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RESUMO

O cortex pré-frontal (CPF) tem sido considerado por muitos autores o sitio anatomo-
funcional para o processamento da memoria operacional. Sua por¢gdo medial (CPFm)
pertence ao circuito de gratificacdo cerebral, essencialmente mediado pelo sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico. Este estudo, mediante o emprego do antagonista
seletivo D, sulpirida, examinou o envolvimento dos receptores D, do CPFm no prejuizo do

etanol (ETOH) sobre a memoria operacional de longa duragdo em tarefas envolvendo

retardos de 1 h no labirinto radial de 8-bragos. Ratos Wistar machos (n=26; 210-270g; = 3

meses de idade), previamente treinados no labirinto radial de 8 bragos, com canulas
bilaterais implantadas no CPFm (B: + 2,5 mm A; +/- 1 mm L; 2,7mm V), receberam
administragdes intracorticais (IC) de sulpirida divididos em dois experimentos: no primeiro 11
animais receberam administracées IC de sulpirida (0,32, 1,0 e 3,2 ug) ou acido cloridrico
0,05M (HCI) 10 minutos antes da administracdo IC de salina (SAL) ou etanol (ETOH) 100
Mg. Cinco minutos apds a ultima administracdo, os animais foram submetidos ao teste de
desempenho no labirinto com retardos de 1 hora; no segundo experimento 22 animais
receberam infusdes IC de sulpirida 1 ug ou HCI 0,05 M diretamente no CPFm uma vez por
dia durante quatro dias consecutivos, apds a ultima administragdo, os animais receberam
administracdes IC agudas de SAL ou ETOH 100 pg no terceiro dia e a seguir a intervalos de
4 dias (dias sete, onze e quinze), e submetidos ao teste de desempenho no labirinto com
retardos de 1 hora, apés 5 minutos da administragéo. O ETOH IC ap6s HCI ou sulpirida (3,2
pg) IC produziu significativamente (p < 0,01) maior nimero de erros quando comparado a
combinagéo controle HCI e SAL. Animais tratados com a dose de sulpirida (0,32 pg ou 1,0
Mg) combinada ao ETOH apresentaram significativamente (p < 0,01 e p < 0,05,
respectivamente) menor niumero de erros comparado ao tratamento combinado de HCI e
ETOH (100 pg) e sulpirida (3,2 pg) e ETOH (100 pg) no pés-retardo de 1 hora.
Administragdes prévias repetidas de Sulpirida no CPFm ndo modificam substancialmente os
efeitos de prejuizo do ETOH sobre a memoria operacional espacial dentro do periodo de 15
dias, porém reduziram significativamente estes efeitos apds laténcia de 15 dias, sugerindo
que a diminuicao prévia da funcao dos receptores D, pode modificar os efeitos do ETOH no
CPFm. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem a participacdo do sistema
dopaminérgico, mais especificamente dos receptores do tipo D, nos efeitos do etanol sobre

a memoria operacional espacial no CPFm.



ABSTRACT

The prefrontal cortex (PFC) has been considered as the anatomical site for working memory
processing. Its medial portion (mPFC) is part of a brain reward circuitry, essentially mediated
by the dopaminergic mesocorticolimbic pathway. The present study examined the
involvement of dopaminergic D, receptors in the mPFC, by means of a selective antagonist
of D, receptors, sulpiride, in the disruptive effects of ethanol (ETOH) on long-term spatial

working memory measured by 1-h delayed task performance in an 8-arm radial maze. Male

Wistar rats (n=26, 210-270g, = 3 months of age), previously trained in the 8-arm radial maze

