecdes reciprocas do CPF. Essas eferéncias corticais
terminam em interneurdnios gabaérgicos que controlam neurdnios da via
mesolimbica e, ainda, terminam diretamente nos neurbnios dopaminérgicos
mesocorticais. De acordo com algumas evidéncias recentes, esse padrao de
inervacdo ATV-CPF-ATV pode relacionar-se com aspectos importantes da
aprendizagem e das fungdes do CPF como um todo (Schultz, 1997; Briand,
et al., 2007).

1.4.2) Receptores dopaminérgicos

Em 1979, Kebabian e Calne descobriram que a DA promove seus
efeitos, atuando em receptores metabotropicos ligados a proteina G.
Inicialmente, foram identificados: Di e D,. Durante 10 anos, a atividade
dopaminérgica foi atribuida exclusivamente a eles. Com o desenvolvimento
da tecnologia do DNA recombinante, outros receptores foram descobertos.
Primeiramente, a busca pela clonagem do D, revelou a existéncia de duas
variacbes desse mesmo tipo de receptor, cuja diferenga basica reside na

extensdo de suas estruturas primarias: D curto e D, longo. Logo em seguida,
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dois outros tipos foram identificados: Ds e D. (Sokoloff et al., 1990),
nomeados de acordo com a ordem de suas descobertas. Mais tarde, um
quinto receptor foi identificado: Ds (Cooper, 1996). Considerando algumas
caracteristicas desses receptores, tais como, estrutura primaria, farmacologia
e mecanismo de agao, pode-se dividi-los em duas familias: familia D4, na
qual séo incluidos Dy e Ds; e familia D,, formada pelos tipos D, (longo e
curto), Ds e D. (Webster, 2001). A estrutura geral dos receptores
dopaminérgicos pode ser vista na figura 04.

Ha diferengas na estrutura primaria entre todos os tipos de receptor.
Entretanto, entre aqueles pertencentes a uma mesma familia, essas
diferengas sao menores. Nos dominios transmembranicos, os receptores D
e Ds séo 79% idénticos. Quando comparados a familia D,, esta semelhanga
situa-se, em torno, de 40%. Por outro lado, D; e D4, sdo, respectivamente,
75% e 51% idénticos a D, (Fig. 04) (O’ Dowd, 1989).

Inicialmente, a divisdo em familias dos receptores dopaminérgicos
baseava-se basicamente no tipo de proteina G com a qual os receptores
interagiam. Foi proposto, que a familia D, acoplava-se de modo importante a
proteina Gs e, portanto, estimula a adenil ciclase. Por outro lado, a familia D-
ligava-se a proteina G;, inibindo a adenil ciclase (Cooper, 1996). Essas
seriam as principais agbes desses receptores. Porém, atualmente, outras
agbes celulares importantes |hes sdo atribuidas. O receptor D; liga-se
também a proteina G,, ativando sistemas de fosfolipides da membrana e,
ainda, estimula diretamente correntes de Na* e Ca™ da membrana plasmatica
(efeito despolarizante). Por outro lado, o tipo D, parece promover diretamente
a abertura de canais de potassio (efeito hiperpolarizante) e a inibicdo de
canais de calcio voltagem-dependentes (isto pode estar ligado a sua acéo
autorreceptora) (Cooper, 2001; Seamans e Yang, 2004).

Os receptores dopaminérgicos, por si s6, ndo induzem grandes
alteracbes em correntes ibnicas pos-sinapticas. Na verdade, suas principais
acbes eletrofisiologicas dependem de interagdes com canais iGnicos ou
receptores de outros neurotransmissores, 0 que indica uma agao

principalmente modulatéria da DA (Seamans e Yang, 2004).
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Receptor Dopaminérgico

Figura 04— llustragdo da estrutura dos receptores dopaminérgicos. Em pontilhado, a
representacdo da estrutura dos receptores da familia D+. Em linha continua, a estrutura dos
receptores da familia D,. Destaque para os terminais carboxi (mais longo na familia D+) e
amina (mais curtos na familia D4), além do terceira alga intracelular desses receptores (mais
longo na familia D,). Essas diferengas estruturais estao relacionadas tanto com a interagéao
com a proteina G, como também com as diferencas farmacoldgicas existentes entre as
familias D+ e D, (extraido de Webster, 2001).

1.4.2.1) Farmacologia dos receptores dopaminérgicos

Nos dominios transmembranicos, ha, pelo menos, 21 residuos de
aminoacidos que diferenciam as duas familias. Essas diferencas influenciam
no reconhecimento de ligantes, sendo, portanto, responsaveis pelas
diferengas farmacoldgicas. A familia D; apresenta alta afinidade pelo
antagonista benzazepina (SCH23390), enquanto que a familia D, apresenta
alta afinidade por outro antagonista, a espiperona (Levesque et al., 1992).
Esses fatos demonstram uma semelhanca farmacolégica entre os membros
de uma mesma familia de receptor. As tabelas 02 e 03 relacionam,
respectivamente, os principais antagonistas e agonistas dopaminérgicos e
suas constantes de dissociagao pelos receptores dopaminérgicos.

Farmacologicamente, os receptores D: e Ds ndo podem ser

diferenciados, entretanto, D5 possui, aproximadamente, 100 vezes mais
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afinidade pela DA do que Ds (Cooper, 1996). Em contraste, entre os
receptores pertencentes a familia D, tais diferencas sdo observadas. A
maioria dos antipsicéticos liga-se a D, com afinidade muito maior do que a Ds;
ou D4 (Cooper, 1996). Por exemplo, a sulpirida, um antipsicético atipico,
apresenta alta seletividade por D,, atuando como antagonista (webster,
2001).

A clozapina, um antipsicotico atipico, € um antagonista que possui alta
afinidade pelo receptor Ds. Na esquizofrenia, esse composto € administrado
em concentracbes 10 vezes menores do que O necessario para agir em
outros receptores D, indicando que suas acgdes antipsicéticas ocorrem,
possivelmente, por antagonismo D.. Alguns fatos reforcam essa hipétese. Por
exemplo, a clozapina ndo causa efeitos extrapiramidais como muitos
antipsicoticos (tipicos) que agem, primariamente, em D, (Van Tol el al., 1991)
e, ainda, em esquizofrénicos, a densidade de receptores D4 € maior, quando
comparados a pessoas normais (Seeman et al.,, 1995). Tais evidéncias
sugerem uma participagdo importante desse tipo de receptor na génese da

esquizofrenia.

Tabela 02 — Antagonistas dopaminérgicos: constante de dissociagdo para os receptores da

familia D, e D (extraido de Bloom e Kupfer, 1995).

Familia D1 Familia D2
Antagonista D1 Ds D2 D3 Ds
Clorpramazina 94 133 3 4.4 35
Clozapina 172 N 229 174 21
Haloperidol 55 98 1,2 4 2.3
Olozapina - - 45 - 27
SCH23390 017 0,3 1.690 780 3.000
Sulpirida-5- (-} 57.000 34 500 15 13 1.005
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Tabela 03 — Agonistas dopaminérgicos: constante de dissociagdo para os receptores da familia
D, e D, (extraido de Bloom e Kupfer, 1995).

Familia D1 Familia D2

Agonista Estado funcional D1 D5 D2 D3 D5
Apomorfina Alto a7 a7

Baixo 206 252 127
Bromocriptina 439 454 48 48 285
Dopamina Alto 0.9 18 75 4 30

Baixo 383 228 4.300 31 150
Quinpirole Alto 1.200 - 48 48

Baixo 4.200 50.000 3.680 3.680
SKF38393 Alto 1,1 0,5 157

Baixo 381 80 8.800 9.560 5.000

* Estado de afinidade do agonista com o receptor.

1.4.2.2) Distribuicdo dos receptores no Sistema Nervoso Central

Os receptores dopaminérgicos possuem uma ampla distribuicdo pelo
SNC (Mansour et al., 1990). Altas densidades de RNAm para D+ e D, podem
ser encontrados no caudado-putamen, NAC e tubérculo olfatério. Em menor
densidade, sdao encontrados no septum, hipotalamo e cortex cerebral. Ja, na
ATV e substéncia negra, o RNAm para D, € encontrado em alta densidade, o
que nao ocorre com D (Weiner et al.,, 1989). Esse fato sugere uma agéao
autorreceptora de D, nas vias mesolimbicas e nigrostriatal. RNAm para D3, D.4
e Ds podem ser encontrados, basicamente, em todas as regiées onde D e D
estdo presentes, porém em densidades duas ou trés vezes menores
(Sokoloff et al. 1990; Van Tol et al., 1991).

Os receptores D; e Ds estdo associados a estruturas limbicas,
especialmente, em areas que recebem projecées da ATV. Estdo envolvidos
com cognicdo, emogdo e secregdo endocrina. Ja, Ds é encontrado

principalmente no hipotalamo, hipocampo e nucleo parafascicular do talamo,
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envolvido com afeto, nocicepgao e secregao enddcrina (Meador-Wooddruff et
al., 1992).

1.4.2.3) Distribui¢do dos receptores DA no Cértex Pré-frontal

Todos os tipos de receptores dopaminérgicos estao presentes no CPF,
porém suas densidades e distribuicbes diferem entre si (Goldman-Rakic et
al., 1990). A densidade dos tipos Ds; (Sokoloff et al., 1990) e Ds (Sunahara et
al., 1991) sdo muito baixas, se nao, despreziveis. Desta forma, D, D, e D,
ganham maior importancia nessa regiao cortical.

O receptor D4 é, pelo menos, vinte vezes mais denso no CPF do que
D, ou D4 (Goldman-Rackic et al., 2000). Esta presente em todas as camadas
corticais, com maior densidade nas camadas mais superiores (I, Il e Ill). E
encontrado em dendritos e axbénios de interneurbnios gabaérgicos e,
principalmente, em espinhos dendriticos de neurdnios piramidais, importante
local de interagao sinaptica (Goldman-Rakic et al., 1990; Vincent et al., 1993;
Seamans e Yang, 2004).

Apesar da menor densidade em relacdo a D1, 0 receptor D, esta
presente no CPF em quantidade consideravel. Localiza-se quase que
exclusivamente na camada V, em neurbnios piramidais e interneurdnios
gabaérgicos que se projetam para o estriado e outras areas corticais
(Goldman-Rackic et al., 1990; Vincent et al., 1993).

Dados obtidos através de estudos em humanos, primatas n&o-
humanos e roedores, demonstram que o CPF também possui niveis
consideraveis de receptores D, (Arino et al., 1997). E a unica regido cortical
onde esse tipo pode ser encontrado de forma consistente. Estdo presentes
principalmente nas camadas mais inferiores (V e VI), tanto nos neurdnios
piramidais, como nos interneurbnios gabaérgicos, sendo esse ultimo tipo

celular o sitio principal de sua localizagdo (Meador-Woodruff et al., 1992).

1.4.3) Sistema Mesocortical e a Memoéria Operacional

A DA tem sido associada a inumeras fungdes no SNC, como

motivacdo, recompensa, afetividade e movimento. Todas essas fungoes,
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quando alteradas, podem influenciar o rendimento de animais em testes
cognitivos. Porém, inumeros estudos relacionam diretamente alteragdes da
transmissao dopaminérgica no CPF com déficits em testes cognitivos
(Brozoski et al., 1979; Muller et al., 1998). Por exemplo, a diminuicdo da
atividade dopaminérgica, causada pela infusdo da neurotoxina 6-hidroxi-
dopamina (6-OHDA) no CPF, prejudica a MO espacial em animais (Murphy et
al., 1996; Arnsten, 1998). Por outro lado, a estimulagdo excessiva dos
receptores dopaminérgicos também prejudica as fung¢des cognitivas do CPF
(Murphy et al., 1996; Arnsten, 1998). Em primatas, no inicio da realizagdo de
testes com retardos, o nivel de DA no CPF aumenta e pode continuar
elevado durante varias sessdes (Seamans e Yang, 2004).

Phillips e colaboradores (2004) avaliaram os niveis de DA no CPF de
ratos, durante testes com longos retardos (30 minutos) em labirinto radial de
8 bracgos. Foi verificado que os niveis de DA aumentaram durante a fase de
treinamento e permaneceram elevados por varios minutos durante o periodo
de retardo, até retornar a linha de base. Voltou a aumentar na fase de teste
propriamente dito e permaneceram elevados alguns minutos apos. Estes
dados sugerem que a DA no CPF é mais importante na fase de aquisicéo e
utilizacdo das informacdes necessarias ao teste, mas ndao na sua retencao.
Este padrao aparentemente ndo se relaciona com a predicao de recompensa,
mas sim com a demanda de processamento de informacoes.

Willams e Goldman-Rackic (1995), utilizando analises farmacologicas
e anatdbmicas, verificaram que os campos mnemoénicos do CPF sao
modulados pela DA. Nestas regides, os neurdnios relacionados com a MO
possuem alta densidade de receptores dopaminérgicos, especialmente o tipo
D: (Goldman-Rackic, 2000). A frequéncia de disparo desses neurbnios
aumenta com um nivel moderado de ativagdo D4, porém diminui com um
nivel mais baixo ou mais elevado. Esses dados podem ser relacionados a
outros encontrados em estudos que analisaram o efeito da ativagdo D no
desempenho de animais em testes cognitivos. A administracéo, diretamente
no CPF, de agonistas e antagonistas Ds produz melhora no desempenho
apenas quando ha ativacdo Ds moderada. Ativagdes baixas ou elevadas
deste receptor causaram prejuizo nesse desempenho. Obtém-se, portanto,

uma curva em U invertido para a ativagdo Ds em testes cognitivos (Fig. 05)
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(Arnsten et al., 1997; Zart et al., 1997; Goldman-Rackic, 2000; Lindow et al.,
2003). Além disso, em analises eletrofisioldgicas, os neurdnios piramidais do
CPF sob bloqueio D4, parecem incapazes de responder adequadamente a
estimulos dentro de seus campos de memoérias. Sendo assim, os receptores
D: parecem envolvidos no processo de manipulagdo de informagdes
realizado pelo CPF. Alguns autores sugerem que sua ativagao € importante

na selecao de estimulos relevantes (Seamans e Yang, 2004).
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Figura 05 - Curva em U invertido proposta para a agéo dos receptores D,, localizados no

cortex pré-frontal (extraido e modificado de Seamans e Yang, 2004).

A participagdo do tipo D, nas fungbes do CPF ndo esta muito bem
definida. Os resultados obtidos em estudos sobre a funcédo D, na MO séao
inconsistentes. O uso de antagonistas D, diretamente no CPF, ndo prejudica
esse tipo de memoria em diversos modelos experimentais (Sawaguchi e
Goldman-Rakic, 1993; Seamans et al.,1998), entretanto, administragdes
sistémicas de agonistas e antagonistas D, podem causar algum efeito. Por
exemplo, administragcdes sistémicas de quinpirol, agonista D./Ds, promovem

prejuizo na MO, porém acompanhado de diminuicdo na atividade motora
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(Bushnell, 1993). Ja, o uso do antagonista D racloprida, também sistémico,
promove prejuizo, sem alterar a fungdo motora (Didriksen, 1995).

Muitos trabalhos demonstram que o receptor Ds esta também
relacionado com a cognigdo. O uso de antagonistas D, melhora o prejuizo na
MO induzido tanto pelo estresse agudo (Murphy et al., 1996), quanto pelo
tratamento crénico com fenciclidina em macacos (Dulawa et al., 1999;
Rubinstein et al., 2001). Xun Wang et al. (2002) sugere que os receptores D4
atuam na modulacdo das fungdes do CPF, diminuindo a transmissao
gabaérgica. Age, diretamente, nos interneurénios gabaérgicos e, ainda, na
diminui¢do da condutancia dos receptores GABA,, localizados nos neurénios
piramidais. Entretanto, os receptores D, também inibem a transmissao
glutamatérgica que atingem os neurénios piramidais do CPF (Rubinstein et
al., 2001). Desta forma, a atividade D, no CPF pode promover uma acgao
tanto excitatéria, quanto inibitéria (Werner et al., 1996), similar a

caracteristica multifuncional de D1 sobre esse sistema (Nicola et al., 2000).

1.4.4) Interagdes Dopaminérgica e Glutamatérgicas no Cortex Pré-frontal

Ha uma importante interagdo no CPF entre as vias aferentes
glutamatérgicas e dopaminérgica. Ambas projetam-se para os mesmos tipos
celulares, sendo suas sinapses co-localizadas (Carr e Sesack, 1996;
Goldman-Rackic et al., 2000). Além disso, ha evidéncias de que o GLU é co-
liberado com a DA no CPF pelos neurbnios domaminérgicos da via
mesocortical (Seamans e Yang, 2004). Desta forma, ha fortes evidéncias
anatdbmicas para uma interacdo dopaminérgica e glutamatérgica no CPF
(Goldman-Rackic et al., 2000).

Receptores que interagem com a proteina G alteram o funcionamento
de diversas proteinas celulares, interferindo assim no metabolismo celular ou
nas fungdes das membranas celulares. No caso dos receptores
dopaminérgicos, esses efeitos foram bem estudados tanto em estruturas
subcorticais, quanto no CPF. Nesses estudos, fortes evidéncias encontradas
sugerem que a DA tenha uma funcdo ténica modulatéria sobre outros
sistemas de neurotransmissores que atingem o CPF, especialmente o

sistema glutamatérgico (Greengard, 2001; Seamans e Yang, 2004).
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As proteinas Gs e Gy promovem, via segundos-mensageiros, a
ativacdo de proteinas cinase (PKA e PKC). Estas por sua vez, fosforilam
varios elementos intracelulares. Pelo menos em neurdnios do estriado e CPF,
estas cinases estdo envolvidas no controle de dois grupos de proteinas
importantes para as agdes dopaminérgicas: a proteina relacionada ao
receptor dopaminérgico (DARPP-32) e a calcio calmodulina cinase Il e IV
(CaMKII e CaMKIV, respectivamente). A fosforilagdo da DARPP-32 via PKA e
PKC inibe a proteina fosfatase 1 (PP-1), uma enzima constitutiva de células
em geral e que é responsavel pela fosfatacdo de diversos canais, receptores,
enzimas celulares e fatores transcricionais. Por outro lado, a ativagao das
CaMKIl e IV promove ampla fosforilagdo de elementos celulares. Portanto, a
ativacao de receptores tipo D4, via toda essa cascata enzimatica, desvia
metabolicamente os terminais sinapticos nos quais estao presentes, a favor
da fosforilacdo de canais, receptores e fatores de transcrigdo. Ja, a ativagao
de receptores tipo D, faz justamente o oposto (Greengard, 2001; Seamans e
Yang, 2004).

A fosforilacdo dos receptores NMDA e AMPA pelas cinases celulares
aumentam tanto a frequéncia de abertura, quanto a condutancia ibnica
quando esses canais sao ativados. Desta forma, a fosfatacéo realizada pela
PP-1 nestes receptores diminui a excitagcdo glutamatérgica no neurdnio.
Como a ativacao dos receptores D+leva a uma menor atividade da PP-1, eles
indiretamente aumentam a quantidade de receptores glutamatérgicos
fosforilados, aumentando a excitagdo neuronal. Por outro lado, os receptores
do tipo D, diminuem a excitagéo, pois age na contramao dos receptores D+.
Portanto, a DA produz efeitos intracelulares que modulam a acéao
glutamatérgica e este efeito parece ser importante nas fungdes
desempenhadas pela DA no CPF (Seamans e Yang, 2004). A figura 06
resume as principais interagdes do sistema glutamatérgico e dopaminérgico
no CPF.
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Figura 06 — llustragdo da estrutura e mecanismos envolvidos na modulagdo dopaminérgica do
sistema glutamatérgico no cortex pré-frontal. No painel superior, sdo vistas as camadas e
neurbnios presentes no cortex pré-frontal (& esquerda), a co-localizagdo dos terminais
dopaminérgicos e glutamatérgicos em neurdnio piramidal do coértex pré-frontal (central) e os
receptores D1 € NMDA na membrana pds-sinaptica (a direita). No painel inferior, é visto um
esquema demonstrando as principais agbes intracelulares de Ds na regulagdo do estado
funcional dos neurdnios corticais, por vias dependentes dos receptores AMPA, NMDA e GABA,
além da via independente por modulagbes em canais ibnicos da membrana (extraido e

modificado de Seamans e Yang, 2004).
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Embora haja fortes evidéncias de que o sistema dopaminérgico e
glutamatérgico interagem no CPF, nenhum estudo analisou suas interacdes
durante a execucao de testes. Todas as evidéncias existentes foram obtidas
in vitro ou in vivo com diversas abordagens, porém restritas a analises do
funcionamento neuronal desta area. Portanto, investigacbes com abordagens
mais funcionais, verificando as interagcdes destes neurotransmissores durante
a execugao de tarefas, complementariam de modo importante a vasta

literatura existente sobre este assunto.
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2.1) Objetivo Geral

Examinar a modulagdo dopaminérgica e glutamatérgica, particularmente

mediada pelo receptor NMDA, no cortex pré-frontal medial sobre a memoaria

operacional espacial de ratos.

2.2) Objetivos Especificos

1)

2)

3)

Investigar os efeitos da interacdo de diversas doses (curva
dose-efeito) do agonista parcial D1 seletivo, SKF38393, com o
antagonista nao-competitivo de receptores NMDA, MK-801,
administrados diretamente sobre o cortex pré-frontal medial,
sobre o desempenho de ratos em tarefas no labirinto radial de

8-bracos, envolvendo retardos de 1 h.