and with bilateral cannulae implanted in the mPFC (B: + 2.5 mm A, +/- 1 mm L, 2.0 mm V),
received intracortical (IC) administration of sulpiride in two different experiments: in the first
experiment, 11 animals received IC administration of different doses of sulpiride (0.32, 1.0 or
3.2 ug) or chloride acid 0,056M (HCI) 10 minutes before IC administration of saline (SAL) or
ETOH 100 ug. Five minutes after the second administration, animals were submitted to the
1-h delayed task in the radial maze. In the second experiment, 22 animals received IC
infusions of sulpiride 1 ug or HCI 0,05 M directly in the mPFC once a day for 4 consecutive
days. After the last (4™) administration, animals received acute IC administration of SAL or
ETOH 100 pg in the 3™ day, followed by 4-days intervals (days 7, 11 and 15), and tested in
1-h delayed task in the radial maze, after a 5 minutes interval. ETOH IC with previous
administration of HCI or sulpiride (3.2 pg) IC yielded significantly larger (p < 0.01) number of
errors as compared to the combination of HCI and SAL. Animals treated with lower doses of
sulpiride (0.32 pg or 1 yug) combined with ETOH showed significantly (p < 0.01 and p < 0.05,
respectively) smaller number of errors as compared to the combination of HCI and ETOH
(100 pg) and of sulpiride (3.2 pug) and ETOH (100 ug) in the 1-h post-delay performance.
Previous repeated administration of sulpiride into the mPFC did not affect substantially the
disruptive effects of ETOH on spatial working memory over the 15 days period, but it
significantly reduced the ETOH disruptive effect after the latency of 15 days, suggesting that
reduced dopaminergic D, receptors in the mPFC could change the effects of ETOH in the
mPFC. Taken all together, these results suggest the involvement of the dopaminergic
system, more specifically the D, dopaminergic receptors, in ethanol effects on spatial

working memory in the mPFC.
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1. Introducao

1.1. Cortex Frontal

1.1.1. A Estrutura Frontal

O coértex cerebral encontra-se dividido em varios lobos entre eles o cértex frontal ou
lobo frontal. A regi&do frontal do cortex cerebral corresponde a toda a area anterior
ao sulco central e superior a fissura de Sylvius (Adams et al., 1997). Durante a
ontogénese os lobos frontais sdo as ultimas estruturas do hemisfério cerebral a se
formarem, sendo pouco desenvolvidas em animais inferiores e consideravelmente
grandes em primatas (Luria, 1981; Kolb, 1984; Adams et al., 1997). Enquanto no
homem o numero de circunvolugdes e fissuras € bastante elevado, em animais
inferiores isso n&o ocorre, estando essas areas constituidas por uma camada fina e
lisa (Reading, 1991; Machado, 2004).

Dividindo os lobos frontais encontramos duas porgdes distintas: uma regido mais
posterior, correspondente ao giro pré-central ou area motora primaria em humanos,
a qual produz movimentos quando eletricamente estimulada; e uma regidao mais
rostral, anterior ao sulco pré-central, cuja estimulagéo elétrica n&o produz ativagao
motora ou sensorial, sendo denominada cértex pré-frontal (CPF) ou cortex granular
frontal (Fig. 1) (Kolb, 1984; Adams et al., 1997).

No homem o CPF pode ser dividido em quatro areas: oculomotora (area 8 de
Brodmann); dorsolateral (areas 9 e 10 de Brodmann); orbitofrontal lateral (area 10 de
Brodmann) e area do cingulado anterior ou cortex pré-frontal medial (CPFm) (area
24 de Brodman) (Fig. 1) (Cumings, 1993).
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Figura 1. Areas do CPF da espécie humana, numeradas segundo o mapa citoarquiteténico de

Brodmann.

Fonte: Neurociéncias: desvendando o sistema nervoso, Mark et al. 2002.

O CPF em roedores, nao pode ser definido por suas caracteristicas citomorfologicas
como ocorre em animais de espécies superiores (Kolb, 1984). A diferenca € que
nestes animais o cortex é pouco granular ou mesmo agranular. Por esta razéo, para
se definir a localizagao anatomo-funcional do CPF nesses animais, Rose e Woolsey
em 1948 propuseram ser a area que recebe maciga proje¢cao do nucleo médio-dorsal

do talamo a semelhanca do que € observado em primatas ndo-humanos e no

homem.

Deste modo em roedores, o CPF pode ser subdividido em areas infralimbica (IL),
pré-limbica (PrL ou Cg3), cingulado anterior (Cg1) e ventral (ACg e Cg2); area pré-
central (PrC ou Fr2), area orbital (medial- MO, ventral- VO, ventro-lateral- VLO e
lateral- LO); e em area agranular insular ventral e dorsal (AIV e AID) que compde o

cortex gustatoério (Fig. 2) (Paxinos e Watson, 1986; Dalley et al., 2004).