Investigar os efeitos da interagdo de SCH 23390 com diversas
doses (curva dose-efeito) do agonista parcial D seletivo,
SKF38393, administrados diretamente sobre o cortex pré-
frontal medial, sobre o desempenho de ratos em tarefas no

labirinto radial de 8-bragos, envolvendo retardos de 1 h.

Investigar os efeitos da interagdo de diversas doses (curva
dose-efeito) do antagonista D4, clozapina, com o antagonista
nao-competitivo de receptores NMDA, MK-801, administrados
diretamente sobre o cértex pré-frontal medial, sobre o
desempenho de ratos em tarefas no labirinto radial de 8-

bracos, envolvendo retardos de 1 h.

64



65



3.1) Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso corporal inicial entre
250 - 350g, provenientes da colonia do Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Fisiologicas — CBM— UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas

individuais, em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro-escuro

natural de, aproximadamente, 12 h (figura 07).

Figura 07- Fotografias dos animais nas gaiolas. Em A, é visto um animal em uma gaiola

individual. Em B, pode ser vista a disposi¢ao das varias gaiolas no biotério.
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3.2) Drogas

SKF38393 (SKF, Sigma-Aldrich, MO, USA [1-fenil- 2,3,4,5-
tetrahidro-1H-3-benzazepina-7,8-diol]), diluido em agua
destilada nas concentragdes de 0,56; 1,8; 5,6 mg/0,5 ml para
administragdes intracorticais.

SCH23390 (SCH, Sigma-Aldrich, MO, USA- [(R)-(+)-7-cloro-8-
hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepinal),
diluido em agua destilada na concentragédo de 1,0 mg/0,5 mi
para administracdes intracorticais.

CLOZAPINA (CZP, Sigma-Aldrich, MO, USA) diluido em acido
cloridrico (HCI) 0,05 N nas concentragcbes de 0,32; 1,0; 3,2
mg/ 0,5 ml para administragdes intracorticais.

MK-801 (MK, Sigma-Aldrich, MO, USA) diluido em agua
destilada nas concentragbes de 0,32; 1,0; 3,2 mg/0,5 ml para
administrag¢des intracorticais.

Salina (sal) ou HCI 0,05N foram empregados como solucdes

controles.

3.3) Labirinto radial de oito bragos

Olton e Samuelson (1976) foram os primeiros a propor o labirinto radial

de oito bragcos com modelo eficaz na avaliagdo da memodria operacional

espacial. Desde entdo, tem sido largamente utilizado na investigacdo de

sistemas neuronais que estdo envolvidos na aprendizagem e memoaria (Olton,

1987; Nakamura et al., 1991). Sua estrutura consiste de uma plataforma central

de base octogonal (33 cm de didmetro), mantida a 1 metro de altura, com

paredes elevadas (30 cm de altura), da qual irradiam 8 bragos simétricos

removiveis (70 cm de comprimento, 10 cm de largura e paredes laterais de 4
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cm de altura). Na extremidade final de cada brago, encontra-se um receptaculo
preto (10 cm de largura e 3 cm de profundidade) no qual é colocado o alimento.
Na entrada de cada brago, portas do tipo guilhotina ligadas a fios de nylon
permite o controle a distancia do acesso aos mesmos. Toda a estrutura do

labirinto € constituida de acrilico transparente (Fig. 08).

3.4) O ambiente de treinamento

Uma vez que a memoria operacional espacial foi a que se buscou
avaliar, todos os 8 bragos do labirinto radial eram similares entre si, diferindo
apenas por sua localizacdo espacial em relagdo aos outros bragos, o que era
sinalizada por estimulos visuais distais fixos (quadros, mesas, portas, etc.) de

facil discriminagao e visualizagao a partir do labirinto.

3.5) Aquisicao de tarefa

Foi subdividida em 3 fases, sendo realizada apenas uma sessao diaria
com o periodo maximo de permanéncia no labirinto radial de oito bragos de 10
min por sessao:

1. Inicialmente os animais foram colocados no centro do labirinto
com todas as portas de acesso aos bragos abertos para livre
exploracdo e habituacdo ao ambiente, durante 10 min por
sessdo. Pedacos de amendoim foram colocados nos
receptaculos para que os animais aprendessem a localizar o
reforco no final de cada brago. Os animais foram submetidos a
privagao parcial de alimento, mantendo o peso corporal, ao
longo do experimento, em 80 a 85% do peso inicial. A
passagem para a fase seguinte ocorria quando o animal
encontrava e consumia o alimento no receptaculo, com, pelo

menos, trés sessdes consecutivas de consumo.
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Labirinto Radial de 8 Bragos

Figura 08 — Fotografia do labirinto radial de 8-bragos. No centro, € visto o labirinto em uma visédo
de toda a sua estrutura. Nas fotografias laterais sdo vistos diferentes angulos do mesmo labirinto,

demonstrando as pistas espaciais fixadas na parede ou distribuidas no ambiente. Tais elementos

69



sao fixos e, portanto, ndo mudam de posig¢édo durante todo protocolo experimental. Os ndmeros
em amarelo correspondem as designag¢des de cada brago, orientadas no em sentido anti-horario

a partir do braco 1.

2. A finalidade desta fase era a aquisicao de tarefa propriamente
dita. Todas as portas eram abertas, permitindo o animal
escolher qualquer uma das oito portas. Ao entrar em um
braco, fechavam-se todas as portas e o animal era, entéo,
recolocado no centro do labirinto, sendo todas as portas
abertas novamente. A repeticdo de um brago ja visitado era
considerada erro. A passagem para a fase seguinte sé ocorria
quando o animal alcangasse um desempenho de 0 ou 1 erro
por sessdo, durante 3 sessdes consecutivas. Em média, cada
animal foi submetido a 10 sessdes de treinamento nesta fase
(figura 09).

3. Na terceira e Uultima fase, foi introduzido um periodo de
retencdo (retardo) entre o quarto e quinto brago visitado. Na
primeira etapa da sesséo (pré-retardo), apenas 4 portas eram
abertas, escolhidas aleatoriamente. Quando o animal entrava
em uma das portas abertas todas se fechavam e o mesmo era
novamente recolocado no centro do labirinto. Concluida a
entrada nos 4 bracos previamente escolhidos o animal
retornava para gaiola, onde permanecia por 5 s (retardo). A
seguir, ele voltava ao centro do labirinto, a fim de
desempenhar a segunda etapa (pos-retardo), onde as 8
portam eram abertas. Agora o animal deveria entrar nos 4
bracos que ainda n&o haviam sido visitados. Era considerado
erro tanto na etapa de pré- como de pds-retardo, a repeticéo
de um brago anteriormente visitado. Os animais eram
treinados até atingirem um critério de 0 ou 1 erro por sessao,

em 3 sessdes consecutivas. Atingido tal critério os animais
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eram submetidos a cirurgia esteriotaxica descrita a seguir
(figura 13).

Figura 09— Fotografia de um rato no labirinto radial de 8-bragos durante o treinamento na fase II.
No centro, é visto uma visdo mais ampla do labirinto no momento em que o rato entrou no brago
1. Destaque para as cordas de nylon utilizadas para comandar a abertura das portas. Na figura
A, pode-se ver o rato na plataforma central, poucos instantes antes da abertura das 8 portas pelo
treinador. Na figura B, destaca-se o receptaculo contendo o amendoim (reforgo). Em C, destaque

para o animal se alimentando no final do brago 1, apds ter encontrado o reforgo..
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3.6) Cirurgia estereotaxica

A cirurgia estereotaxica, a qual os animais foram submetidos, tinha como
finalidade implantar canulas bilaterais de 2 mm de comprimento (Plastics One
Inc., 26 GA, VA, USA) no cortex pré-frontal medial (CPFm), para posterior
administragdo de drogas nessa regidao do SNC (figura 10). Os animais foram
anestesiados com hidrato de cloral a 10% administrados por via intraperitoneal
(400 mg/kg) e imobilizados em um aparelho estereotaxico (Modelo 51600
Stoelting, IL, USA). Em seguida, foi realizada a tricotomia de toda a parte
superior da cabeca e feito um botdo anestésico, injetando-se 0,2 ml de
lidocaina a 1% de epinefrina no tecido subcutdneo. Uma pequena area ovalada
de pele e tecido subcutaneo foi removida expondo a calota craniana na altura
do bregma. Apos a limpeza e secagem da area exposta, foram feitos 4 orificios
na superficie 6ssea com o auxilio de uma mini-furadeira (Dremel multipro + Kit,
Stoelting, IL, USA) para a fixagao de 4 parafusos de metal, dois no osso frontal

e dois no osso parietal, para a ancoragem da prétese cirurgica (figura 11).

Protetor externo

Protetor .
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Figura 10- Fotografia mostrando a canula bilateral, o protetor interno e externo. No painel da

QOrificio
paraCa

Resinaem
processo de
secagem

Bregma

esquerda, é vista a canula com o protetor interno acoplado, porém com o protetor externo

desacoplado. No painel da direita, a canula esta com o protetor externo acoplado.

Figura 11 — Cirurgia estereotaxica para o implante de canulas bilaterais no CPFm. Em A, é visto,
em angulo superior e lateral, o animal fixado no aparelho estereotaxico. Em B, a calota craniana
esta exposta, apds remogéao cirdrgica dos tecidos superficiais. Destaque para a localizagdo de
bregma. Em C, podem ser vistos os quatro parafusos implantados e os orificios no cranio, por

onde posteriormente foram implantadas as canulas. Em D, o implante da canula bilateral
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orientada através do aparelho estereotaxico. Em E, é vista a resina recém cimentada sobre o
cranio em processo de secagem. Em F, ao final da cirurgia, o animal foi retirado do estereotaxico.
Destaque para o capacete pronto, composto pela canula bilateralmente implantada, os parafusos

de fixacao e a resina seca.

Com o cranio posicionado de forma que o bregma e o lambda se
situassem no plano horizontal, as canulas foram implantadas bilateralmente a +
25 mmAP, +/-1 mmLe-27 mmYV, emrelacdo a bregma. Apos limpeza e
secagem, o campo cirurgico foi preenchido com resina auto-polimerizavel de
secagem rapida (Polimero de metil metacrilato, Jet, Sdo Paulo, SP, Brasil)
soldando as pecas em uma protese solida. Nos orificios das canulas foram
colocados protetores internos e o conjunto foi envolvido por uma capa de
protecdo externa (Plastics One Inc., VA, USA). Ao término da cirurgia, os
animais receberam 24000 Ul de penicilina G benzatina por via intramuscular. A
figura 07 exibe os componentes da cirurgia (figura 11).

Uma vez recuperados da anestesia, os animais foram transferidos para
gaiolas-casas individuais com paredes de acrilico de 3 mm de espessura (25
cm de comprimento, 15 cm de largura e 30 cm de altura). Passado um periodo
minimo de 3 dias os animais foram treinados no labirinto radial de 8 bragos

para reaquisicéo da linha de base de desempenho comportamental (figura 11).

3.7) Administracao de drogas

Todas as administragdes foram realizadas intracorticalmente (IC),
através de canulas bilaterais implantadas por cirurgia esteriotaxica no CPFm. O
volume administrado foi de 0,5 ul em cada lado do cortex durante 90 s,
permanecendo conectado ao sistema de infusdo por outros 90 s para melhor
difusdo da droga. Este sistema era constituido de duas seringas Hamilton
(Stoelting 53431, CO., IL, USA) de 10 pl, acopladas a um sistema de injecao
composto por um conector constituido de duas canulas de polietileno (PES0),
sendo a ela adaptada um injetor bilateral de 2,7 mm de comprimento em sua
extremidade (Plastics One Inc., VA, USA). Este injetor, por sua vez, encaixa-se

com precisdo a canula implantada. O volume e a velocidade de infusdo foram
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controlados por uma bomba de infusdo continua (Stoelting CO., IL, USA), na
qual as seringas Hamilton estavam posicionadas (Fig.12).

Apods a primeira infusdo, o animal retornava a gaiola, onde permanecia
por 10 minutos. Logo apds, voltava ao sistema de infusdo para receber a
segunda administracdo, semelhante ao descrito anteriormente para a primeira.
Na sequéncia, voltava a gaiola, onde permanecia por mais 5 minutos e, em
seguida, eram colocados no labirinto para avaliagao de tarefa com retardos de
1 h. Os bragos visitados e o tempo gasto para cada etapa da sesséao (pré-
retardo e pds-retardo) eram registrados (figura 13).

Durante o experimento, apenas uma administracdo de droga era
realizada por dia, com intervalo entre as administracbes de 3 a 7 dias,
dependendo do tipo da droga utilizada. Neste periodo, os animais realizavam
uma sessao teste, sem droga (sessao interdroga), para verificar se o critério de
0 ou 1 erro por sessao estava mantido. Se o desempenho do animal nao
estivesse dentro do critério, era, entdo, treinado até atingir novamente tal

critério.

A
¥
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Figura 12 — Fotografias mostrando os procedimentos para Infusdo de drogas diretamente no
cortex pré-frontal medial (CPFm). Em A, é visto o sistema de infusdo conectado com a bomba de
infusdo. Em B, o injetor bilateral € mostrado em maiores detalhes. Em C, mostra-se a retirada do
protetor interno que protege o lUmen da canula de possiveis entupimentos. Em D, a animal sem o
protetor externo e interno, pronto para se conectar ao sistema de infusdo. Em E, o animal esta
com o injetor inserido na canula. Neste momento, o animal recebe a infusdo da droga

diretamente no CPFm.

A definicdo da seqUéncia das doses administradas para cada animal
presente em uma mesma curva de drogas foi feita através de um método
conhecido por Quadrado Latino. Este consistiu em uma tabela, na qual se
cruzaram as doses utilizadas na curva com os animais que as receberam. Para
tanto, criava-se uma tabela com o mesmo numero de células, tanto no eixo
horizontal, como no eixo vertical. Assim, obtinha-se uma tabela “quadrada”, na
qual a quantidade de células era definida pelo numero de combinagdes de
drogas existentes na curva. Os animais eram distribuidos nas linhas da tabela,
um para cada célula, de tal modo que cada animal possuia uma ordenacgao
especifica dos tratamentos.

A utilizagdo do quadrado latino é de grande valia quando se utilizam
amostras dependentes como foi 0 caso desse estudo. Este recurso faz com
gue os animais passem por sequéncias de administragdes diferentes entre si,
de modo que a primeira dose recebida e as subsequentes sejam exclusivas
para cada animal. Ao final do processo, consegue-se evitar ou minimizar um
possivel viés de sequenciamento, comum quando se administram doses em

sequéncias iguais para todos os animais.

Pré-Retardo Pés-Retardo

Retardo

- Bragos Fechados



Figura 13 - Esquema demonstrando os procedimentos na fase Il do treinamento, no
experimento e nas sessdes interdroga. No treinamento e nas sessdes interdroga, o retardo foi de
5 segundos. Ja no experimento, os procedimentos foram semelhantes, porém com retardo de 1

hora.

3.8) Experimento I: efeitos da interacao do SKF38393 (agonista
parcial D, seletivo) e do MK-801 (antagonista nao-competitivo
de receptor NMDA) infundidos bilateralmente no CPFm sobre a

memaoria operacional espacial de ratos

Foram utilizados animais (n = 10) previamente treinados no labirinto e
com canulas bilaterais implantadas no CPFm. Receberam uma primeira
administragdo aguda de sal ou SKF nas doses de 0,56; 1,8 ou 5,6 pg IC,
bilateralmente. Passados 10 minutos, receberam uma segunda administragao

aguda de sal ou MK nas doses de 0,32; 1,0 ou 3,2 ug IC, bilateral.

3.9) Experimento Il: efeitos da interagdo do SCH23390
(antagonista D; seletivo) e do SKF38393 (agonista parcial D,
seletivo) infundidos bilateralmente no CPFm sobre a meméria

operacional espacial de ratos

Foram utilizados animais (n = 7) previamente treinados no labirinto e
com canulas bilaterais implantadas no CPFm. Receberam uma primeira
administragdo aguda de sal ou SCH na dose de 1,0 pg IC, bilateralmente.
Passados 10 minutos, receberam uma segunda administracdo aguda de sal ou

SKF nas doses de 0,56 ou 1,8 pg IC bilateral.

3.10) Experimento Ill: efeitos da interagcao de clozapina
(antagonista D;) e do MK-801 (antagonista nao-competitivo de
receptor NMDA) infundidos bilateralmente no CPFm sobre a

memoria operacional espacial de ratos
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Foram utilizados animais (n = 10) previamente treinados no labirinto e
com canulas bilaterais implantadas no CPFm. Receberam uma primeira
administragdo aguda de HCI ou clozapina nas doses de 0,32; 1,0 ou 3,2 pg IC,
bilateral. Passados 10 minutos, receberam uma segunda administracdo aguda

de sal ou MK nas doses de 0,32; 1,0 ou 3,2 ug IC, bilateral.

3.11) Avaliagcao da meméria operacional espacial

Apds as administragbes de drogas, os animais permaneciam por 5
minutos nas gaiolas e, em seguida, eram submetidos a uma sessao no labirinto
com retardos de 1 hora. Os bragos visitados e o tempo gasto em cada etapa

foram anotados para posterior analise.

3.12) Histologia

Para verificar a localizagado exata das canulas, os tecidos imediatamente
proximos a elas foram corados e posteriormente analisados. Inicialmente, os
animais foram anestesiados com hidrato de cloral intraperitoneal e, em
seguida, infundidos com um volume de 0,5 pl de azul de metileno a 1%,
semelhante a administracdo das drogas descrito anteriormente. Logo apdés,
eram sacrificados sob altas doses do mesmo anestésico e suas cabecas foram
removidas apos perfusdo intracardiaca com solugéo salina seguida de solugao
de formaldeido a 8%. Os cérebros foram retirados e conservados em formol a
8% por, no minimo, 48 h. Através de um vibratomo (Série 1000 Plus — sistema
de seccéo tecidual — St. Louis, MO, USA), os cérebros foram seccionados em
cortes de, aproximadamente, 80 um e, as laminas obtidas foram coradas com
vermelho neutro. A localizagdo das céanulas foi visualizada por meio de um
microscopio optico e determinada em diagramas do Atlas de Paxinos e Watson
(1986).

3.13) Anadlise de resultados

3.13.1) Aquisicao de tarefas
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O desempenho dos animais na fase de aquisigao de tarefa no Labirinto
foi avaliado pela analise dos erros cometidos e do tempo gasto em cada brago
visitado em uma sessao de treinamento. Os erros foram definidos como a
repeticdo de bragos ja visitados em uma mesma sesséo de treinamento e sdo
apresentados na forma de média de erros * erro padrao da média (e.p.m).

A analise do tempo gasto em cada braco foi feita dividindo-se o tempo
total de permanéncia no labirinto (em segundos) pelo numero de bragos
visitados e apresentados na forma de média £ e.p.m.

Tanto para avaliagdo dos erros cometidos como do tempo gasto em
cada brago nas 10 sessdes de aquisi¢cao da tarefa foram empregadas analises
de variancia (ANOVA) de uma via para medidas repetidas, seguida do teste de
Fisher ara localizagdo das diferencas estatisticamente significantes, tendo sido
adotado um nivel de significancia de 5% (Zar, 1999). Ainda, utilizou-se uma
analise de regressao linear para verificar se houve uma diminuigdo progressiva

tanto no numero de erros, quanto nos tempos de permanéncia.

3.13.2) Experimento I, Il e lll

Nestes experimentos também foram considerados o numero de erros
cometidos e o tempo gasto em cada brago, apés administracdo de droga ou
veiculo tanto no pré- quanto no pés-retardo de 1 h.

Os erros no pos-retardo foram separados em duas categorias: erros tipo
1 e tipo 2. O primeiro tipo correspondeu aos erros cometidos por reentrada em
um bracgo visitado no pré-retardo. Ja, os erros tipo 2 foram aqueles cometidos
pela repeticio de um brago anteriormente visitado no préprio pés-retardo.
Segundo Floresco e colaboradores (1997) cada tipo de erro se relaciona com
aspectos diferentes do desempenho dos animais. Os erros tipo 1 sdo mais
relacionados a prejuizos na MO propriamente dita. Por outro lado, o tipo 2 pode
indicar prejuizos na memoaria de referéncia ou mesmo perseveragao de erros.
Desta forma, foram feitas as seguintes analises: do numero total de erros
cometidos no pré-retardo; numero total de erros cometidos no pés-retardo e

dos tipos de erros cometidos no pos-retardo.
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Nos trés experimentos, analises estatisticas tanto para o tempo gasto
em cada braco, quanto para o numero total de erros foi realizada através da
ANOVA de duas vias para medidas repetidas, seguida de teste de Fisher. Por
outro lado, as analises dos tipos de erros foram feitas através da ANOVA de
trés vias para medidas repetidas, seguida de teste de Fisher. Em todas as

analises, adotou-se um nivel de significancia de 5% (Zar, 1999).

80



81



4.1) Localizagao das canulas

Os sitios de implantagcdo das canulas, marcados com azul de metileno
1%, estéo ilustrados em diagramas extraidos do Atlas de Paxinos e Watson

(1986), como demonstrado abaixo (Fig. 14).

Bregma

e

Figura 14 — Diagramas de cortes histolégicos marcados com o posicionamento das canulas
bilaterais (painel da esquerda) e fotomicrografia (destaque a direita), mostrando a localizagdo da
extremidade (seta) de uma canula na area Cg1 em um dos lados do cortex pré-frontal medial.
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Observa-se que a maioria das canulas localizaram-se em Cg1
(Cingulado anterior) e Cg3 (cértex pré-limbico), partes integrantes do CPFm
(Zilles e Wree, 1985), especialmente nos cortes 2,7 mm e 2,2 mm nos

diagramas de Paxinos e Watson (1986).

4.2) Aquisicao de tarefa

4.2.1) Antes da introdugao de retardo (fase Il)

Durante o periodo de treinamento, todos os animais (n = 30)
apresentaram melhora gradativa do desempenho no labirinto radial, nas dez
ultimas sessdes de treinamento. Houve uma diminui¢ao progressiva do numero
de erros, atingindo o critério pré-estabelecido para a aprendizagem (Figura 15).
A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou uma diferenca
estatisticamente significante na comparagédo do numero de erros cometidos
entre as sessodes [F(9,261) = 10,56; P < 0,0001]. O teste de Fisher mostrou
que, de um modo geral, as trés ultimas sessdes apresentaram uma diminui¢cao
significativa (P < 0,01) do numero de erros, em relagdao as duas primeiras
sessdes. A analise de regressao linear também demonstrou um decréscimo do
numero de erros, estatisticamente significante, ao longo das sessbes [Y = 3,5 -
0,33 x; r=-0,2; F(1,298) = 74,94; P < 0,0001].

Aprendizagem Fase Il

Médiadeerros +e.p.m.

Sessoes
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Figura 15 — Média de erros nas dez ultimas sessdes de treinamento dos animais na fase Il (n =

30). * P < 0,0001 (Analise de regressao linear).

O tempo gasto em cada bracgo visitado na fase de aquisicdo da tarefa,
antes da introdugdo de intervalos de retencdo de 5 s (fase Il), esta

demonstrado na Tabela 04.

Tabela 04 — Média £ e.p.m. do tempo gasto em cada braco visitado, nas 10 ultimas sessbes da

fase Il de treinamento no labirinto radial de 8 bragos (n = 30).

Tempo gasto (segundos) £ e.p.m. em cada brago

Sessdo Média +ep.m Sessdo Média + e p.m
1 23,97 £+ 11,82 6 17,37 £ 597
2 23,70 £ 12 60 7 17,47 + 8 48*
3 20,80+994 8 17,23 £+ 6.62*
4 19,80 + 9 85 g 15,47 + 4 22%
5 19,90 + 8,70 10 15,67 + 4 56"

** P < 0,01 comparados a sessdes 1 e 2; ** P < 0,01 comparados as sessdes de 3 a 5.

Observou-se uma diminuicdo progressiva do tempo gasto em cada
braco visitado ao longo das dez ultimas sessdes. A comparagao desse tempo,
realizada pela ANOVA de uma via para medidas repetidas, demonstrou
diferengas estatisticamente significantes [F (9,261) = 7,77; P < 0,0001] entre as
sessbes (Tabela 04). O teste de Fisher localizou essas diferengas na
comparagao entre as cinco ultimas sessdes, em relagao as duas primeiras (P <
0,01), e entre as duas ultimas sessdes, em relacao as sessdes 3,4 e 5 (P <
0,01). A analise de regressdo linear também demonstrou uma diferenca
progressiva deste parametro [Y = 24,48 — 0,97 x; r = - 0,097; F (1,298) = 32,22;
P < 0,0001]. Este resultado é consistente com a melhora do desempenho dos

animais no labirinto radial, fato esperado durante o processo de aprendizagem.
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4.2.2) Com a introdugao do intervalo de retengcdode 5 s

Nesta fase, com a introducéo do intervalo de retencao (retardos) de 5 s,
também foi observado uma melhora progressiva do desempenho dos animais
no labirinto radial, nas seis ultimas sessdes de treinamento.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas nao detectou diferengas
estatisticamente significantes na comparacdo dos numeros de erros cometidos
no pré-retardo, porém o teste de regressao linear verificou um decréscimo
significativo no numero de erros no pré-retardo [Y =0,35-0,06 x; r=-0,03 ; F
(1,178) = 7,28; P = 0,008] (Fig. 16, painel da esquerda). No pods-retardo, a
ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferengas
estatisticamente significantes do numero de erros [F (5,145) = 3,60; P = 0,004]
(Figura 16, painel da direita). O teste de Fisher localizou estas diferengcas nas
comparagdes entre a primeira e quinta sessdo (P < 0,05) e, ainda, entre a
primeira e a sexta sessao (P < 0,01). A analise de regresséo linear para o pos-
retardo detectou uma diminui¢ao significativa do numero de erros [Y = 0,71 —
0,09 x; r=-0,02; F (1,178) = 4,18; P = 0,04].

Fase lll Pré-retardo

Fase lll Pés-retardo

~1.00-
= [ ]
= 0.75-
H b
Z 0.50- °
= i °
'E 0.25 ~ ° *
= +. °
0.00 T T L 4 T T | T \ 4 T T T T 1
0 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Sessoes Sessoes

Figura 16 — Média de erros na fase lll do treinamento dos animais. No painel da esquerda é visto
o pré-retardo. No painel da direita, esta ilustrado o pds-retardo de 5s (n = 30). + P =0,008; * P =

0,04 (analise de regressao linear).
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Em relagcdo ao tempo gasto em cada brago visitado ao longo das
sessdes, a ANOVA de uma via para medidas repetidas nao detectou diferengas
estatisticamente significantes no pré-retardo, porém no pés-retardo de 5 s tais
diferengas foram detectadas [F (5,145) = 3,21; P = 0,008]. O teste de Fisher as
localizou entre a primeira em relagdo a quinta e a sexta sessao (P < 0,01) e,
ainda, entre a segunda comparada a quinta (p < 0,01) e a sexta sessao (P <
0,05). A anadlise de regressao linear ndo mostrou uma diminuigdo progressiva
do tempo gasto em cada brago no pré-retardo. Por outro lado, no pds-retardo,
foi detectada uma reducgao progressiva [Y = 17,72 - 0,80 x; r =-0,04; F (1,178)
= 8,32; P = 0,004] e significativa do tempo gasto em cada brago ao longo das

sessobes (Tabela 05).

Tabela 05 — Média + e.p.m. do tempo gasto em cada braco visitado, no pré- e pds-retardo de 5 s,

nas 6 ultimas sessdes da fase Ill do treinamento no labirinto radial de 8 bracos.

Tempo gasto (segundos) £ e.p.m. em cada brago

Sessao Pré-retardo Pos-retardo
1 17,27 +£9 83 16,70 £ 7 24
2 15,43 £ 4 85 16,17 £ 8,56
3 14,03 £ 3 82 15,47 £ 7,85
4 16,63 + 8 61 1533 +516
5 15,03 +5 88 12 67 £ 3 67 =/
6 18,00 + 9 82 1323 £421 =

** P < 0,01 comparados a primeira sessao (pos-retardo); * P < 0,05, ™ P < 0,01 comparados a

segunda sessao (pos-retardo).

Ambos os resultados sugerem aquisicao satisfatéria da tarefa apds a

interposicéo de retardos de 5 s, estando de acordo com o descrito na literatura.
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4.3) Analise dos pesos corporais

Nas dez semanas iniciais, nas quais 0s animais estavam em
treinamento, os pesos corporais foram mensurados e analisados. A ANOVA de
uma via para medidas repetidas detectou diferengas significantes ao longo das
semanas [F(9,261) = 9,52; P < 0,0001]. A aplicagao do teste de Fisher revelou
que, em relagcdo a primeira semana, o peso corporal dos animais diminuiu
significativamente na segunda semana (P < 0,05) e manteve-se baixo da
terceira a sexta semana (P < 0,01), porém sem ultrapassar o limite inferior de
85% do peso inicial. Esta diminuicdo se deve a privacdo parcial de alimentos
que se realiza durante o periodo de treinamento. Porém, na décima semana, a
média do peso dos animais foi superior a primeira semana (P < 0,01), fato
esperado, pois esta de acordo com a curva natural de crescimento dos animais

ap6s o periodo de privacdo alimentar. A Tabela 06 ilustra estes resultados.

Tabela 06 — Média + e.p.m. do peso corporal dos animais nas dez primeiras semanas (n = 30).

Média dos pesos corporais (em gramas) +e.p.m.

Semanas Meédia e p.m Semanas Média+epm
1 269,27 +1233 G 26317 £ 11,77
2 263,77 £10,51% 7 265,37 £9 .93
3 262 67 + 8,56™ 8 269,50 + 9 94
4 263,00 + 8,28 g 272,43 +10,73
5 260,00 + 11,58 ** 10 275,27 £+ 1357

*P <0,05, ** P < 0,01 comparados a primeira semana.

4.4) Experimento 1: SKF23393 e MK-801

4.4.1) Tempo de permanéncia no labirinto radial por brago visitado
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A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou alteracdes

no tempo de permanéncia dos animais tanto no pré-retardo, quanto no pds-

retardo. As médias do tempo de cada interacdo estdo expostas na tabela 07

(pré-retardo) e 08 (pos-retardo).

Tabela 07 — Média + e.p.m. do tempo (em segundos) gasto em cada brago visitado no

desempenho do pré-retardo no labirinto radial de 8 bragos sob as diferentes combinagbes de
salina (sal) ou das doses de SKF38393 (SKF) seguido de sal ou das diversas doses de MK-801

(MK).

Doses de SKF (ug)

Tempo de permanéncia por brago visitado Pré-retardo

Doses de MK (pg)

sal 0,32 1.0 3,2
sal 121£17 12,3+ 1,76 12,1 £ 1,66 12,8 2,04
0,56 12,5+ 1,91 12,0+ 1,41 123£1.33 12.0+223
18 1164174 131+213 12,7 £217 121£274
56 12,3+182 11,3+ 0,94 12,2 1,98 13,0 £1,85

k)

Tabela 08 — Média + e.p.m. do tempo (em segundos) gasto em cada brago visitado no

desempenho do pdés-retardo de 1 h no labirinto radial de 8 bragos sob as diferentes combinagdes

de salina (sal) ou das doses de SKF38393 (SKF) seguido de sal ou das diversas doses de

MK-801 (MK).

Doses de SKF (pg)

Tempo de permanéncia por brago visitado Pos-retardo

Doses de MK (pg)

sal 0,32 1,0 3,2
sal 12,7 £ 1,62 12,5224 12,1 £ 1,66 12,812,04
0,56 12,6 + 2,01 119+ 166 1172185 12,5+ 256
18 13,1+ 2,16 119176 13,0 £ 2,60 121+ 155
5.8 12,6+ 2,16 12,0 £ 1,41 11,9£2,12 12,0 £ 1,51

3
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4.4.2) Total de erros no pré-retardo e no pés-retardo

No pré-retardo, a ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou
diferengas estatisticamente significantes no numero total de erros dos animais
somente nas analises entre os grupos [F(9,126) = 2,14; P = 0,03]. O teste post-
hoc de Fisher nao localizou diferencas estatisticas entre nenhuma das diversas
combinagbes de drogas e o tratamento controle (sal seguido de sal).
Entretanto, algumas combinagdes foram diferentes entre si. A combinagao de
SKF 0,56 ug seguido de sal apresentou um maior numero de erros no pré-
retardo em relagao aos tratamentos SKF 0,56 ug seguido de MK 0,32 ug ou 1,0
pug (P < 0,05). Além disso, o tratamento SKF 1,8 ug seguido de SAL também
apresentou mais erros no pré-retardo em relagdo ao tratamento SKF 1,8 ug
combinado com MK 3,2 ug (P < 0,05).

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas também detectou
diferencgas significantes na analise do numero total de erros no pos-retardo de 1
h nas andlises entre os grupos [F(3,138) = 2,86; P = 0,048] e intragrupo [F
(9,126) = 2,31; P = 0,019]. O teste de Fisher localizou tais diferencas
estatisticas entre diversos tratamentos, que serdo a seguir apresentados

separadamente para uma melhor compreenséo.

4.4.2.1) MK-801(MK)

Dentre os tratamentos que combinaram sal seguido de sal ou das
diferentes doses de MK, somente a combinacéo que utilizou MK na dose de 1,0
Mg promoveu um aumento do numero total de erros no pés-retardo de 1 h de
modo estatisticamente significante em relagcdo ao tratamento controle (P <
0,05) (figura 17).
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Figura 17 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) seguido de sal ou das
diferentes doses de MK-801 (MK 0,32; 1,0; 3,2 ug) no desempenho de animais (Média de erros +
e.p.m) submetidos a testes no labirinto radial de oito bragos, com retardo de 1 h, considerando o
numero total de erros. No painel a esquerda, é visto o desempenho no pré-retardo. No painel da
direita, esta ilustrado o desempenho no pés-retardo. * P < 0,05 comparado ao tratamento sal

seguido de sal (controle).

4.4.2.2) SKF38393 (SKF)

A infusdo IC de SKF nas doses de 0,56 ug e 1,8 pg prejudicou
significativamente o desempenho dos animais no pds-retardo de 1 h em
relacdo ao grupo controle (P < 0,01). Além disso, o tratamento que utilizou a
dose de 0,56 ug também apresentou maior numero total de erros em relagéo a
combinagdo de SKF 5,6 ug seguido de sal (P < 0,01). Estes resultados sao

vistos na figura 18.
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Figura 18 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou das diferentes doses de SKF
38393 (SKF 0,56; 1,8; 5,6 ug) seguidos de sal no desempenho de animais (Média de erros +
e.p.m) submetidos a testes no labirinto radial de oito bragos, com retardo de 1 h, considerando o
numero total de erros. No painel da esquerda, é visto o desempenho no pré-retardo. No painel da
direita, esta ilustrado o desempenho no pés-retardo. ** P < 0,01 comparado ao tratamento sal

seguido de sal (controle); **P < 0,01 comparado ao tratamento com SKF 5,6 ug seguido de sal.

4.4.2.3) Combinagbes de SKF38393 (SKF) 0,56 ug e diferentes doses de
MK-801 (MK)

A administracdo de MK nas doses de 0,32 pg (P < 0,05) e 1,0 ug (P <
0,01), posterior a infusdo de SKF 0,56 ug, reverteu significativamente os
prejuizos observados com a infusdo do agonista D+. Por outro lado, a dose de
3,2 ug de MK nao promoveu tal reversao, visto que sua interacdo com o SKF,
previamente administrado, promoveu prejuizos significativos quando
comparado ao tratamento controle (P < 0,01), na mesma magnitude causada

pelo SKF por si s6. A figura 19 demonstra estes efeitos.
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Figura 19 — Efeitos das infusGes intracorticais (IC) de salina (sal) ou de SKF 38393 (SKF) na
dose de 0,56 ug, seguido de sal ou das diferentes doses de MK-801 (MK) (0,32; 1,0; 3,2 ug) no
desempenho de animais (Média de erros + e.p.m) submetidos a testes no labirinto radial de oito
bracos, com retardo de 1 h, considerando o total de erros. No painel da esquerda, é visto o
desempenho no pré-retardo. No painel da direita, estd demonstrado o desempenho no poés-
retardo. ** P < 0,01 comparado ao tratamento com sal seguido de sal (controle); # P< 0,05, ##

P< 0,01 comparado ao tratamento com SKF na dose de 0,56 pg seguido de sal.

4.4.2.4) SKF38393 (SKF) 1,8 ug e diferentes doses de MK-801 (MK)

Nenhum dos tratamentos com MK administrado posteriormente ao SKF
alterou-se estatisticamente em relacédo a combinacdo de SKF 1,8 ug seguido
de sal. Além disso, a utilizagdo das doses de MK 0,32 ou 3,2 ug, posterior ao
uso do agonista D4, prejudicou o desempenho dos animais em relacdo ao
grupo controle (P < 0,05). Entretanto, o desempenho dos animais tratados com
MK 1,0 ug posterior ao SKF nao diferiu estatisticamente do tratamento controle,
0 que sugere uma atenuacdo dos prejuizos. Esses resultados sé&o

apresentados na figura 20.

92




Pré-retardo Pos-retardo

£ *

2 *%

Q

w2 ] T * —‘V

o

5 1T T

[}]

© 1+ o

8

3 — —_

= ol e e o ) 1 ' ' '
sal sal 0,32 1,0 3,2 sal sal 0,32 1,0 3,2

MK IC (ug) | MK IC (ug)

sal SKF 1,8 ugIC sal SKF 1,8 ug IC

Figura 20 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou de SKF 38393 (SKF) na
dose de 1,8 g, seguido de sal ou das diferentes doses de MK-801 (MK) (0,32; 1,0; 3,2 ug) no
desempenho de animais (Média de erros + e.p.m) submetidos a testes no labirinto radial de oito
bragos, com retardo de 1 h, considerando o nimero total de erros. No painel da esquerda, é visto
o desempenho no pré-retardo. No painel da direita, esta ilustrado o desempenho no pés-retardo.

* P < 0,05, ** P < 0,01 comparado ao tratamento sal seguido de sal (controle).

4.4.2.5) SKF38393 (SKF) 5,6 ug e diferentes doses de MK-801 (MK)

Como visto anteriormente, a dose de 5,6 ug de SKF seguida de sal nao
foi diferente do tratamento controle. Sua interagdo com as doses de 0,32 e 3,2
Mg de MK nao modificaram este efeito. Entretanto, sua combinagdo com o
antagonista NMDA na dose de 1,0 pg prejudicou o desempenho dos animais

em relagao ao grupo controle (P < 0,05) (Fig. 21).
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Figura 21 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou de SKF 38393 (SKF) na
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dose de 5,6 ug, seguido de sal ou das diferentes doses de MK-801 (MK) (0,32; 1,0; 3,2 ug) no
desempenho de animais (Média de erros + e.p.m) submetidos a testes no labirinto radial de oito
bracos, com retardo de 1 h, considerando o nimero total de erros. No painel da esquerda, é visto
o desempenho no pré-retardo. No painel da direita, esta demonstrado o desempenho no pds-

retardo. * P < 0,05 comparado ao tratamento sal seguido de sal (controle).

4.4.3) Erros do tipo 1 e 2 no Pés-retardo de 1 h nos tratamentos
combinados de SKF38393 (SKF) e MK-801 (MK)

A ANOVA de trés vias para medidas repetidas detectou diferengas
estatisticamente significantes nas analises entre as doses de MK [F(3,139) =
3,599; P = 0,0152], entre as doses de SKF [F(3,139) = 5,322; P = 0,0017] e
entre os tipos de erros [F(1,139) = 284,135; P < 0,0001]. Houve também
interacdes estatisticamente significantes entre os trés fatores (entre as doses
de MK, doses de SKF e tipos de erros) [F(9,139) = 5,744; P < 0,0001]. As
doses de SKF interagiram significantemente com as doses de MK [F(9,139) =
3,971; p = 0,0002] e também com os diferentes tipos de erros [(3,139) =
12,537; p < 0,0001], e as doses de MK também interagiram significativamente
com os diferentes tipo de erros [(3,139) = 8,392; p < 0,0001]. Estas interacbes
significativas sugerem que as curvas doses-respostas sob as diferentes
combinagdes de diferentes doses dos agentes apresentaram diferentes
padrdes, sobretudo considerando-se os diferentes tipos de erros.

O teste de Fisher localizou diversas diferengcas que serdo apresentadas

a seguir.
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4.4.3.1) Comparagéo entre os tipos de erros

A infusdo de SKF nas doses de 0,56 e 1,8 ug seguidos de salina
apresentaram um maior numero de erros tipo 1 em relag&o ao tipo 2 (P < 0,01).
Do mesmo modo, os tratamentos com salina seguidos de MK nas doses de 1,0

e 3,2 ug tiveram mais erros do tipo 1 (P < 0,01). Estes resultados séo vistos na

figura 22.
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Figura 22 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou das diferentes doses de
MK-801 (MK) seguido de sal e, ainda, os tratamentos com sal ou as diferentes doses de SKF
38393 (SKF) seguido de sal, no desempenho de animais quanto ao tipo de erro (Média de erros
tipo 1 ou 2 + e.p.m) no pos-retardo de 1 h no labirinto radial de oito bragos. No grafico da
esquerda, é visto os efeitos dos tratamentos com sal seguido das diferentes doses de MK no
pés-retardo, evidenciando os erros tipo 1 e 2. No grafico da direita, estd demonstrado os efeitos
dos tratamentos com sal ou com as diferentes doses de SKF seguido de sal no pés-retardo,
evidenciando os erros tipo 1 € 2. ** P < 0,01 em relagdo aos erros do tipo 2 do mesmo

tratamento.

Nos tratamentos que combinaram as diferentes doses de SKF e MK,

também houve um predominio dos erros do tipo 1 (Fig. 23).
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Figura 23 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou das diferentes doses de
MK-801 (MK) seguido de sal ou de SKF 38393 (SKF) 0,56 (A), ou 1,0 (B) ou 5,6 (C) ug, no
desempenho de animais quanto ao tipo de erro (Média de erros tipo 1 ou 2 + e.p.m) no pds-
retardo de 1 h no labirinto radial de oito bragos. * P < 0,05, ** P < 0,01 em relagédo aos erros do

tipo 2 do mesmo tratamento.
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Fisher localizou estas diferencas nas combinagcdes de SKF na dose de
0,56 pg seguida de 0,32 ( P < 0,05) ou 3,2 ug ( P <0,01) de MK e, ainda, nos
tratamentos com 1,8 ug de SKF seguido de MK nas doses de 0,32 (P < 0,01),
1,0 (P <0,05) e 3,2 ug (P < 0,01). E interessante destacar que o agonista D1 na
dose de 5,6 ug, tanto seguido de sal, quanto combinado com as diferentes
doses de MK, nao promoveu alteracdes quantitativas entre os tipos de erros de
modo estatisticamente significante. Estes resultados estdo demonstrados na

figura 23.

4.4.3.2) Erros do tipo 1 no Pdés-retardo de 1 h nas combinagbes das diferentes
doses de SKF38393 (SKF) e as diversas doses de MK-801 (MK)

Visto que a maioria dos erros foram do tipo 1, as analises comparativas
deste tipo de erro entre as diversas combinagdes de drogas revelaram-se bem
préximas das comparagdes feitas com o numero total de erros. Entretanto,
alguns resultados foram diferentes e serdo destacados a seguir.

Os tratamentos com sal seguida de MK 1,0 ou 3,2 yg promoveram maior
nimero de erros do tipo 1, em relagdo ao grupo controle (P< 0,01). E
importante ressaltar que na analise do numero total de erros (Fig. 17), a maior
dose do MK n&o havia atingido significancia estatistica.

Outro resultado observado, foi que a infusdo de MK na dose de 1,0 pg
reverteu os prejuizos do SKF 1,8 ug em relagéo ao controle para os erros tipo 1
(P < 0,05) (Fig. 19A). Na analise do numero total de erros isto nao foi
observado (Fig. 20).

Outro fato a se destacar, foi que a dose de MK 1,0 ug, que promoveu
prejuizos em relagdo ao tratamento controle (P < 0,01) para erros tipo 1 (mas
também no numero total de erros), teve seus efeitos significativamente
revertidos pela administragdo prévia de SKF na dose de 0,56 (P < 0,01) e
atenuado pela dose de 1,8 ug (P < 0,05) (Fig. 24A). Ja, a prévia infusdo da
maior dose de SKF 5,6 pg néo alterou seus efeitos, produzindo uma
quantidade de erros do tipo 1 equivalente (Fig. 24A). Por outro lado, os
prejuizos obtidos com a maior dose de MK (3,2 ug) foram exacerbados com as
doses de SKF 0,56 pg (P < 0,01) (Fig. 24B). A dose de 5,6 pg reduziu

significativamente o numero de erros tipo 1 promovidos pela maior dose do
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antagonista de receptores de receptores NMDA (P < 0,05), porém ndo o

suficiente para igualar-se ao tratamento controle (P < 0,05) (Fig. 24B).
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Figura 24 — Efeitos das infusGes intracorticais (IC) de salina (sal) ou das diferentes doses de SKF
38393 (SKF), seguido de sal ou das doses de MK-801 (MK) 1,0 ou 3,2 ug no desempenho de
animais, considerando apenas os erros do tipo 1 (Média de erros tipo 1 + e.p.m) no poés-retardo
de 1 h no labirinto radial de oito bragos. No grafico superior (A), € visto o efeito da combinagao de
sal ou das varias doses de SKF e sal ou MK 1,0 pg. No grafico inferior (B), estdo demonstrados
os efeitos de sal ou SKF nas diferentes doses e sal ou MK 3,2 pyg. * P < 0,05, ** P < 0,01
comparado ao tratamento sal seguido de sal (controle); * P < 0,05, ** P < 0,01 comparado ao
tratamento sal seguido de MK 1,0 pg; * P < 0,05, # P < 0,01 comparado ao tratamento sal

seguido de MK 3,2 ug.
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4.4.3.3) Erros do tipo 2 no Pdés-retardo de 1 h nas combinagbes das diferentes
doses de SKF38393 (SKF) e as diversas doses de MK-801 (MK)

Quando comparados ao grupo controle, somente o tratamento SKF 5,6
Mg seguida de MK 1,0 uyg aumentou o numero de erros do tipo 2 de modo
estatisticamente significante (P < 0,05) (Fig. 25A). Além disso, este mesmo
tratamento promoveu mais erros do tipo 2 do que a interagdo de sal seguida de
MK na dose de 1,0 ug (P < 0,05) (Fig. 25A) e, ainda foi superior as interagdes
de SKF 0,56 ou 1,8 yg com MK 1,0 ug (Fig. 25A).
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Figura 25 — Efeitos das infusoes intracorticais (IC) de salina (sal) ou das diferentes doses de SKF
38393 (SKF), seguido de sal ou das diferentes doses MK-801 (MK) no desempenho de animais,
considerando apenas os erros tipo 2 (Média de erros + e.p.m) no pos-retardo de 1 h no labirinto
radial de oito bragos. No grafico superior (A), sdo vistos os efeitos de sal ou SKF na dose de 5,6
Mg seguido de sal ou das diferentes doses de MK. No grafico inferior (B), estdo demonstradas as
interacdes de sal ou das diferentes doses de SKF seguidas de sal ou MK na dose de 1,0 ug de
MK. * P < 0,05 comparado ao tratamento sal seguido de sal (controle); + P < 0,05 comparado ao

tratamento com sal seguido de sal (controle) e ao tratamento com sal seguido de MK 1,0 ug

4.5) Experimento 2: SCH 23390 e SKF 38393
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4.5.1) Tempo de permanéncia no labirinto radial por brago visitado

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou alteragdes

significativas no tempo de permanéncia dos animais tanto pré-retardo, quanto

no pos-retardo de 1 h. As médias do tempo de cada interagao estao expostas

nas tabelas 09 (pré-retardo) e 10 (pos-retardo).

Tabela 09 — Média + e.p.m. do tempo (em segundos) gasto em cada brago visitado no

desempenho do pré-retardo no labirinto radial de 8 bragos sob as diferentes combinagbes de
salina (sal) ou da dose de 1,0 ug de SCH 23390 (SCH) seguido de sal ou das doses de 0,56 e

1,8 ug de SKF38393 (SKF).

Tempo de permanéncia por brago visitado
Pré-retardo

Doses de SKF (pg) Doses de SCH (pg)
sal 1,0
sal 11,83+239 15,16 + 4,99
0,56 13,16 £ 7 51 10,6+113
1,8 12669+273 14 66 +7 28

Tabela 10 — Média + e.p.m. do tempo (em segundos) gasto em cada brago visitado no

desempenho do pds-retardo de 1 h no labirinto radial de 8 bragos sob as diferentes combinacgdes
de salina (sal) ou 1,0 yg SCH 23390 (SCH) seguido de sal ou das doses de 0,56 e 1,8 ug de

SKF38393 (SKF).

Tempo de permanéncia por braco visitado
Pos-retardo

Doses de SKF (ug) Doses de SCH (ug)
sal 1,0
sal 155+55 14,66 + 4,23
0,56 11,5+423 1016 £ 2,76
1,8 11,83 £ 2 67 12,33 £ 269
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4.5.2) Total de erros no pré-retardo e pés-retardo nas combinacdes de
SCH23390 (SCH) e SKF38393 (SKF)

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou alteragdes
significativas no numero total de erros no pré-retardo (Fig. 26, grafico superior).
Por outro lado, no pos-retardo de 1 h, foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes nas analises entre os grupos [F(1,12) = 14,4; P =
0,0026], intra-grupos [F(2,24) = 10,17; P = 0,0006] e na interagcao entre os
fatores [F(2,24) = 15,16; P < 0,0001] (fig. 26, grafico inferior).
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Figura 26 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou SCH 23390 (SCH) na dose
de 1,0 pg, seguido das diferentes doses de SKF 38393 (SKF) (sal, 0,56 ou 1,8 ug) no
desempenho de animais (Média de erros *+ e.p.m), submetidos a testes no labirinto radial de oito
bracos, com retardo de 1 h, considerando o numero total de erros. No grafico superior, é visto o
pré-retardo e, no inferior, o pds-retardo. ** P < 0,01 comparado as combinag¢des de sal e sal

(controle) ou SCH e sal, P < 0,01 comparado as combinagdes de sal e SKF 0,56 ou 1,8 ug.
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4.5.3) Erros do tipo 1 e 2 no Pés-retardo de 1 h nas combinagdes de
SCH23390 (SCH) e SKF38393 (SKF)

A ANOVA de trés vias para medidas repetidas detectou diferengas
estatisticamente significantes nas analises entre os tratamentos com sal ou
SCH [F(1,2) = 22,74; P < 0,0001], entre as doses de SKF [F(2,2) = 7,22; P =
0,0023] e, ainda, entre os tipos de erro [F(1,36) = 60,17; p < 0,0001]. Também
houve interagdes significantes entre os tratamentos com sal ou SCH e as
doses de SKF [F(2,2) = 10,77; P = 0,0002], entre os tratamentos com sal ou
SCH e os tipos de erros [F(1,36) = 8,17; P = 0,007], entre as doses de SKF e
os tipos de erro [F(2,36) = 4,54; p = 0,017], e ainda entre os trés fatores
[F(2,36) = 6,29; p = 0,0045].

A infusdo de SKF na dose de 0,56 e 1,8 pg seguido de salina promoveu
um maior numero de erros do tipo 1 em relagao aos erros do tipo 2 (P < 0,01).
Do mesmo modo, os tratamentos com de SCH na dose de 1,0 ug seguido de

sal apresentaram mais erros do tipo 1 (P < 0,01). Estes resultados s&o vistos

na figura 27.
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Figura 27 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou de SCH 23390 (SCH) seguido de sal
ou das diferentes doses de SKF 38393 (SKF), no desempenho de animais quanto ao tipo de erro (Média
de erros tipo 1 ou 2 + e.p.m) submetidos a testes no labirinto radial de oito bragos, com retardo de 1 h.
Sao vistos os efeitos dos tratamentos com sal ou SCH na dose de 1,0 ug seguido de sal ou SKF na dose
de 0,56 ug (a esquerda) ou 1,8 ug (a direita) no pds-retardo, evidenciando os erros do tipo 1 e 2. * P <

0,05, ** P < 0,01 em relagéo aos erros do tipo 2 do mesmo tratamento.
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O teste de Fisher evidenciou um padrao de significancia para os erros do
tipo 1 (Fig. 28A) semelhante ao observado no numero total de erros (Fig. 26).
Por outro lado, o tratamento com sal seguido de SKF na dose de 1,8 ug
promoveu um maior numero de erros do tipo 2, quando comparado ao
tratamento controle e ao tratamento com SCH 1,0 ug seguido de sal (P < 0,05)
(Fig. 28B). O tratamento prévio com SCH 1,0 pg reverteu este efeito (P < 0,05)
(Fig. 28B).

A Pés-retardode 1 h

E 3

g.- *%

+l —l_ *%

g 2 L

= 14

: T Tt Tt

8

S s T N S I C1ea
sal 0,56 1,8 sal 0,56 1,8

SKF (ng) SKF (ug)
sal SCH 1,0 ug
B

€ 34

o

(]

+

N

o 24

2

c 14 +

: == [

8
sal 0,56 1,8 sal 0,56 1,8

SKF (ug) SKF (ug)
sal SCH 1,0 ug

Figura 28 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de salina (sal) ou SCH 23390 (SCH) na dose
de 1,0 pg, seguido das diferentes doses de SKF 38393 (SKF) no desempenho do pds-retardo de
1 h (Média de erros tipos 1 ou 2 * e.p.m) no labirinto radial de oito bragos. No graficol superior
(A), sao vistos os erros do tipo 1 e, no inferior (B), estdo demonstrados os erros do tipo 2. ** P <
0,01 comparado as combinagdes de sal e sal (controle) ou SCH e sal, "P < 0,01 comparado as
combinagdes de sal e SKF 0,56 ou 1,8 ug; * P < 0,05 comparado ao tratamento controle e ao
tratamento SCH seguido de SKF 1,8 pg.
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4.6) Experimento 3: Clozapina e MK-801

4.6.1) Tempo de permanéncia no labirinto radial por brago visitado

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou alteragdes
significativas no tempo de permanéncia dos animais tanto pré-retardo, quanto
no poés-retardo. As médias do tempo de cada interacdo estdo expostas nas

tabelas 11 (pré-retardo) e 12 (pds-retardo).

Tabela 11 — Média + e.p.m. do tempo (em segundos) gasto em cada brago visitado no labirinto
radial de 8 bragos do pré-retardo das diferentes combinacdes de salina (sal) ou das diferentes

doses de clozapina (CZP) seguido de sal ou das diferentes doses de MK-801 (MK).

Tempo de permanéncia por brago visitado Pré-retardo

Doses de MK (pg)
Doses de CZP (Hg)

sal 0,32 1.0 3,2
sal 136+35 12.8+198 12,4+ 187 14,4 £397
0,32 11,8+1,78 12,2 £2,86 13,7 +4,74 13,8+37
1,0 14,0 £ 6,65 14,5+ 7 61 13,2 £ 3,49 14,3 £ 5,009
32 139+34 121 £153 141+ 419 13,1 £333

Tabela 12 — Média + e.p.m. do tempo (em segundos) gasto em cada brago visitado no labirinto
radial de 8 bragos do pos-retardo das diferentes combinagdes de salina (sal) ou das diferentes

doses de clozapina (CZP) seguido de sal ou das diferentes doses de MK-801 (MK).

Tempo de permanéncia por brago visitado Pos-retardo

Doses de MK (ug)
Doses de CZP (ug)

sal 0,32 1.0 32
sal 120£25 1174122 119+145 1104242
0,32 106£1,5 11,8+1,85 12,0£25 14,3+ 4,38
1.0 116£15 123£26 11.8+1,09 116+277
3.2 13,11 3,98 13,7 £3,57 129+275 12,4 £ 4,03
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A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou diferencas
estatisticamente significantes no numero de erros no pré-retardo. Entretanto,
no pos-retardo de 1 h, foram detectadas diferencas estatisticamente
significantes mas somente nas comparagdes entre os grupos [F(3,111) = 3,32;
P =0,0316].

4.6.2) Total de erros no pré-retardo e pos-retardo de 1 h

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou diferencas
estatisticamente significantes no numero de erros no pré-retardo. Entretanto,
no pos-retardo de 1 h, foram detectadas diferencas estatisticamente
significantes, mas somente nas comparagdes entre os grupos [F(3,111) = 3,32;
P =0,0316] (Fig. 29).

Nao houve diferengas nos tratamentos com administracéo prévia de HCI
seguido das doses variadas de MK (Fig. 29A). Do mesmo modo, os
tratamentos precedidos de CZP em suas diferentes doses, seguidas de sal n&o

apresentaram alteracdes, de acordo com o teste de Fisher (Fig. 29B).
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Figura 29 — Efeitos das infuses intracorticais (IC) de HCI seguido de salina (sal) ou das
diferentes doses de MK-801 (MK) (A) e, ainda, dos tratamentos com HCI ou as diferentes doses
de clozapina (CZP) seguido de sal (B), no desempenho de animais (Média de erros + e.p.m), no
pré-retardo (painéis da esquerda) e pds-retardo de 1 h (painéis da direita), no labirinto radial de
oito bracgos.

O Unico tratamento que apresentou um resultado estatisticamente
significante em relag&o ao controle, promovendo um aumento no numero total
de erros (P < 0,05) foi aquele que combinou CZP na dose de 3,2 ug seguido de
MK 1,0 ug. Os efeitos das diferentes combinag¢des de HCI ou CZP nas diversas

doses com sal ou MK nas diferentes doses sdo mostrados na figura 30.
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Figura 30 — Efeitos das infusGes intracorticais (IC) de HCI ou das diferentes doses de clozapina
(CZP) seguida de salina (sal) ou das diferentes doses de MK-801 (MK), no desempenho de
animais (Média de erros + e.p.m) no pré-retardo (painéis da esquerda) e poés-retardo de 1 h
(painéis da direita) no labirinto radial de oito bragos. O painel superior (A) mostra as combinagdes
de HCI ou da dose de CZP na dose de 0,32 ug seguida de sal ou das diferentes doses de MK. O
painel central (B) mostra os tratamentos com HCI ou com CZP na dose de 1,0 ug seguida de sal
ou das diferentes doses de MK. O painel inferior (C) demonstra as combinag¢des de HCI ou de
CZP na dose de 3,2 ug seguida de sal ou das diferentes doses de MK. * P < 0,05 em relagédo ao

tratamento controle (HCI seguido de sal).

4.6.3) Erros do tipo 1 e 2 no pods-retardo de 1 h nas combinagdées de
clozapina (CZP) e MK-801 (MK)

A ANOVA de 3 vias para medidas repetidas detectou diferencas
estatisticamente significantes nas analises entre os grupos [F (3,127) = 3,59; P
= 0,0225] e entre os tipos de tipos de erros [F(1,37)=120,33; P < 0,0001].

Novamente, os erros do tipo 1 corresponderam a grande maioria dos
erros. O teste de Fisher localizou diferengas estatisticas em relagdo na maioria

dos tratamentos, conforme ilustrado nas figuras 31 e 32.

A Pés-retardode 1 h

31 . i i
E i i i
@ ‘ i i
52 i | i
e ‘ i ‘
5 Pk P X :
3 113 : : P
2 i i ‘
2 i i i

0 ok | gk | gl | ok

SAL 0,32 1,0 3,2
I MK IC (ng) |
HCIIC
B

31 ' : '
E ' ‘ '
: = e e
+ i !
o 2 : : :
: e i e
o * Lox : :
k-] 14 H 1 * 1
2 i i i
2 i ‘ '

0 | e | =

3,2

CZP IC (ng)

SALIC

107



Figura 31 — Efeitos das infusdes intracorticais (IC) de HCI seguido de salina (sal) ou MK-801
(MK) em diferentes doses (A) e HCI ou clozapina (CZP) em diferentes doses seguido de sal (B)
no desempenho de animais quanto ao tipo de erro (Média de erros tipo 1 ou 2 + e.p.m) no pos-
retardo de 1 h no labirinto radial de oito bragos. * P < 0,05, ** P < 0,01 em relacdo aos erros do
tipo 2 do mesmo tratamento.
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Figura 32 — Efeitos das infusGes intracorticais (IC) de HCI ou das diferentes doses de clozapina
(CZP) seguido de salina (sal) ou das diferentes doses de MK-801 (MK), no desempenho de
animais quanto ao tipo de erro (Média de erros tipo 1 ou 2 + e.p.m) no pés-retardo de 1 h no
labirinto radial de oito bragos. Efeitos dos tratamentos com HCI ou CZP na dose de 0,32 (A) ou
1,0 (B) ou 3,2 (C) ug seguido de sal ou das diferentes doses de MK no pés-retardo, evidenciando
os erros do tipo 1 e 2 * P < 0,05 * P < 0,01 em relacdo aos erros do tipo 2 do mesmo

tratamento.

Assim como na analise do numero total de erros (Fig. 30), o tratamento
com CZP 3,2 ug seguida de MK 1,0 yg aumentou o numero de erros do tipo 1
em relagao ao grupo controle (P < 0,01) (Fig. 33A). Por outro lado, o teste de
Fisher detectou que o tratamento com CZP 0,32 ug seguida de MK 1,0 pg
promoveu uma reducéo significativa do numero erros do tipo 1, em relagéo ao
tratamento controle (P< 0,05). Este mesmo tratamento melhorou o
desempenho dos animais em relagao a interagao CZP 0,32 ug seguida de Sal
(P < 0,05) e, ainda, ao tratamento com sal seguido de MK 1,0 pg (P< 0,01).
Deve-se chamar a atengao que este fato nao foi observado na analise com o

numero total de erros. A figura 33 demonstra estes resultados.

A Pés-retardode 1 h
3
= *
- 2 _|_
- 14 L T
= 1T
= *
- ++
T ol — == 1 .
HCI HCI 0,32 1,0 3,2
| CZP IC (ug)
sal MK 1,0 ug (IC)
B
3.
o 2
< 14 T
T L .
= % *
= T T T —_ T
sal sal 0,32 1,0 3,2
| MK IC (ug)
HCI CZP 0,32 ug (IC)

109



Figura 33 — Efeitos das infusbes intracorticais (IC) de HCI ou diferentes doses de clozapina
(CZP) seguido de salina (sal) ou MK-801 (MK) 1,0 ug (A) ou de HCI ou CZP 0,32 ug seguido de
sal ou diferentes doses de MK (B), no desempenho de animais em relagdo aos erros tipo 1
(Média de erros * e.p.m) no pés-retardo de 1 h no labirinto radial de oito bragos. * P < 0,05 em
relagdo ao tratamento HCI seguido de sal (controle); * P < 0,05 em relagdo ao tratamento CZP
0,32 g seguido de sal; ™ P < 0,01 em relagédo ao tratamento HCI seguido de MK 1,0 ug e ao
tratamento com CZP 3,2 ug seguido de MK 1,0 pg.

5.0) Discussao
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5.1) Drogas e dosagens

O SCH e o SKF sao compostos muito utilizados na investigagcao
cientifica, pois sao altamente seletivos para os receptores da familia D,. O SCH
age como um potente antagonista competitivo, impedindo a agdo da DA. Por
outro lado, o SKF utilizado no presente estudo (SKF38393) atua como um
agonista parcial, ativando Di, com intensidade de 45 a 70%, quando
comparado a DA. Desta forma, sua acdo como agonista depende da dose, bem
como da situacgdo fisiologica em que o animal se encontra. Em condigdes
basais, 0 uso de baixas doses promove agonismo dos receptores D1, visto que
sua atuagdo em receptores livres pode aumentar efetivamente a ativacéo
global destes receptores. Entretanto, em altas doses ou em situagbes de alta
liberagdo de DA, tal como estresse agudo ou uso de substancias que
aumentam a transmissao dopaminérgica, o SKF pode atua como antagonista
por competir com a DA e diminuir efetivamente a ativagdo global destes
receptores. Esta caracteristica bifasica é interessante, pois pode-se observar
diferentes efeito a medida que se altera a dose, o que enriquece as analises
das observagdes experimentais (Bloom e Kupfer, 1995).

A CZP é utilizada, clinicamente, no tratamento da esquizofrenia, sendo
considerada um antipsicotico atipico. Possui alta afinidade por varios tipos de
receptores, como por exemplo, D,, D4, 5HT2a € alfa > (Xun Wang et al., 2002).
Nao se sabe ao certo, qual 0 mecanismo de acédo desse farmaco no alivio dos

sintomas da esquizofrenia, porém tem sido sugerida a participagao do receptor
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dopaminérgico do tipo D4 em, pelo menos, alguns aspectos desse processo. O
uso desta droga possibilitou visualizar uma possivel acdo de receptores da
familia D, especialmente D4, sobre a MO, como sera melhor discutido adiante.

O MK é um antagonista nao-competitivo de NMDA altamente seletivo.
Liga-se fortemente ao sitio da PCP, por longo periodo, entretanto sua atuacao
depende de uma prévia ativagao do receptor, pois sem a liberagdo do Mg™ que
bloqueia o canal em receptores néo ativados, o MK n&o pode acessar o seu
sitio de acao (Watkins, 1994). Como nao compete com o GLU sua acao
antagénica independe de uma maior ou menor liberagao glutamatérgica, o que
dificulta respostas compensatorias deste sistema (Bressan e Pilowsky, 2003).

A ordenagao das drogas durante o processo de infusao foi determinada
de modo a proporcionar o bloqueio dos receptores NMDA pelo MK. Sabe-se
que a estimulacao de receptores D1 aumenta a ativacdo dos receptores NMDA
(Greengard, 2001; Scott et al., 2006), sendo assim a utilizagdo prévia de SKF
poderia facilitar a atuagdo do MK como antagonista. Caso o MK fosse
administrado anteriormente ao SKF, poder-se-ia questionar se o MK estaria
promovendo seu antagonismo na plenitude, pois durante o intervalo de 10
minutos entre sua administracédo e a infusdo do agonista Ds, este farmaco
poderia ser removido do tecido neural por mecanismos enzimaticos ou por
simples difusao antes de seu acoplamento ao sitio da PCP.

A CZP, por outro lado, poderia diminuir a ativagao dos receptores NMDA
via segundo-mensageiro nos terminais pré-sinapticos. Entretanto, alguns dados
na literatura demonstram que a utilizacdo deste antipsicético aumenta a
liberagdo de GLU no CPF (Millan, 2005), o que por sua vez poderia ativar
receptores NMDA, liberando o canal para o acoplamento ao seu sitio de acéo.
Além disso, a administracao prévia de CZP e posterior de MK foi realizada para
manter congruente o protocolo experimental, facilitando possiveis comparagdes
entre os resultados dos experimentos.

As dosagens de cada droga foram determinadas por escala logaritimica,
abrangendo assim uma grande amplitude de suas agdes. Ja as escolhas das
doses foram baseadas em estudos anteriores realizados em nosso laboratério,

as quais sabidamente promovem efeitos relevantes aos objetivos deste estudo.

5.2) Labirinto radial de oito bracos
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Dois modelos mais importantes sao utilizados para analisar os aspectos
visuoespaciais da cognigao: o labirinto aquatico de Morris e o labirinto radial de
oito bragos. Em ambos, pode-se analisar o efeito de farmacos ou de qualquer
outro procedimento nos processos de aprendizagem, memoria ou qualquer
outro processo cognitivo que utilize informagbes espaciais do ambiente.
Entretanto, diferentes protocolos experimentais tém sido desenvolvidos com o
objetivo de se melhor especificar a fungédo cognitiva avaliada nos testes. Desta
forma, o uso de um mesmo aparato tal como o labirinto radial ndo implica,
necessariamente em uma mesma avaliacdo, devendo-se considerar o
protocolo como um todo utilizado em cada estudo. Pequenas alteragbes nos
procedimentos podem modificar toda ou qualquer analise dos resultados
obtidos.

No presente estudo, o modelo utilizado para verificar a MO dos animais
foi o labirinto radial de 8 bragos. Este foi inicialmente proposto por Olton e
Samuelson (1976), atendendo a, entdo, crescente necessidade de se criar
mecanismos para a avaliagdo cognitiva, o que era estimulada por uma das
concepgdes comportamentais emergente da época (“behaviorismo”) (Olton e
Samuelson, 1976).

Esse modelo de labirinto baseia-se na “aprendizagem de lugar”,
permitindo avaliar caracteristicas visuoespaciais da MO. Para desempenhar
nesse tipo de labirinto, os animais utilizam pistas visuais (quadros, fotografias,
moveis, etc.) localizadas externamente ao labirinto para mapear o ambiente e
diferenciar os bracos a serem visitados. Assim, os animais conseguem reter
informagdes de quais bragos foram visitados em uma sessdo. Eles nao
escolnem bragos adjacentes, nem utilizam marcagbes internas para
desempenhar a tarefa, apenas fazem uso de suas capacidades mnemédnicas,
mesmo porque a escolha dos bragos abertos no pré-retardo é aleatdria (Olton e
Samuelson, 1976).

Podem ser diferenciados dois tipos de memodrias necessarias para
desempenhar nesse labirinto: a memoria de referéncia e a MO. O primeiro tipo
se refere a memoria de procedimentos, relativa as regras existentes em cada
sessdo. Por exemplo, o conhecimento de que ha apenas um pedaco de

amendoim em cada brago e que uma repeticdo dos mesmos implicaria em um
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nao reforcamento. O segundo tipo seria responsavel pela memorizagdo dos
bracos ja visitados, sendo especifica para cada sesséo (Olton, 1977). Ambas
as memorias sdo determinantes no desempenho do animal.

Quando se utilizam elementos (drogas, estresse, idade, etc.) no
experimento que influenciam o desempenho no labirinto, um prejuizo ou uma
melhora obtida no teste, pode ocorrer em fungao de alteracdes, tanto na MO,
quanto na memoria de referéncia. Todavia, pode-se planejar uma metodologia,
na qual o teste se torna mais especifico para um dos tipos mnemonicos. Por
exemplo, a introdu¢cdo de um periodo de retardo durante o desempenho dos
animais, torna a sessao pés-retardo mais sensivel a MO. Esta pode ser
verificada em curto prazo, através de retardos mais curtos (segundos) ou,
ainda, avaliar a MO de longa duragao, através de retardos mais prolongados
(horas) (Nakamura et al., 1991; Nakamura-Palacios e Roelke, 1997). No
presente estudo, foi utilizado apenas retardos de 1 h. Alguns trabalhos utilizam
periodos de retardo ainda maiores (4-18 h).

Mesmo no pos-retardo, erros podem acontecer devido a prejuizos na
memoria de referéncia. Logicamente, é dificil dissociar os dois tipos de
memoérias envolvidos na execucdo da tarefa, entretanto pode-se reconhecer
dois tipos de erros no poés-retardo: erros caracterizados pela reentrada em um
braco visitado no pré-retardo (chamados do erro tipo 1); erros por reentrada em
bracos visitados no proprio pés-retardo (chamados do erros tipo 2). Quando um
animal aprende a tarefa, alcancando os critérios para a inclusdo nos
experimentos, os erros do tipo 2 s&o raros. Com o aumento do periodo de
retardo aumenta-se a probabilidade desses erros acontecerem, ainda assim os
erros do tipo 1 sdo os que predominam.

Os erros do tipo 2 podem ser analisados por duas abordagens: déficit na
memoria de referéncia ou perseveragcdo. Pela primeira andlise, ao se
considerar que os animais dificiilmente cometem este erro, seu surgimento
parece indicar que houve um equivoco na analise das “regras” do teste. Ele
busca reforcamento em um brago a pouco visitado, sendo que durante o
processo de aprendizagem a regra da n&o reentrada em um brago foi
claramente estabelecida. Por uma outra analise, a repeticdo de um mesmo

braco a pouco visitado parece indicar um comportamento tipico de algumas
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sindromes pré-frontais, a perseveracdo de erros. As duas analises séao
possiveis e serao consideradas aqui. Mais adiante serdo melhor discutidos.

Por outro lado, os erros do tipo 1 sdo mais associados a prejuizos na
MO. Ao que tudo indica, o que esta prejudicado neste caso € a manutencao
das informacdes referente ao pré-retardo, que deveriam ser mantidas durante o
periodo de retardo. Estas s&o as informacdes variaveis em cada teste, sendo
assim ndo compdem as memorias de procedimento.

No presente estudo, foram feitas duas analises: do numero total de erros
e dos tipos de erros. A primeira analise possibilita avaliar de modo mais global
o desempenho dos animais, pois considera os dois tipos de erros. Esta € uma
analise mais classica, realizada por todos os outros trabalhos em nosso
laboratdrio e que foi inicialmente proposta por Olton e Samuelson (1976). Por
outro lado, alguns autores recentemente (Floresco et al., 1997) tem distinguido
os dois tipos de erros comentados acima e, argumentam de forma pertinente
suas analises individuais. Estas analises podem levar a discussdes mais
profundas dos efeitos das drogas nas fungdes executivas e, ainda, diminuir a

influéncia de outras altera¢des cognitivas nas analises dos resultados.

5.3) Treinamento dos animais

Os animais utilizados nesse estudo obtiveram, ao final do periodo de
treinamento, uma aprendizagem satisfatéria, atingindo o critério previamente
estabelecido na literatura. Segundo Olton e Samuelson (1976) os animais
apresentam uma melhora gradativa durante as dez primeiras sessbdes no
labirinto, permanecendo estaveis nas dez sessbes subsequentes. Esses
autores sugerem que os dados obtidos nas dez primeiras sessbes refletem a
aprendizagem dos procedimentos necessarios para o desempenho no teste,
enquanto que nas dez sessbOes seguintes esse resultado deve-se ao

aperfeicoamento nesse desempenho.

5.4) A infusao de drogas e o teste no labirinto radial
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O protocolo utilizado para a infusdo das drogas segue modelos
baseados em dados de literatura, sendo padronizado em todos os
experimentos realizados em nosso laboratério. A manipulagdo prévia dos
animais pelos treinadores, bem como sua habituagdo ao ambiente do labirinto,
diminui qualquer interferéncia de estresse pela manipulagdo durante os testes.

Embora os animais sejam treinados com retardo de 5 segundos, a
introducdo do retardo de 1 h nos testes, somente dificulta a tarefa no pos-
retardo, associando-se a um aumento no numero de erros dos animais, sem,
entretanto, impedir ou alterar significativamente o procedimento em si. Isto
indica que, a principio, 0 aumento do periodo de retardo interfere
essencialmente na MO, tendo pouco efeito na memodria de referéncia dos
animais. Como normalmente mais erros sao verificados com o aumento do
periodo de retardo, fica mais evidente qualquer interferéncia farmacologica na
MO.

Um mesmo animal pode, a principio, receber todos os tratamentos
realizados em um experimento. Este fato poderia caracterizar uma exposicao
crbnica aos farmacos utilizados ou mesmo um efeito de seqlienciamento ao
longo do experimento. Para minimizar este efeito, alguns procedimentos foram
realizados, tal como um intervalo de sete dias entre os testes e o uso do
quadrado latino conforme descrito em materiais e métodos. Tais procedimentos
demonstram ser efetivos no alivio de possiveis vieses experimentais gerados

pelo sequenciamento de drogas.

5.5) Discussdo das curvas dose respostas

5.5.1) Tempo de permanéncia no labirinto

Em nenhuma das curvas dose-efeito realizadas no presente estudo, se
obteve diferencas do tempo de permanéncia nos bragos visitados, quando
comparados ao tratamento controle ou mesmo entre as diferentes doses.
Esses resultados indicam que nenhuma das drogas produziu alteragbes
motoras nas doses empregadas e, sendo assim, os efeitos observados foram

essencialmente cognitivos.
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5.5.2) Analise dos efeitos do MK sobre a MO

No presente estudo, dentre os tratamentos que utilizaram sal seguido de
MK nas diferentes doses, somente aquele que utilizou a dose de 1,0 pg
prejudicou o desempenho dos animais no pos-retardo de 1 h na analise do
numero total de erros. A menor e a maior dose nao foram diferentes em relagao
ao tratamento controle. Entretanto, na analise especifica dos erros do tipo 1
houve prejuizo significativo do desempenho sob as doses de 1,0 e 3,2 ug em
relacdo ao tratamento controle. Nado houve alteragdes significativas dos erros
do tipo 2. Sendo assim, estes dados sugerem que o bloqueio dos receptores
NMDA prejudica a MO, sem interferir na memoaria de referéncia dos animais,
apontando para uma importante modulagdo glutamatérgica nesta funcao
frontal, fato este bem estabelecido na literatura de um modo geral ( Enomoto et
al., 2007; Aura and Riekkinen, 1999; Verma and Moghaddam, 1996).

Entretanto, quando se utilizou HCI precedendo a administragdo de MK,
tais diferencas nédo foram verificadas, embora o padrdo da curva tenha sido
semelhante. E possivel que o uso de HCI tenha interferido no desempenho dos
animais e, consequentemente, influenciado as analises estatisticas. Este
argumento é reforcado quando se compara as médias de erros do controle do
primeiro (sal seguido sal) com o do segundo experimento (HCI seguido de sal).
Verifica-se que ha um claro aumento na média de erros dos animais ao se
infundir HCI diretamente no CPFm, ainda que tenha sido na menor
concentragao possivel.

Em estudos anteriores realizados em nosso laboratério (Anhoque, 2007;
Bazzarella, 2004) ndo foram verificados prejuizos com o uso das mesmas
doses de MK em ratos submetidos a retardos de 1 h no labirinto radial. Porém
deve-se considerar que os diferentes lotes de animais utilizados nos trabalhos
podem justificar, pelo menos em parte, as divergéncias nos resultados.

Por outro lado, Anhoque (2007) verificou que o tratamento com
memantina, um antagonista nao-competitivo de receptores NMDA, prejudicou a
MO de ratos submetidos a testes com retardo de 1 h no labirinto radial. Os
prejuizos foram encontrados somente na dose intermediaria da memantina,

sugerindo uma curva em U invertido. Desta forma, o padrao verificado foi
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semelhante ao obtido aqui com o MK. Logicamente, ha diferengas importantes
entre o0 MK e a memantina, principalmente nos aspectos farmacodinamicos.
Todavia, estes dados sustentam a relagao dos receptores NMDA com a MO.

Na literatura ha diversos trabalhos que demonstram prejuizos na MO
com o MK (Aura and Riekkinen, 1999; Verma and Moghaddam, 1996). Em
trabalho recente, Enomoto et al. (2007) demonstraram que o tratamento
sistémico com MK prejudicou a MO e a memodria de referéncia de ratos no
labirinto radial de oito bragos. E importante destacar, que seu protocolo
experimental foi bem diferente ao utilizado em nosso estudo, o que pode
explicar os diferentes efeitos do MK sobre a memoria de referéncia. O mesmo
autor verificou também prejuizos do MK no desempenho de animais
submetidos a testes no labirinto aquatico de Morris e, ainda, déficits na
aquisicao das tarefas durante o treinamento.

Li et al. (1997) também encontrou prejuizos na MO de ratos com o uso
de MK em testes com retardos no labirinto radial. Entretanto, o uso de um
antagonista de receptores AMPA néo interferiu no desempenho dos animais,
sugerindo que a agdo modulatéria do GLU na MO é mais fortemente ligada aos
receptores NMDA.

Em primatas ndo humanos, o uso de antagonistas nao-competitivos, tais
como a PCP e o MK também promovem prejuizos em diversas tarefas
cognitivas, inclusive na MO (Castner e Williams, 2007). Ogura e Aigner (1993),
encontraram prejuizo do desempenho em teste com retardo em macacos
submetidos a administragbes agudas de MK. Em um estudo recente, Tsukada
et al. (2005), observaram que administracdes sistémicas de MK nas doses de
0,03; 0,1; 0,3 mg/kg promoveram prejuizos no desempenho de macacos no
teste de resposta oculomotora.

Deste modo, os prejuizos observados com o uso de MK em nosso
estudo estdo de acordo com diversos trabalhos encontrados na literatura.
Entretanto, dados anteriores colhidos em nosso laboratério ou mesmo os
dados obtidos com HCI seguido de MK no presente estudo, indicam cautela
nas conclusdes. Mesmo porque, a magnitude dos prejuizos aqui observados,

embora significante, ndo é tao robusta.

5.5.2.1) Aspectos funcionais dos receptores NMDA no CPF
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Sem duvida, as vias glutamatérgicas proveniente das mais diversas
regides do SNC sado essenciais para as diversas fungdes do CPF. Suas agdes
dependem especialmente de receptores AMPA e NMDA. Teoricamente,
qualquer alteragdo no funcionamento destes receptores € potencialmente
prejudicial as funcdes frontais, porém a importadncia funcional destes dois
receptores nas sinapses glutamatérgicas ndo sao as mesmas (Seamans e
Yang, 2007; Li et al., 1997).

Estudos na area CA1 do hipocampo demonstram que o uso de
agonistas de receptores AMPA aumenta a LTP estimulada pelo tratamento
prévio com NMDA. Entretanto, o antagonismo deste mesmo receptor nao
impede a LTP de células hipocampais em resposta ao NMDA. Este mesmo
padrdao esta presente em diversas regides do sistema nervoso, inclusive no
CPF. Embora a inter-relagdo funcional de ambos os receptores seja bem
estabelecida na literatura, os receptores NMDA parecem exercer suas agdes
com certa independéncia da ativagao dos receptores AMPA (Seamans e Yang,
2007; Li et al., 1997).

Diversos modelos de animais utilizados no estudo da esquizofrenia
utilizam antagonistas ndo-competitivos de receptores NMDA, tais como a PCP
e a Ketamina. Nestes modelos, os animais demonstram sintomas semelhantes
aos observados em pacientes esquizofrénicos, a se destacar prejuizos
funcionais atribuidos a uma disfuncdo frontal. Estas alteragbes nao se
restringem a MO, mas sim as mais diversas fungbes do CPF, o que coloca os
receptores NMDA como estruturas chave para o perfeito funcionamento desta
area cortical (Castner e Willams, 2007).

A LTP promovida pelos receptores NMDA pode ser essencial para a
MO. O bloqueio deste processo por inibigao intracelular da agdo do Ca*™ ou por
bloqueio de receptores NMDA, atenua ou até mesmo impede o aumento dos
disparos de neurdnios frontais, tipicamente observados durante o periodo de
retardo em condicbes normais. As alteracbes funcionais destes neurdnios
estdo diretamente relacionadas com prejuizos em testes cognitivos (Castner e
Willams, 2007).

Baseando-se nestes dados, pode-se supor que 0s prejuizos observados

com o uso do MK no presente estudo podem ser atribuidos a diminuicédo
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funcional dos neurbnios corticais relacionados a MO. Possivelmente, houve
uma diminuicdo da facilitacdo ou da intensidade da LTP induzida pelas
aferéncias glutamatérgicas. Entretanto, deve-se lembrar que diversos outros
processos paralelos compensatoérios podem ser ativados, o que justificaria um
prejuizo funcional mais modesto do que o esperado e, até mesmo, os aspectos
em U da curva obtida com o tratamento com MK, como sera melhor discutido

mais adiante.

5.5.3) Analise do efeito do SKF sobre a MO

O tratamento com SKF prejudicou acentuadamente o desempenho dos
animais nas doses de 0,56 e 1,8 ug, porém a maior dose nao diferiu do
controle. Isto foi observado quando o SKF foi administrado previamente a sal
(experimento 1) ou na ordem inversa (experimento 2). Tais efeitos ocorreram
ao se analisar tanto o numero total de erros, quanto nas analises dos erros do
tipo 1 isoladamente. Estes dados reforgam a acao deste farmaco na modulacao
da MO, como previamente constatado em nosso laboratério.

Por outro lado, houve alteragdes significativa dos erros do tipo 2 na dose
de 1,8 pug no experimento 2. Sendo assim, parte dos erros observados, pelo
menos nesta dose, podem ser atribuidos a disfungcbes na memoria de
referéncia ou mesmo em outras fungdes do CPF, promovendo a perseveracao
de erros por exemplo. Entretanto, deve-se ressaltar que o numero de erros do
tipo 1 nesta dose foi bem superior aos do tipo 2.

Estes dados replicaram exatamente a curva obtida anteriormente em
nosso laboratério, na qual as mesmas doses de SKF foram utilizadas. No
estudo prévio, ndo houve administragcado prévia ou posterior de qualquer outra
droga e os animais foram submetidos a intervalos de 5 segundos e 1 hora. Os
prejuizos foram observados somente nas curvas com retardos mais longos
(Valentim, 2003). Deste modo, os prejuizos obtidos com o SKF sdo bastante
consistentes.

No presente estudo, ndo foi feita uma dose menor que 0,56 pg.
Entretanto, em estudos anteriores realizados em nosso laboratério (Galvao,

2006; Silva de Melo et al., 2005) foi utilizada a dose de 0,18 pg e verificado que
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seus efeitos ndo sao diferentes do tratamento controle. Estes dados reforcam a
padrao em U, caracteristico da ativagao D1 no CPF.

Na literatura, ha diversos trabalhos que obtiveram resultados parecidos.
Zart et al. (1997) obteve um aumento significante no numero de erros em testes

de retardo alternado, utilizando um agonista total D1, o SKF81297, na dose de
0,1 ug infundido bilateralmente no CPF de ratos. Esse prejuizo foi revertido

com administracdes sistémicas de SCH na dose de 0,03 pg/kg. Porém, o uso
isolado deste antagonista, sistemicamente, nao produziu prejuizos, mantendo-
se semelhante ao tratamento controle. Isso demonstrou que, mesmo em
concentracdes suficientes para bloquear a agdo do agonista, o SCH sozinho
nao produziu alteragbes no desempenho dos animais.

Floresco et al. (2001), também obteve prejuizo com infusdes de SKF no
CPF de ratos. Utilizando o labirinto radial de 8 bragos e retardos de 30 min., os
animais tiveram um aumento significativo do numero de erros nas doses de 0,1
e 0,2 pg. Apesar de algumas diferengas metodoldgicas, como por exemplo o
periodo de retardo e as doses, eles obtiveram um prejuizo semelhante.

Estudo com primatas nao-humanos também demonstram resultados
semelhantes. Doses elevadas de SKF podem prejudicar a MO. Entretanto, a
area cortical envolvida com tais prejuizos € a regido dorsolateral do CPF, area
filogeneticamente relacionada ao CPFm de roedores (Goldman-Rakic, 2000).

Portanto, nossos resultados com o SKF sdo altamente consistentes e
condizentes com a vasta literatura da area. Os receptores D+ presentes no CPF
sdo inegavelmente essenciais para diversos aspectos funcionais desta regiao,

principalmente para a MO.

5.5.3.1) Aspectos funcionais dos receptores D; no CPF

A influéncia da ativacdo D; sobre a MO apresenta um aspecto em U
invertido. Em baixa ativagdo, simulada por altas doses de antagonistas,
verifica-se prejuizos em testes com animais ou humanos. A medida que estes
receptores se tornam mais ativos, o desempenho dos animais nos testes

melhoram de modo crescente, até que se atinja um nivel 6timo. Neste ponto,
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obtém-se os melhores desempenhos dos animais. Um aumento da ativagao D
a partir dai produz prejuizo progressivo (Goldman-Rakic et al., 2000).

Em condi¢cbes normais, o sistema mesocortical funciona em um nivel de
atividade um pouco abaixo deste ponto 6timo. Zahrt et al. (1997), sugere que o
uso de 0,0001 pg de SKF81297, bilateralmente infundido no CPF, poderia
promover um nivel supranormal de desempenho em ratos. Entretanto, um
aumento da dose sugerida poderia produzir um prejuizo progressivo (Zahrt et
al., 1997).

Um fato que chama a atencdo em nossos resultados foi verificado na
curva do SKF, na qual € demonstrada uma progressiva diminuigao do prejuizo
com o aumento da dose. Pode-se explicar este fato pelo agonismo parcial,
realizado pelo farmaco. Outros agonistas D; que realizam agonismo total
possuem um efeito diferente sobre a MO, através dos quais doses mais
elevadas prejudicam ainda mais o desempenho dos animais (Goldman-Rakic,
2000). Porém, quando se utiliza um agonista parcial, o aumento das doses
resulta em efeito inverso sobre o desempenho. Doses baixas potencializam o

efeito da DA, pois atua em receptores livres (como observado na doses de 0,56
e 1,8 ug). Entretanto, a medida que se aumentam as doses, a droga passa a
competir com a DA enddgena. Como sua poténcia € menor, produz uma
diminuicdo da resposta (observado na dose de 5,6 pg), pois reduz a ativagao

global de D, e, consequentemente, o efeito prejudicial observado.

5.5.4) Reversao dos Prejuizos do SKF pelo SCH

No presente estudo, os prejuizos tipicamente vistos nas doses de 0,56 e
1,8 uyg de SKF sobre a MO, foram revertidos pela administracdo prévia do
antagonista seletivo de receptores D; (SCH). Estes dados demonstram
definitivamente que os efeitos do SKF observados se devem a agéo exclusiva
em receptores Ds, refutando qualquer outra especulagao sobre o sitio de agao
deste farmaco. Além disso, por se tratar de um agonista parcial, pode-se
questionar se os prejuizos vistos s&o realmente de uma agao estimulatoria

sobre estes receptores. Logicamente, que a reversao realizada pelo SCH fecha
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a questao, comprovando que os prejuizos observados se devem a uma agao
como agonista em receptores dopaminérgicos do tipo D;.

Reversao semelhante foi realizado por Zart et al. (1997). Entretanto, ele
utilizou um agonista total (SKF81297) e a administragcao do SCH foi sistémica,
0 que pde em questionamento o local de agcdo do SCH para promover tal
reversdo. As administragdes aqui realizadas foram intracorticais e, assim,
comprovadamente promovidas no CPFm.

Em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério (Valentim,
2003), a administracdo de SCH nas doses de 0,01; 0,32; 1,0 e 3,2 ug infundido
diretamente no CPFm de ratos, ndo alterou o desempenho dos animais.
Portanto, os efeitos semelhantes ao controle da dose de 1,0 ug de SCH
sozinho, ja era esperado. Esta dose foi escolhida por ser intermediaria as
outras previamente testadas e, por isso, se necessario poderia ser utilizada
outras dosagens do SCH para uma melhor visualizagédo da curva. Porém isto

nao foi requerido, ja que os objetivos foram alcangados com a dose escolhida.

5.5.5) Efeitos das Interagoes entre SKF e MK

No presente estudo, a administragdo de MK nas doses de 0,32 uge 1,0
Mg reverteu os prejuizos da dose de 0,56 ug de SKF e atenuaram os déficits
promovidos pela dose de 1,8 ug do agonista D+. A maior dose de MK (3,2 ug)
nao alterou estes efeitos. Por outro lado, a dose de SKF que nao havia
promovido prejuizos (5,6 ug), ao se combinar com a dose de 1,0 yg de MK
aumentou significativamente o numero total de erros em relagdo ao controle.
Isto ndo foi observado nas suas interagcbes com a menor ou a maior dose do
MK, produzindo novamente uma curva em U.

E importante ressaltar que, ao se analisar isoladamente os erros do tipo
1, pode-se verificar uma atenuagao dos prejuizos produzidos pelas doses de
1,0 e 3,2 pg de MK, quando se administrou previamente a dose de 0,56 ug de
SKF. O mesmo nao foi observado com as demais doses deste agonista parcial
D.. Este fato reforga ainda mais a relagao entre os dois tipos de receptores na
modulagao da MO.

Na interagcdo SKF 5,6 pg seguida de MK 1,0 ug também foi observado

aumento significativo dos erros do tipo 2. Desta forma, os prejuizos obtidos
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neste tratamento podem ter sido em funcdo de alteracdes na memodria de
referéncia dos animais. Curiosamente, o0 aumento ou a diminuicdo da dose do
MK, interagindo com a mesma dose de SKF nao diferiu do tratamento controle,
0 que também caracteriza uma curva em U para este tipo de erro, associado a
memoria de referéncia.

Ao se analisar conjuntamente esses dados, pode-se concluir que os
efeitos prejudiciais da estimulacdo D sobre a MO, estao diretamente ligados a
um aumento funcional de receptores NMDA no CPF, ja que sua inibigao reverte
este efeito. Além disto, pode-se supor uma forte acdo sinérgica entre estes
receptores nesta area cortical. Diversos trabalhos demonstram, do ponto de
vista molecular ou eletrofisiolégico, esta estreita relagdo, porém na literatura
nao ha registros de trabalhos analisando do ponto de vista farmacoldgico a
interacao destes sistemas durante a realizacdo de testes que avaliam a MO.
Portanto, os resultados aqui obtidos sdo inéditos nesta abordagem e
corroboram com a vasta literatura existente sobre o assunto com outras

abordagens.

5.5.5.1) Aspectos funcionais da interagdo dos receptores D; e NMDA

Cepeda et al. (1993) foi o primeiro a demonstrar claramente que a
estimulagcdo de receptores D aumentava a excitagdo de neurdnios estriatais
tratados com NMDA. Demonstrou também que a estimulagdo D, promovia
efeitos opostos, porém menos intensos que os efeitos via receptores D+. Em
seguida, diversos autores corroboraram este estudo e, com a crescente busca
pelos mecanismos envolvidos, delineou-se os principais aspectos intracelulares
responsaveis por esta interacdo. Baseado no fato de que a principal via de
acéao intracelular dos receptores D1 ocorre pela estimulagao da adenilil ciclase,
buscou-se intensamente a correlacdo do aumento intracelular do AMPc e a
facilitagdo de receptores NMDA. Greengard (2001) demonstrou em neurdnios
estriatais o envolvimento da DARPP-32 e da PP-1 neste processo, dando forte
embasamento para a inter-relagcdo destes receptores. Posteriormente, ficou
evidente que estes mesmos mecanismos ocorriam também no cortex cerebral,

inclusive no CPFm (Castner e Willams, 2007).
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Paralelamente, outras evidéncias demonstravam que o aumento do
célcio intracelular também €& importante para esta interacdo. O bloqueio
farmacolégico de canais de calcio do tipo L impede a facilitagdo dos receptores
NMDA via estimulacao D, (Cepeda et al., 1999). Chen, Greengard e Yan (2004)
comprovaram que o calcio extracelular € importante para este efeito, mas que,
pelo menos em parte, a ativagcdo da proteina cinase C participava desta
modulagdo. Sendo assim, parece haver uma ativacdo da fosfolipase C por
estimulagao dos receptores D+.

Curiosamente, a estimulacdo de receptores NMDA também pode
aumentar funcionalmente os efeitos de D+ em neurdnios estriatais. Scott et al.
(2006), verificou que ao se aumentar a corrente de calcio dos receptores
NMDA, aumentava-se também a translocagao de receptores D4, aumentando
assim sua quantidade na membrana. Trabalhos posteriores (Scott et al., 2006)
sugeriram a formagdo de um complexo funcional entre os receptores D1 e 0s
receptores NMDA, o que reforca uma acédo sinérgica entre eles. Este
sinergismo parece essencial para processos cognitivos, tais como
aprendizagem e memoria (Caster e Willams, 2007).

Os resultados obtidos no presente estudo sio, portanto, embasados do
ponto de vista funcional pelos trabalhos citados acima. Pode-se supor que os
prejuizos obtidos nas doses de 0,56 e 1,8 ug ocorreram indiretamente por uma
exacerbacdo da corrente idnica dos receptores NMDA, de modo que o bloqueio
deste receptor pelo MK reverteu tais efeitos.

Em uma analise hipotética da curva obtida pela interagdao do SKF com o
MK pode-se verificar a coeréncia de nossos resultados com as evidéncias
obtidas nos estudos anteriormente citados. A dose de 0,56 ug promoveu um
aumento funcional dos receptores D; que por sua vez, através das vias
intracelulares discutidas anteriormente, aumentou a condutédncia dos
receptores NMDA corticais além do ponto 6timo, prejudicando assim a MO.
Com a infusdo de MK, os receptores NMDA ativos foram bloqueados, o que
restaurou a ativagdo do sistema, pelo menos nas doses de 0,32 e 1,0 ug. A
medida que se aumentou a dose de MK (3,2 pg) a inibicdo dos receptores
NMDA foi intensa, de modo que o sistema ficou abaixo do ponto basal,
produzindo prejuizos na mesma magnitude dos promovidos pelo SKF na dose

de 0,56 ug sozinha. Este ultimo efeito pode ser explicado pelo fato de que o
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agonismo D; aumenta o numero de receptores NMDA ativos, aumentando
assim os possiveis sitios de atuacdo do MK nesta dose, que s6 age em
receptores previamente ativados. Isto aumenta sua capacidade de antagonizar

mais receptores NMDA, do que quando administrado sozinho.

5.5.6) Efeitos da CZP na MO

No presente estudo, o uso das diferentes doses de CZP nao se diferiu
estatisticamente do tratamento controle, embora a dose de 3,2 pg tenha
aumentado o numero de erros dos animais. Nem mesmo ao se analisar
isoladamente os erros tipo 1 houve diferengas estatisticas. Também nao houve
alteragdo dos erros do tipo 2. Estes dados diferem de resultados obtidos
anteriormente em nosso laboratoério (Valentim, 2003), no qual o uso de CZP
prejudicou consistentemente nas doses de 1,0 e 3,2 yg o desempenho de
animais submetidos a testes no labirinto radial com retardos de 1 hora. Além
disso, a dose de 3,2 ug prejudicou a MO em testes com retardo de 5 segundos.

Addy e Levin (2002 e 2005), utilizando CZP administrada
sistemicamente, nas doses de 1,25 e 2,5 mg/kg encontraram prejuizos
significativos no desempenho de ratos no labirinto radial de 8 bragos. O
protocolo realizado nesse estudo difere do nosso em alguns aspectos, por
exemplo, ndo houve periodo de retardo e as administragcdes das drogas foram
sistémicas, o que pode explicar a diferenga nos resultados.

E provavel que os resultados contraditérios aqui obtidos com a CZP
tenham sido influenciados pela metodologia utilizada. E importante ressaltar
que o trabalho anteriormente realizado em nosso laboratério, utilizou-se da
infusdo de CZP sozinha e que os animais eram testados 5 minutos apds o
processo de infusdo. No presente estudo, 10 minutos apés a infusdo da CZP,
0s animais passaram por uma infusdo de sal e eram testados 5 minutos depois.
Desta forma, o tempo entre a administragdo da CZP e o inicio do teste foi trés
vezes maior. E bem verdade que nos testes com o SKF ndo se observou a
influéncia do aumento do intervalo entre as administracdes e o teste, entretanto
deve-se considerar que sao farmacos diferentes e podem sofrer diferentes
metabolizagdes no tecido neural, possuindo, ainda, diferentes

farmacodinamicas.
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Outro fato que diferencia os dois experimentos, € que o tratamento
controle dos dois trabalhos apresentam desempenhos bem diferentes. No
primeiro trabalho, os animais que receberam HCI tiveram médias de erros bem
abaixo dos animais que passaram pelo tratamento HCI seguido de salina do
presente estudo. Portanto, o elevado numero de erros em nosso tratamento

controle pode ter interferido nas analises estatisticas.

5.5.6.1) Aspectos funcionais da agdo da CZP no CPF

O exato mecanismo de acdo da CZP sobre a MO ¢é de dificil
determinacgao. Ela possui alta afinidade por inumeros receptores. Porém, pode-
se dizer que os receptores D, e D4 correspondem a sitios de acédo importantes
deste farmaco no SNC. Sua afinidade por D4 é pelo menos dez vezes maior do
que por D, (Xun Wang et al., 2002; Oak et al., 2000). Desta forma, € altamente

sugestiva uma participagdo D, em sua agao sobre a MO.

5.5.7) Efeitos da Interagao de CZP e de MK na MO

Ao se analisar o numero total de erros na curva que interagiu CZP e o
MK, o unico tratamento que diferiu do controle, sendo observado um prejuizo
do desempenho apos o retardo de 1 h, foi aquele que utilizou a dose de 3,2 ug
de CZP seguida de 1,0 yg de MK. Curiosamente, na menor (0,32 yg) e na
maior (3,2 pg) dose de MK quando administrados posteriormente a mesma
dose de CZP, nao foram detectadas diferencas estatisticamente significantes.
Novamente, uma curva em U invertido pode ser observada, sugerindo uma
acao sinérgica destas drogas nos prejuizos em questdo, pelo menos nestas
doses.

Analisando-se somente os erros tipo 1, além de se observar o mesmo
efeito do tratamento citado acima, verificou-se que o tratamento com CZP na
dose de 0,32 pg seguido de MK 1,0 melhorou o desempenho dos animais em
relacdo ao controle e ao tratamento com HCI seguido de MK 1,0 ug. Estes
dados corroboram com a agao sinérgica das duas drogas, porém em um

sentido oposto.
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Marcus et al. (2005) verificou que o uso de Clozapina sistemicamente
administrada reverteu os prejuizos promovidos pela administragdo de MK,
também sistemicamente, em ratos testados no labirinto radial. Além disso,
Addy e Levin (2005) verificou que a CZP é efetiva em aliviar prejuizos na MO
gerados por lesdes septo-hipocampais em ratos adultos. Clinicamente,
diversos autores descrevem melhoras na cognigéo, principalmente na MO, em
pacientes esquizofrénicos. Desta forma, ha dados na literatura que embasam
uma melhora no desempenho ao se interagir estes dois farmacos (Marcus et
al., 2005).

Em uma analise global, a CZP parece prejudicar a MO em animais
normais. Entretanto, em situagbes nas quais ha um prejuizo ja instalado, este
antipsicotico parece melhorar o desempenho, revertendo os prejuizos. Este
efeito benéfico foi observado também em modelos experimentais que avaliam
aspectos atencionais em ratos (Baviera et al., 2008). Além disso, outros
antipsicoticos atipicos, tais como a lurasidona e olanzapina, tem efeitos
semelhantes na cognicdo (Enomoto et al., 2008), o que ndo acontece com os
antipsicoticos tipicos (Dunn e Killcross, 2006).

Murphy et al. (1997), verificou os efeitos da CZP nos prejuizos da MO
promovidos pelo uso de um agonista parcial de receptores GABAA (FG7142).
Curiosamente, foi verificado que este antipsicotico reverteu os prejuizos
somente em pequenas doses. Quando os animais eram tratados com doses
maiores, foi verificado prejuizo ainda maior no desempenho. Este efeito
bifasico da CZP pode ter sido observado em nosso trabalho, porém interagindo

com o MK.

5.56.7.1) Aspectos funcionais da modulagéo dos receptores NMDA pela CZP

Wang et al. (2003) demonstrou que a administragao do agonista seletivo
de receptores D,, PD168077, diminuiu a corrente idnica mediada por
receptores NMDA em neurénios do CPFm in vitro. Além disso, foi demonstrado
também que este efeito depende da inibi¢do tanto da PKA, quanto da proteina
cinase dependente de calcio-calmudolina Il (CaMKII). Desta forma, a agao dos
receptores D, promove efeitos opostos a estimulacdo D¢ sobre os receptores

NMDA. Segundo o autor, este parece ser um mecanismo cortical importante no
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controle do grau de ativagdo glutamatérgica no CPFm e pode participar da
manutencdo normal do fluxo de informagdes manipuladas pelas funcdes
executivas. Um desequilibrio deste sistema poderia levar a disfungdes
cognitivas e, ainda, sintomas tipicos da esquizofrenia.

Em um trabalho publicado em 2006, Wang demonstrou que esta
regulagdo D4 sobre os receptores NMDA ndo acontece adequadamente com
uso de PCP em ratos. Aparentemente isto acontece por uma maior liberagao
de DA no CPF. O tratamento com CZP restaura esta capacidade regulatéria. O
autor sugere que na esquizofrenia ha uma disfungdo basal dos receptores
NMDA semelhante a simulada em seus experimentos. Consequentemente, ha
uma hiperdopaminergia no CPF, o que sabidamente relaciona-se com sintomas
positivos da esquizofrenia. Possivelmente, os antipsicéticos atipicos, tal como a
CZP podem aliviar esta disfungdo por antagonizar receptores dopaminérgicos
do tipo D4, restaurando o sistema.

Obviamente, nossos resultados ndo nos permitem construir qualquer
modelo tedrico para a interagcdo entre a CZP e o MK. Entretanto, chama a
atencdo que a dose de 0,32 pg de CZP seguida de 1,0 yg de MK tenha
melhorado o desempenho dos animais e que o aumento da dose da CZP
interagindo com esta mesma dose de MK tenha promovido prejuizos. E
provavel que esta regulacao D. sobre os receptores NMDA esteja envolvida em

nossos resultados.

5.6) Papel do sistema mesocorticolimbico nas fun¢gées do CPF:

novas perspectivas e abordagens

A importancia do CPF nas fung¢des executivas € bem evidente. Embora
muitos dos aspectos funcionais desta area cortical ainda sejam desconhecidos
ou mesmo controversos, muitos estudos recentes tem dado suporte a uma
melhor compreensao de seu papel na manipulagdo de informacgdes utilizadas
para guiar o comportamento organizado e coerente de mamiferos. Cada vez
mais, o sistema mesocorticolimbico insere-se neste aspecto, mostrando-se
bastante complexo e multifuncional (Phillips et al., 2007). Estas multiplas

funcdes se devem as varias sub-regides do CPF inervadas pelas fibras
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dopaminérgicas provenientes da ATV e, ainda, a diferentes agdes da DA em
uma mesma regido. Por exemplo, por alteragbes fasicas em sua liberagéo ou
mesmo pelo tipo de receptor ativado (Castner e Willams, 2007; Phillips et al.,
2007).

5.6.1) Circuitaria neuronal do CPF relacionada as interagdes

dopaminérgicas e glutamatérgicas no controle das fungoes pré-frontais

Nos neurénios piramidais do CPF, sdo encontradas altas densidades de
receptores dopaminérgicos. O tipo D+ encontra-se distribuido nos dentritos e no
soma, espalhando-se desta forma por todas as camadas corticais. Atualmente,
tem-se evidenciado que os receptores D, possuem uma importante distribuicao
extra-sinaptica (Castner e Willams, 2007). Ja, os receptores D, e D4 possuem
uma distribuicdo mais restrita ao corpo celular, restringindo-se assim na
camada V (Goldman-Rakic, 2000). Os receptores NMDA e AMPA sao mais
densamente observados nas regides dendriticas dos neurdnios piramidais,
porém também podem ser encontrados em densidades elevadas no soma. Os
terminais dopaminérgicos e glutamatérgicos estdo em sua maioria co-
localizados neste tipo celular (Goldman-Rakic et al., 1989, 2000).

Nos interneurdnios gabaérgicos também sao encontrados essa mesma
interacdo, porém em menor quantidade. Ocorre principalmente no soma, onde
€ observada, uma grande populagdo de receptores dopaminérgicos,
principalmente do tipo Dy (Goldman-Rakic, 2000; Tzschentke, 2000).

Segundo Goldman-Rakic (2000) ha um circuito neuronal basico
envolvido no funcionamento do CPF. Nestes circuitos, envolvem-se os
neurdnios piramidais da camada V do cortex que respondem por boa parte das
eferéncias corticais e projetam-se para diversas areas do SNC. Estes
neurénios sdao modulados pelas diversas aferéncias que atingem esta area
cortical e, ainda, pelos interneurdnios gabaérgicos. O grau de ativagado dos
neurdnios piramidais seria essencial para as funcdes corticais, pois podem
tanto recrutar a ativacao de circuitos reverberartivos em diversas outras areas
corticais, como também ativar vias hipocampais relacionadas a memdrias
consolidadas. Além disso, podem controlar a atividade de diversas regides sub-

corticais, inclusive da ATV, controlando assim seu préprio efluxo

130



dopaminérgico. Segundo a autora, existe um ponto 6timo de ativacdo destes
neurdnios, abaixo ou acima do qual, ha uma menor eficiéncia das funcdes
corticais, mais especificamente da MO. Foi sugerido que o sistema
dopaminérgico, especialmente via D4, e o sistema glutamatérgico atuariam
conjuntamente para influenciar o funcionamento destes neurdnios e, assim
controlariam as fungdes do CPF.

Este modelo foi de extrema importancia como ponto de partida para se
investigar as fungdes do CPF. Experimentos mais recentes acrescentaram
diversos elementos a este modelo, demonstrando que a fisiologia da MO é bem
mais complexa, do que inicialmente proposta por Goldman-Rakic (2000). Além
disso, novas diretrizes conduzem para modelos diferentes que incluem outros
receptores dopaminérgicos em um contexto mais ativo durante o processo da
MO. Até mesmo os receptores D1 parecem ser muito mais complexos e cheios
de nuances, do que inicialmente pensado (Castner e Willams, 2007; Phillip et
al., 2007; Seamans e Yang, 2004).

5.6.2) Aspectos funcionais da via mesocortical durante a execucao de

tarefas

Phillips et al. (2004), realizando microdialise in vivo, verificou que as
concentracdes extracelulares de DA no CPFm alteram-se nas diferentes fases
do teste no labirinto radial de oito bracos. Seu protocolo experimental foi bem
parecido com 0 nosso, no qual os animais eram treinados para realizar uma
“sessdo treino” (equivalente ao pré-retardo) seguido de um retardo de 30
minutos, com uma posterior “sessao teste” (equivalente ao pds-retardo). Foi
constatado que a liberagdo de DA aumentou 79% durante a sessao teste e
permaneceu elevada nos cinco minutos iniciais do retardo, restaurando a linha
de base apos vinte e cinco minutos do inicio do retardo. Ao retornar ao labirinto
na sessao teste, o efluxo de DA voltou a subir, atingindo uma concentragao
extracelular 87% maior do que o valor basal. Finalizado o teste, a concentragao
deste neurotransmissor voltou ao normal novamente apos cinco minutos. Estes
dados sugerem que o sistema mesocortical participa mais efetivamente da

aquisicao, retencao e utilizacdo das informacdes referentes ao teste.
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Algumas questbes podem ser levantadas em relagdo a esse
experimento. Por exemplo, a liberacdo de DA poderia ter ocorrido pelo
reforcamento em si, estando relacionado aos aspectos hedbnicos e ndo a
funcao cognitiva. Entretanto, o autor demonstrou em outro experimento que a
liberagdo dopaminérgica ocorre mesmo na auséncia de reforgo, ou seja,
guando os animais eram submetidos a sessdes sem a presenca do alimento.
Por outro lado, a liberagdo de DA poderia ter ocorrido simplesmente pela
execucao em si da tarefa. Porém, foi verificado que o aumento do periodo de
retardo associava-se a uma menor liberacdo de DA na sessao teste, de modo
que apos um retardo de seis horas ndo havia aumento na liberagdo de DA
significativamente. Além disso, houve uma associagao correspondente com
déficits no desempenho dos animais. Desta forma, a acdo dopaminérgica
parece estar envolvida realmente com os aspectos cognitivos do teste (Phillips
et al., 2004).

No mesmo trabalho, Phillips et al. demonstrou que a infusdo de SKF
81297 no CPF apds o retardo de seis horas aliviou parcialmente estes
prejuizos, demonstrando que a representagdo neural da informagdo ainda
estava, pelo menos em parte, preservada. Assim, a menor liberagdo de DA nao
esta associada a perda das informacdes referentes ao teste, indicando que o
CPF ndo necessita de um aumento funcional sustentado do sistema
mesocortical para manter a informag¢ao em si, porém mostra-se extremamente
importante para sua manipulagdo. Além disso, a DA interfere na aquisigdo da
informacéo, pois o bloqueio farmacolégico de receptores D4 ou impedimento da
liberagdo dopaminérgica, antes da fase de treinamento, prejudica a aquisicao

da informagéo e o desempenho de animais (Phillips et al., 2007).

5.6.3) Manutengao da informagao “on line”: novas diretrizes

Muitos autores sustentam que a MO corresponderia apenas a
manutengdo da informagdo por segundos, no maximo poucos minutos. Esta
hipétese ganhou forga com os trabalhos eletrofisiolégicos realizados no CPF,
que demonstraram que os neurdnios corticais se tornam mais ativos, durante o
periodo de retardo, porém este aumento s6 se mantém por segundos ou

minutos (Fuster, 1991). Visto que estes neurbnios sdo considerados o sitio
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anatdémico da MO, alega-se que o CPF n&o é capaz de manter a informacéo
por um tempo maior. Assim, qualquer informacio utilizada apds esse curto
periodo deve ser considerada como fungao de outras areas cerebrais, como
por exemplo, o hipocampo. Segundo estes autores, o CPF apenas realiza a
evocacao da informacdo sem qualquer papel na manutengcdo das mesmas
(Izquerdo, 2000). Entretanto, outra analise pode emergir deste mesmo
processo.

A participagdo do hipocampo na formagdo de memoérias €
inquestionavel, seja no processo de consolidagdo ou mesmo na manutengao
da informagdo. Em poucos minutos apds a fase de aquisi¢do, o hipocampo
promove a LTP que, sabidamente, facilita vias neurais nas proprias areas
hipocampais. Esta facilitacédo inicia-se com estimulos tetanicos e pode manter-
se por curtos periodos (poucos minutos ou horas) pelas etapas iniciais (LTP
precoce) ou serem sustentadas por longos periodos (dias, meses ou anos) por
processos posteriores (LTP tardia). Sem duvida estes processos constituem a
base da consolidagao e manutencdo de memoarias (lzquierdo, 2000).

Entretanto, conforme exposto anteriormente, a LTP ndo é restrita as
areas hipocampais. Ela é encontrada nas mais diversas areas, inclusive no
CPF, no qual o papel da LTP ainda é questao controversa. Entretanto parece
envolver-se com a MO e outras fungdes, pois a facilitagdo gerada por este
processo pode explicar a sustentacdo da informacdo pelo proprio CPF
independente dos disparos neuronais iniciais, vistos somente nos primeiros
segundos apds a fase de aquisicdo. Na verdade, este aumento funcional dos
neurdénios pode funcionar com os estimulos tetanicos para o desenvolvimento
da LTP em diversas areas, tais como no hipocampo ou até mesmo no proprio
CPF por circuitos reverberativos (Castner e Willams, 2007; Seamans e Yang,
2004). Portanto, pode-se sugerir que a manutencao das informagdes realizadas
pelo CPF ocorre em seus proprios neurénios por alteragdes bioquimicas tipicas
da LTP, o que exclui a necessidade da manutencdo dos disparos dos
neurénios corticais.

A LTP no CPF ocorre especialmente em neurdnios piramidais que se
projetam para as mais diversas areas do SNC, inclusive para o hipocampo.
Essas projecbes sdo reciprocas e aparentemente € a base anatbmica da

conexdo funcional entre estas duas estruturas. Assim, a facilitacdo destes
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neurénios pela LTP pode levar a conexdo funcional de informacdes ja
consolidadas pelo hipocampo com outras mantidas pelo proprio CPF em seus
circuitos locais, integrando as diversas informagdes a um contexto mais global.
Pelo exposto acima, o CPF possui bases fisioldgicas para sustentar
informacdes e, assim, manipula-las quando necessario. Este processo € uma
das bases funcionais da MO. Este fato elimina o limite temporal das fun¢des do
CPF sugeridas por alguns autores e, ainda, coloca em questdo o aspecto
funcional das informagdes. Desta forma, pode-se supor que o CPF armazena
um dos aspectos mais importante das informagdes: seu contexto operacional e
comportamental momento a momento. Fato sustentado pelas observagdes das
lesdes frontais, cujos principais déficits se relacionam com estes aspectos da

cognicao.

5.6.4) Papel da interacao funcional dos receptores dopaminérgicos e

NMDA na facilitagao e LTP dos circuitos locais do CPF

A estimulacdo dos receptores Ds pode aumentar funcionalmente os
receptores NMDA ou mesmo as sinapses glutamatérgicas, como visto
anteriormente. Através da ativagdo das vias metabdlicas que envolvem as
PKAs e PKCs, aumenta-se o grau de fosforilagdo dos receptores
glutamatérgicos, o que intensifica suas condutancias. Além disso, estas
mesmas vias metabdlicas podem recrutar novos receptores internalizados em
vesiculas. Todos esses eventos levam a um aumento funcional das sinapses
glutamatérgica, influenciando deste modo eventos como a LTP (Castner e
Willams, 2007; Seamans e Yang, 2004).

Por outro lado, a estimulagdo de receptores D por si s6 parece
desencadear eventos importantes de facilitagdo neuronal independentes do
GLU. Sua ativacado diminui o efluxo de K* pelo fechamento de canais vazantes
e, ainda, aumenta a condutancia de canais de calcio do tipo L. Além disso,
parece aumenta a condutdncia de canais de Na* vazante. Entretanto, estas
acdes sozinhas aparentemente n&o s&o robustas, mas podem ser exacerbadas
pela ativacao paralela de receptores NMDA. Desta forma, a agdo modulatoria
entre estes receptores € bidirecional, o que caracteriza um forte sinergismo

que, alias, € também verificado em outras regides cerebrais, tais como no
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estriado e nucleo accumbens (Castner e Willams, 2007; Seamans e Yang,
2004).

Os receptores dopaminérgicos D; e D, influenciam a excitagao neuronal
promovida pelo GLU e os processos de LTP de modo oposto a estimulagao D-.
Este fato €& condizente com o0s mecanismos celulares de acdo destes
receptores, ja que inibem a adenilil ciclase e, desta forma, diminuem a agéo de
PKAs. Possuem ainda mecanismos paralelos de inibicao neuronal, tal como o
aumento da conduténcia de canais de potassio. Entretanto, as ativagdes destes
receptores ndo necessariamente inibem as células piramidais, pois, devido a
seus padrdes de distribuicdo pelas células do CPF, suas ativagdes podem levar
a um controle dos circuitos cerebrais de modo complexo. Sendo assim, pode-
se sugerir uma funcao diferente (mas nao necessariamente oposta) para esses
receptores, em relacdo aos receptores do tipo D+. Este fato pode explicar por
que a manipulagdo farmacoldgica de receptores da familia D, ndo promovem
alteragdes da MO na mesma magnitude que os receptores da familia D
(Laruelle et al., 2005).

Além disso, os proéprios receptores D4 parecem apresentar uma acgao
bifasica na regulacdo dos receptores NMDA. Em doses baixas a moderada,
agonistas D; promovem aumento da corrente destes receptores. Por outro
lado, o aumento da dose deste mesmo agonista atenua a condutancia do
canal. Este efeito € pouco compreendido, porém pode envolver uma inibicao
pré-sinaptica na liberacdo do GLU que s6 ocorre com altos niveis de
estimulacédo D,. De qualquer forma, sua estimulagdo exacerbada pode atenuar
a transmissdo glutamatérgica, funcionando como um “ajustador” do sistema
(Seamans e Yang, 2004).

Outro aspecto importante, € que a acdo da DA nos neurdnios corticais
parece depender do estado prévio de excitagcdo neuronal. Quando estes
neurdnios estdo em um estado elevado de ativagao, os efeitos da estimulagao
D1 sdo claramente excitatorios, porém caso este mesmo neurdnio esteja em
baixo estado de ativacdo, as agdes de D, sdo opostas. Sendo assim, a acao
dopaminérgica ndo depende s6 de si, mas também do estado funcional dos
neurdnios corticais, que sao, por sua vez, modulados por varios outros
sistemas de neurotransmissores (glutamatérgico, gabaérgico, noradrenérgico,

serotoninérgico, etc.) (Seamans e Yang, 2004).
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As agbes da DA sobre os interneurbnios gabaérgicos também s&o de
extrema importancia para a circuitaria local. Os receptores Di promovem
ativacado destes neurdnios, sobretudo os interneurénios de disparos rapidos
que inibem as células piramidais perissomaticamente. Por sua vez, a
estimulagdo D, promove efeito oposto. Além disso, o controle da DA sobre esta
inibicdo gabaérgica local também acontece diretamente nos proprios neurénios
piramidais, nos quais a estimulacdo D; aumenta a condutancia dos receptores
GABAa. A ativacao da familia D,, novamente, promove o oposto. Este efeito
tem se mostrado bastante robusto no controle da agdo gabaérgica no CPF
(Gonchar e Burkhalter, 2003).

5.6.5) A informagao codificada pelo sistema mesocortical

Segundo Schultz (1997), um dos papéis mais relevantes do sistema
mesocortical envolve-se com a predigao de erros. Toda vez que um reforgo é
dado a um animal em situagcdes néo previsiveis, ha uma aumento funcional
desta via, liberando DA nos neurénios do CPF e do nucleo accumbens.
Segundo o autor, esta ativagao codifica as informacdes relacionadas a eventos
imediatamente prévios e posteriores ao reforco como sendo benéficos. Desta
forma, a DA liberada promoveria alteragdes na circuitaria local, a fim de manter
as referidas informacdes facilitadas ou reforcadas. Na literatura, esta bem
demonstrado que a predicdo de erros tem uma estreita relagdo com aspectos
cognitivos e aditivos.

Entretanto, as caracteristicas dos neurbnios dopaminérgicos
mesocorticais e da propria DA nao sdo completamente compativeis com este
modelo. Garris et al. (1994), verificou que a estimulacdo da ATV promove um
aumento das concentra¢gdes dopaminérgicas no CPF de forma crescente, a
medida que se aumenta estimulagcdo, podendo alcancgar valores varias vezes
maior do que o estado basal. Porém, este aumento ocorre de forma
relativamente lenta. Além disso, o tempo de permanéncia da DA no CPF é
elevado, aparentemente devido a um baixo numero de recaptadores e, ainda,

baixo numero de autorreceptores (pois néo limitam a liberagdo). Sendo assim,
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a DA pode se difundir e agir em receptores fora das sinapses, 0 que esta
condizente com a grande quantidade de receptores D: extra-sinapticos. Em
outras palavras, a cinética do sistema mesocortical é incompativel com as
alteragdes rapidas requeridas para modular informacdes que se alteram em
grande velocidade.

Seamans e Yang (2004) propuseram um modelo funcional para o CPF
baseado em estudos eletrofisioldgicos e farmacoldgicos recentes. Este modelo
baseia-se no estado funcional dos neurdnios piramidais do CPF que podem
apresentar-se em: baixo estado de excitacdo (chamado de estado 1) ou alto
estado de excitagdo (chamado de estado 2). Segundo os autores, as duas
situagcdes ocorrem normalmente nas fungées do CPF, porém envolvem-se com
aspectos diferentes destas mesmas fungdes.

Quando os neurbnios estdo no estado 2, ha uma fortalecimento das
representacdes neurais. Deste modo, acredita-se que este estado favoreca a
manutencdo das informagdes representadas nos neurénios do CPF, sendo
essencial para o inicio da MO e sua estabilizacdo. Além disso, relaciona-se
com o foco atencional, sabidamente importante para a execucado de tarefas,
pois neste estado o CPF estaria menos sujeito as possiveis interferéncias. O
estado 1, por outro lado, pode ser essencial para a alteragao das informagdes
manipuladas pelo CPF. Neste estado, os circuitos neurais anteriormente
fortalecidos seriam mais facilmente desfeitos, abrindo a possibilidade de novas
representacdes corticais. Pode ser importante também para a alteragao do foco
atencional (Seamans e Yang, 2007).

O GLU é neurotransmissor essencial para determinar o estado funcional
dos neurdnios corticais. Uma maior liberagdo de GLU tenderia a levar os
neurdnios para o estado 2. Suas agdes sdo mais rapidas, ocorrendo em
poucos milissegundos e, ainda, € metabolizado intensamente no CPF. Desta
forma, enquadra-se no perfil fasico necessario para rapidamente alterar os
diferentes estados funcionais. Boa parte das aferéncias para o CPF sao
glutamatérgicas e todas elas atuam em conjunto para influenciar este sistema
(Seamans e Yang, 2007).

Ha fortes evidéncias de que o GLU seja liberado por fibras provenientes
da ATV e que a ativacao destas promoveriam uma rapida alteragao funcional

dos neurdnios corticais, de modo a torna-los mais facilitados. Estas fibras, que
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sdao mielinicas, liberam o GLU no CPF transitoriamente. Aparentemente, sao
estas as fibras que trazem, pelo menos em parte, as informacgdes de predicao
de erros e estdo envolvidas com a informagdo a respeito do contexto
comportamental e motivacional das informacdes representadas pelo CPF. Por
exemplo, se o animal recebe um reforco ndo esperado, a ATV é ativada,
levando os neurdnios para o estado 2 pela rapida liberacdo de GLU. Isto
fortalece a circuitaria cortical ativada imediatamente antes e depois, que
obviamente contém informagdes que podem servir de pistas para uma
recompensa futura (Seamans e Yang, 2007).

Somente alguns milissegundos depois, a DA é libera de modo mais
efetiva no CPF. Além disso, os efeitos dopaminérgicos ainda podem levar mais
alguns milissegundos para se efetivarem via seus receptores. Ao fim do
estimulo reforgador, os niveis de DA no CPF podem permanecer elevados por
varios minutos, decaindo lentamente. Este comportamento sugere uma agéo
neuromodulatéria da DA, influenciando as fungées do CPF em uma escala de
tempo maior que o GLU (Seamans e Yang, 2007).

De acordo com Castner e Willams (2007), alguns neurdnios corticais do
CPF apresentam sincronismo no disparo quando estdo ativos. Foram
detectados sincronismos entre neurdnios piramidais, com outros do mesmo tipo
e, ainda com interneurdnios gabaérgicos. Estes disparos sincrénicos né&o
parecem ser casuais e, por isso, deve haver um sistema que os sincronizem.
Este mecanismo pode ser essencial na interacdo temporal de diferentes
informagdes. Os interneurbnios gabaérgicos que s&o disparados
sincronicamente parecem exercer uma papel importante na inibicao lateral de
outros neurdnios piramidais que ndo estdo sincronicamente ativados. Desta
forma, a representagdo espacial e topografica dentro do CPF é otimizada,
impedindo possiveis interferéncias.

Um aspecto interessante neste modelo € que as varias aferéncias
glutamatérgica que atingem o CPF podem influenciar o estado funcional dos
neurdnios corticais. Sendo assim, informacdes provenientes de areas como o
hipocampo, corpo amigdaldide e nucleo accumbens podem afetar este sistema.
Isto faz do CPF um verdadeiro palco de convergéncias dos diversos aspectos
das informacdes processadas, sendo que a atividade desta area cortical

depende do somatdrio destas agdes. O sistema mesocortical através da DA
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tem um papel importante em manter o estado responsivo dos neurdnios. Suas
variagcbes fasicas desencadeada, por exemplo, pelo estresse agudo ou pela
predicdo de erros aumentam a responsividade neuronal do CPF em situagdes
nas quais as fungdes executivas sao mais requeridas. Por outro lado, o
excesso ou a baixa liberacdo de DA no CPF podem levar este sistema a uma
disfungdo, tal como supostamente acontece em algumas doengas. Nestas
situacdes poderia aparecer estados 1 ou 2 extremos nos neurdnios do CPF,
dificultando a manipulagéo de informagdes (Phillips et al., 2007). As figuras 34

e 35 resumem este modelo.
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Estado 1 |

Neurdnio Piramidal

Estado1
"portio aberto”
Multiplasrepresentagdes neurais

Representagdes Sensoriais e
mnemaonicas

* Menor Liberagdo de GLU
* Maior ativacdo de D,

* “Portdo aberto”: Acesso facil a
estocagem da memoria operacional

* Multiplas representacdes neurais,
porém instaveis;

* Exacerbacdo deste estado:
interferéncias de estimulos diversos
(déficit atencional);

Interneurdnio

Estado 2

"portio fechado”
Representacdo Neural dominante

Representagdes Sensoriais e
mnemanicas

Estado 2

* Maior Liberagdo de GLU
* Maior ativagdo de D,

* “Portdo fechado”: inicio e
estabilizagdo de poucas representactes

= Multiplas poucas neurais, porém
estaveis;

* Exacerbacdo deste estado:
interferéncias de estimulos nas fungdes
frontais (pensamentos e agdes
estereotipadas e obsessivas);

Figura 34- llustragao e caracteristicas do modelo proposto por Seamans e Yang (2004). Em A,
0s mecanismos de agdo dos receptores D1 e D, nos neurdnios piramidais e interneurénios do
cortex pré-frontal. Em B, um esquema representando as representagdes neurais nos estados 1 e
2. Em C, as principais caracteristicas do estado 1. Em D, as principais caracteristicas do estado 2

(extraido e modificado de Semans e Yang, 2004).
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¥v' Aumento da excitabilidade
neuronal;

v Aumento da LTP local;
Fortalecimento da circuitaria

GLU

ncional

Concentracao Extracelular

J Tempo (ms)

Amento da
responsividade
neuronal

N. Accumbens E

Funcdes da via mesocortical

Memaria operacional

Predicdo de erros;

Aprendizagem e memoria de longa
duracdo;

I o Atencdo; .
Respostas Comportamentais;

Hipocampo

C.Amigdaloide

Areas Sensoriais

Figura 35- llustragdo do controle do estado funcional do CPF por diversas regiées do SNC,
envolvendo o sistema mesocortical. Em A, esta ilustrada a menor ativagdo funcional do CPF
(azul) em condigbes basais. Em B, representa-se o aumento funcional promovido por projegdes
glutamatérgicas provenientes de diversas regides do SNC. Notar que o aumento na ativagao
glutamatérgica é transitéria e fugaz, porém é importante para promover o “up state”, ou seja” o
aumento da excitabilidade dos neurénios corticais. Em C, ilustra-se 0 aumento na liberagao de
DA no CPF que ocorre logo apds os estimulos glutamatérgicas. Destaque para maior duragéo da
acdo dopaminérgica que aumenta a responsividade neuronal no CPF por tempo mais
prolongado. Neste momento, ha maior integragao e fortalecimento dos circuitos frontais. Em D,
mostra-se que diversas areas podem estimular paralelamente a ATV e, portanto, podem controlar
a liberacdo de DA no CPF. Em E, cita-se algumas fungbes relacionadas a ativagdo da via
mesocortical (llustragdo baseada nas propostas de Phillip et al., 2007; Seaman e Yang, 2004).
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5.6.6) Aplicagao das novas diretrizes da MO e a execucao de testes com

retardos

O desempenho adequado de funcbes executivas nao depende
exatamente de um estado especifico de excitacdo do CPF. Na verdade, a
capacidade em alterar rapidamente os neurdnios corticais bidirecionalmente
entre os estados 1 e 2 parece ser essencial nas execugdes de tarefas. Esta
variacao depende de varios fatores, dentre eles as informacgdes sensoriais que
trazem informacdes do ambiente e, ainda, das informacdes motoras a respeito
do andamento da execugdo da tarefa. A atividade dopaminérgica é
determinante na habilidade funcional deste sistema cortical (Phillips et al.,
2007). Este modelo responde a varias questdes observadas em testes que
avaliam fungbes executivas. Pode, inclusive, ajudar a uma melhor
compreensaol de nossos resultados.

Como foi visto, a aplicacdo do SKF nas doses de 0,56 e 1,8 ug
prejudicou a MO dos animais. Baseado no modelo anteriormente mencionado,
pode-se supor que a ativagao de receptores dopaminérgicos do tipo D tenha
levado os neurbnios corticais para um estado 2 exacerbado. Visto que a
aplicagao do agonista D4 ocorreu antes do teste, durante a execugao da tarefa
em si 0os neurdnios pré-frontais ja estavam resistentes a novas representacoes.
Possivelmente, este fato tenha dificultado a formagado de uma representacao
neural das informagdes relacionadas aos bragos visitados. Esta argumentacao
é reforcada quando se considera que a dose de 1,8 ug promoveu um maior
numero de erros do tipo 2 no segundo experimento que, segundo Seamans e
Yang (2007), estdo relacionados a um estado 2 extremo dos neurdnios,
situacdo na qual pode-se observar respostas perseverativas. Na dose de 0,56
Mg, embora tenha produzido prejuizos consideraveis, a ativagao do sistema
pode nao ter sido suficiente para aumentar comportamentos perseverativos e,
deste modo, somente prejudicou a MO, refletido no aumento consideravel dos
erros do tipo 1.

Por outro lado, a administracdo posterior de MK reverteu tais prejuizos.
Pode-se supor que sua utilizagdo diminuiu a ativacdo dos receptores NMDA,
levando o sistema para um nivel adequado de ativacdo, pelo menos nas

menores doses. Interessante lembrar que sua maior dose nao reverteu os
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prejuizos das doses de 0,56 e 1,8 pg, promovendo um aumento dos erros do
tipo 1, aqueles associados a MO. Provavelmente, o estado 2 supostamente
exacerbado pelo SKF tenha sido mantido. Por outro lado, a dose de 5,6 ug que
sozinha nao produz prejuizos, ao interagir com MK na dose de 1,0 ug
aumentou o numero de erros do tipo 1 e 2. Novamente, pode ter sido
observado um estado 2 exacerbado. Sua interacdo com outras doses nao
promoveu prejuizos.

A CZP nao promoveu prejuizos significativos no presente estudo.
Entretanto, estudos anteriores (Valentim, 2003) verificaram tais efeitos.
Acredita-se que o sitio de agdo da CZP na modulagdo da MO sejam os
receptores da familia D, cujas ativagbes levariam a um estado 1, o que
prejudicaria a MO. Seu bloqueio, entretanto, pode promover uma tendéncia ao
estado oposto.

Deve-se lembrar que somente em maiores concentragdes a DA atua em
receptores do tipo D,. Desta forma, seu bloqueio sozinho pode nao influenciar o
desempenho dos animais em testes para MO, pois em condigcbes normais a
ativacao D, ndo parece ser um mecanismo importante utilizado pelo CPF para
modular a representacdo neural das informagdes. Este argumento pode
explicar os resultados de diversos trabalhos, nos quais ndo se observaram
prejuizos com a utilizagdo de agonistas ou antagonistas D,. Por outro lado,
testes que avaliam a atencdo mais seletivamente, parecem sofrer influencias
destes receptores. No homem, o uso de bromocriptina melhora o desempenho
de individuos submetidos a testes de atencao seletiva. Da mesma forma,
alguns estudos demonstraram que antagonistas D, prejudicam o desempenho
atencional em animais. Estes fatos sugerem que tais receptores podem se
envolver com a inibigcdo de estimulos distrativos, diminuindo a interferéncia de

informacdes irrelevantes para a tarefa (Yang et al., 2005).
5.7) Relevancia dos Resultados Obtidos

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com diversos
outros na literatura, sobretudo os dados relacionados com os receptores D1. Ha

uma vasta literatura descrevendo o uso de agonistas e antagonistas
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dopaminérgicos administrados sistemicamente ou IC. A relacdo de D; e dos
receptores NMDA tem sido constantemente comprovada em estudos
eletrofisiolégicos, porém nao ha na literatura uma comprovagao funcional, ja
que nao se encontram estudos que tenham investigado a interagao
farmacologica de receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos durante a
execucao de tarefas. Desta forma, nosso estudo complementa de modo

importante este tema.

5.7.1) Relevancias Clinicas

Prejuizos na MO podem ser observados em diversas desordens
neuropsiquiatricas, bem como ao longo do envelhecimento. Muitas vezes sao
consequéncias de alteragdes diretas no sistema dopaminérgico mesocortical,
porém podem envolver também outros sistemas de neurotransmissores. O
aumento ou a diminuicdo do numero de receptores, as alteracbes nas
atividades das vias dopaminérgicas ou a deterioracdo de neurdnios
mesocorticais podem estar relacionadas a fisiopatologia destas desordens.

Fatores estressantes podem interferir na transmissdo mesocortical.
Agudamente, o estresse produz uma hiperatividade dopaminérgica, enquanto
que cronicamente promove uma menor atividade neste sistema. Nos dois
casos, ha um prejuizo no desempenho em testes cognitivos que envolvem a
MO. Ha evidéncias de que, no homem, também ocorram tais processos, e
estes podem ser responsaveis pelos déficits verificados em testes cognitivos de
pessoas submetidas a condi¢des estressantes (Zahrt et al., 1997).

Na esquizofrenia, alguns déficits cognitivos s&o atribuidos a uma
insuficiente estimulagdo dos receptores dopaminérgicos (Davis et al., 1991) e,
estdo relacionados principalmente aos sintomas negativos dessa desordem
neuropsiquiatrica. Esquizofrénicos ndo medicados submetidos a testes de
fluéncia verbal e de Wisconsin apresentam um menor desempenho basal
comparado a pessoas sem este diagndstico (Owen et al., 1990).

Em diversos animais, tém-se verificado que, no envelhecimento, ha uma
progressiva redugao do numero de neurdnios mesocorticais, bem como de
receptores dopaminérgicos presentes no CPF, especialmente o tipo D+. Essa

diminuicdo esta relacionada aos prejuizos da MO observados em varios
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modelos de testes cognitivos, nos quais o uso de agonistas seletivos D+, em
baixas doses, melhora o desempenho (Seamans et al.,, 1998). No homem,
tanto as mudancgas estruturais no sistema dopaminérgico, quanto os prejuizos
da MO, também sao verificados no envelhecimento. Essas caracteristicas se
desenvolvem progressivamente, a partir da meia idade, porém tornam-se
evidentes na idade avangada (Arnsten et al., 1995).

Atualmente, ndo ha agonistas seletivos de receptores D: para uso
clinico, disponiveis no mercado. Porém o uso de agonistas seletivos para D,,
como por exemplo, a quimpirole ou a bromocriptina, apresentam alguma
melhora nas fungdes executivas, tanto em esquizofrénicos (Kimberg et al.,
1997), quanto em idosos (Arnsten et al., 1995), o que sugerem o envolvimento
desses receptores nas deficiéncias cognitivas observadas.

Nas situacbes patoldgicas acima consideradas, pode supor-se que a
queda ou o excesso de liberagdo dopaminérgica, ou mesmo disfun¢gdes nos
receptores de GLU, possam dificultar as alteragdes entre os estados funcionais
do CPF. Um excessivo estado 2 pode supostamente associar-se a
comportamentos obsessivos e compulsivos, nos quais idéias, pensamentos ou
mesmo agdes ficam altamente fixados nas circuitarias frontais-subcorticais,
repedindo-se demasiadamente. Além disso, a perseveragao de erros, tipico de
sindromes frontais, também pode ser explicada por este estado exacerbado.
Por outro lado, um estado 1 extremo pode associar-se a dificuldades em
sustentar o foco atencional, prejudicando as fungbes executivas em geral. Este
mesmo estado pode estar relacionado ao isolamento social, visto que a
interacdo com as informagdes acerca do ambiente estdo prejudicadas. E ainda,
relacionar-se com pensamentos fragmentados, tipicos da esquizofrenia, pois a
dificuldade em manter um foco nas informacbes processadas pode levar a
perda de raciocinios logicos e lineares, o que supostamente levaria o individuo
a uma incapacidade de julgamento e do senso de realidade (Castner e
Willams, 2007; Seamans e Yang, 2004).

5.7.2) Relevancia na integragao de diversos outros estudos

Em nosso laboratério varios estudos foram desenvolvidos, utilizando o

mesmo modelo experimental. Em geral, verificaram os efeitos de substancias
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envolvidas com abuso e dependéncia quimica sobre a MO, administradas
sistemicamente ou IC. Alguns deles relacionaram estes efeitos com o sistema
dopaminérgico ou glutamatérgico, cujos resultados apresentam-se, portanto,
relacionados com o do presente estudo.

Ferreira (2001) verificou os efeitos da cocaina sistemicamente e IC
sobre a MO de ratos. Foi demonstrado que o uso deste agonista indireto
dopaminérgico, sistemicamente administrado, prejudica a MO de animais em
testes com retardos de 1 h, entretanto quando infundido diretamente no CPF
produziu uma melhora no desempenho averiguado em testes com retardos de
4 h. Estes dados sugerem que, localmente, o aumento do aporte de DA no
CPF modula a MO, favorecendo-a.

Oliveira et al. (2003) verificou que a administragéo de alcool IC na dose
de 100 pg prejudica a MO de ratos. As doses de 32 e 180 pg nao alteraram o
desempenho em relagdo ao controle. Desta forma, uma curva em U foi
observada. A infusdo de haloperidol IC exacerbou os efeitos prejudiciais do
alcool na dose de 100 ug, o que sugere uma interagcao dos efeitos do alcool
com o sistema dopaminérgico, mais precisamente com receptores D,. Por outro
lado, Benevides (2007), que replicou exatamente a curva em U do etanol do
estudo anterior, demonstrou que pequenas doses de sulpirida, um antagonista
D., revertem os prejuizos da dose de 100 ug do etanol.

Galvao (2005) verificou o mesmo efeito do alcool em U invertido obtido
nos estudos anteriores, o que fortalece extremamente estes dados. O efeito
prejudicial da dose de 100 g foi revertido pelo uso de SHC na dose de 1,0 ug
IC. Curiosamente, a infusdo IC de SKF nas doses de 0,18 e 0,56 ug também
reverteram este mesmo prejuizo.

Por outro lado, Bazzarela (2004) verificou que o uso de NMDA infundido
diretamente no CPFm prejudicou a MO de animais em testes com retardo de 5
s na dose de 3,2 ug. As doses menores (1,0 pg) e maiores (10,0 pg) nao
prejudicaram, o que novamente sugere uma curva em U. Além disso, foi
averiguado que o uso prévio de NMDA nas doses de 1,0 e 10, ug reverteu os
prejuizos do alcool. Isto demonstra que seus efeitos prejudiciais também estao
relacionados com os receptores NMDA. Complementando estes resultados,
Anhoque (2007) verificou que a infusdo prévia de antagonistas de receptores

NMDA, MK-801, na dose de 0,32 ug, ou de memantina, na dose de 10 ug,
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também reverteram tal efeito. Juntos estes resultados sugerem que, tanto a
estimulagdo, quanto a inibicdo de receptores NMDA, assim como D; s&o
capazes de reverter os efeitos prejudiciais do etanol sobre a MO.

Aliado aos nossos resultados, os dados até aqui expostos se
complementam. A reversdao do prejuizo promovido pelo etanol tanto por
estimulagdo, quanto por inibicdo dos receptores D1 sdo corroborados pelo
mesmo padrao gerado na manipulagao farmacolégica dos receptores NMDA.

Outros estudos utilizaram nicotina IC e observaram efeitos interessantes.
Marinho (2005) demonstrou que a menor dose de nicotina facilitou a MO de
animais, sendo que as maiores doses nao promoveram tais efeitos. Esta
facilitagao foi revertida pelo uso de SCH na dose de 1,0 ug, implicando assim a
estimulacao de receptores D1 neste processo.

Outros estudos utilizaram THC e também avaliaram a MO de animais.
Nakamura et al. (1991) verificou que o uso desta substancia prejudica a MO de
animais em testes com retardo de 5 segundos e 1 h. Outro estudo realizado por
Silva de Melo et al. (2005) também demonstrou tais prejuizos sistemicamente
nas doses de 0,32 e 1,0 mg/kg e IC na dose de 100 ug, entretanto somente
com retardos de uma hora. Em estudos subsequentes, foi visto que o uso de
SCH na dose de 1,0 ug, mas também de SKF na dose de 1,8 ug reverteu este
prejuizo do THC, lembrando o padrao observado nos estudos com alcool
(Melo, 2006). Além do mais, o uso de CZP também foi eficaz em promover tal
reverséo (Melo, 2006). Embora as ag¢des primarias do THC sejam atribuidas a
receptores canabindides do tipo CB;, pelos dados obtidos, pode-se implicar o
sistema dopaminérgico na base de seus efeitos. Ha dados na literatura que
sugerem que os receptores canabinoides participam da regulagédo da liberagao
de DA, agindo pré-sinapticamente (Melo, et al., 2005).

Portanto, nossos resultados se relacionam direta ou indiretamente com
basicamente todos os estudos citados acima. Pode-se a partir dos dados aqui
obtidos construir uma melhor concepcédo tedrica, acerca de todos estes
estudos. Definitivamente, nossos resultados, sugerem fortemente que os
efeitos da estimulagdo deste receptor dopaminérgico estdao diretamente
relacionados com os receptores NMDA no CPF. Além disso, caracteriza
perfeitamente o padrdo em U caracteristico da MO, visto na grande maioria de

nossos resultados.
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7.7.3) Relevancia do padrao em U da fung¢ao do CPF

O padréao em U é um efeito n&o linear observado em diversos estudos
farmacolégicos e n&o farmacologicos que envolvem a aprendizagem e
memoéria. Tal padrdo é muitas vezes controverso e pouco compreendido.
Tipicamente, espera-se que o aumento das doses ou da estimulacdo promova
efeitos progressivamente maiores ou menores. Entretanto, a resposta nao
linear da curva em U caracteriza-se pela inversao da tendéncia de resposta a
partir de certo ponto. Este efeito € comprovado em muitos trabalhos que
envolvem o SNC, mas também em outros aspectos fisiolégicos dos
organismos. Desta forma, espera-se que este padrdo observado tenha algum
significado biolégico importante (Cook e Calabrese, 2006).

Os sistemas biologicos desenvolveram mecanismos homeostaticos para
boa parte de seus principais elementos fisicos e quimicos. Na verdade, a
manutencado dos principais fatores organicos dentro de faixas limitadas pode
ser visto como um processo essencial a vida. Geralmente, quanto mais vital é
um fator, mais regulacéo ele sofre e mais restrita fica sua faixa de variacéo. E
assim com a temperatura corporal, presséo arterial, com a glicemia, com o Ph,
natremia, calcemia, etc. Porém mesmos os fatores mais essenciais a vida
sofrem usualmente alteragcdes ao logo do ciclo circadiano de um animal. Os
mecanismos homeostaticos sao ativados a medida que estes fatores
deslocam-se para os pontos extremos de suas faixas fisiolégicas. Quando isto
acontece, processos regulatorios que podem envolver enzimas, receptores,
genes, horménios, neurbnios, etc. sdo ativados ou inibidos conforme o
estimulo. Porém, obviamente, estes processos sao limitados, ndo sendo
capazes de compensar toda e qualquer variacdo. Dependem da intensidade e
do tempo em que os estimulos aparecem (Cook e Calabrese, 2006; Guyton,
2006).

Pode-se supor que, as curvas em U observadas em nossos resultados
decorrem simplesmente de respostas neurais homeostaticas. Provavelmente,
elas envolvem circuitos neurais diversos, ou processos moleculares
desencadeadas a nivel celular. Quando o sistema neural do CPF é inibido e,
consequentemente, fica em baixa atividade, medidas compensatorias s&o

promovidas pelo organismo a fim de restaurar o sistema. Entretanto, ao se
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utilizar de estimulos intermediarios, os sistemas de homeostase ndo sao
acionados suficientemente para corrigir a manipulagdo experimental, o que
permite variacbes em diregado ao prejuizo ou a melhora. Por outro lado, ao se
estimular em excesso, outras medidas compensatorias podem levar o sistema
a uma nova estabilidade. Toda essa argumentagao é corroborada pelo fato de
que poucos farmacos podem potencialmente prejudicar as fungdes do CPF a
ponto de impedir o desempenho no labirinto radial em animais normais bem
treinados, mesmo em doses extremamente elevada.

Deve-se lembrar que as funcbes executivas sado essenciais para a
sobrevivéncia dos animais. Devem operar em um nivel adequado nas
atividades corriqueiras ou em situagdes extremas, quando diversos sistemas
neurais inter-conectados com o CPF sao ativados e poderiam supostamente
levar as fungbes executivas a um colapso. Isto justifica a importéancia de se
evitar ativagdes extremas ou muito baixas desta area cortical, que é essencial

para as fungdes executivas tal como a MO.
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6.0) Conclusoes

* A ativagdo de receptores D; por um agonista seletivo, o SKF38393,

administrado no cértex pré-frontal medial prejudica a memoria
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operacional espacial de longa duragdo, de forma dose-dependente,

sendo, este efeito, mais proeminente nas menores doses empregadas.

O bloqueio dos receptores NMDA por um antagonista ndo-competitivo, o
MK-801, administrado no cortex pré-frontal medial prejudica a memoria

operacional espacial de longa duragéo de forma dose-dependente.

Os efeitos de prejuizos observados pela ativagdo dos receptores Dy,
através do SKF23393 diretamente infundido no cértex pré-frontal medial,
sdo revertidos pelo bloqueio dos receptores NMDA realizado pela

administragdo também intracortical de MK-801 nas menores doses.

A combinagao do antagonista ndo-competitivo de receptores NMDA, o
MK, e do antagonista de receptores D./D4, a clozapina, administrados no
cortex pré-frontal medial, altera a memaria operacional de longa duragéo
de forma dose-dependente, de modo que a dose de 0,32 pg de
clozapina seguida de MK na de 1,0 ug, melhora esta fungao cognitiva.
Por outro lado, a combinac&o de clozapina na dose de 3,2 ug seguida

de 1,0 ug prejudica esta mesma fungao cortical.

Portanto, a neurotransmissdo dopaminérgica, notadamente pela agao de
receptores D: no cortex pré-frontal medial, modula a memodria
operacional espacial de longa duragao. Estes efeitos estdo associados
consistentemente com os receptores NMDA, que, ainda, sao
provavelmente modulados pelos receptores da familia D, nesta mesma

area cortical.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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