WHR
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Figura 2. Subregides do CPF de roedores. a) Sec¢do sagital: 0,9 mm da linha média. b) Secc¢ao
coronal unilateral: 3,5 mm anterior ao bregma. Os sombreados diferentes indicam as trés principais
divisbes do CPF de roedores (medial, ventral e lateral). Abreviaturas: ACg, cortex cingulado anterior
(ou Cg1); AID, cortex agranular insular dorsal; AlV, cértex agranular insular ventral; AOM, nucleo
olfatério anterior medial; AOV, nucleo olfatério anterior ventral; cc, corpo caloso; Cg2, area 2 do cértex
cingulado; gcce, joelho do corpo caloso; IL, coértex infralimbico; LO, cortex orbital lateral; M1, area
motora primaria; MO, cértex orbital medial; OB, bulbo olfatério; PrL, cortex pré-limbico (ou Cg3); PrC,

coértex pré-central (ou Fr2); VLO, cértex orbital ventro-lateral; VO, cértex orbital ventral.

Fonte: Adaptado de Neuroscience and Biobehavioral Reviews. Prefrontal executive and cognitive
functions in rodents: neural and neurochemical substrates. Dalley et al., 2004

Em roedores, assim como em primatas, a por¢do medial do CPF ou cortex pré-
frontal medial (CPFm) corresponde ao cortex do cingulado anterior (Cg1 e Cg2),
coértex pré-limbico (Cg3) e parte do cortex frontal (Fr2) (Fig. 3) (Kolb, 1984; Zilles &
Wree, 1985).

O CPF é uma area de associagao terciaria, ndo recebendo as aferéncias sensoriais
diretamente da periferia, mas processando as informagdes sensoriais através de
suas conexdes com outras regides corticais e subcorticais (Barbas, 2000). E uma
das regides que apresenta o sistema mais rico de conexdes de todo o neocortex,
recebendo aferéncias do tronco cerebral, hipotalamo, sistema limbico (hipocampo e
amigdala), nucleos da base, através dos nucleos de retransmissdo do talamo,
talamo (especialmente nucleos anterior e dorsomedial), além de outras areas do

neocortex, especialmente areas de associagao (Fuster, 1999; Miller e Wallis, 2003).
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CORTEX PRE-FRONTAL MEDIAL = Cg1 + Cg2 + Cg3 + Fr2

Hippocampus
Corpus callosum

Medial

Thalamus

Gyrus Derntatus

Hippocampls

‘¥  Fimbriz

Bulbus offactorus -Fis. Hippocampi

Zepum i

Camissura anferior

Figura 3: Visdo medial do cérebro de rato. Observa-se em destaque em vermelho as areas Cg1, Cg2
e Cg3 do cingulado anterior e Fr2 do cortex frontal motor, que compdem o cértex pré-frontal medial

em roedores.

Fonte: Adaptado de Academic Press. Cortex: Areal and laminar structure. Zilles e Wree, 1985.

Estudando as aferéncias do CPF foram descritos trés circuitos subcorticais que
expressam a organizagao topografica entre os nucleos da base, o talamo e o CPF,
divididos da seguinte maneira: 1) cingulado anterior (CA); 2) pré-frontal dorso-lateral
(PFDL) e; 3) orbito-frontal lateral (OFL) (Fig. 4) (Cummings, 1993). Os circuitos
indiretos, onde as conexdes do striatum ventral se dirigem para o globo palido
externo e o nucleo subtalamico antes de chegar ao tdlamo, ndo estado representados
no diagrama, bem como suas conexdes com o cortex de associacdo e o cortex
limbico. Essas evidéncias sugerem que todas as areas do CPF tém acesso a
sistemas especializados de controle motor, consistente com o seu importante papel

nas fungdes executivas centrais (Barbas, 2000).

Além disso, o CPF, tanto em primatas quanto em ratos, também possui amplas
conexdes com os cortices pré-motor, somatossensorial, auditivo, visual, olfatorio,
gustatdrio e limbico, estando envolvido, portanto, em diferentes fungbes e aspectos

do comportamento (Uylings e Van Eden, 1990).
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Figura 4. Circuitos pré-frontais subcorticais (VA= nucleo ventral anterior do talamo; MD= nucleo

médio-dorsal do talamo).

Fonte: Archives of Neurology. Frontal-subcortical circuits and human behavior. Cummings, 1993

1.1.2. Fungoes Frontais

Os lobos frontais encontram-se divididos em quatro distintos setores funcionais: 1) o
cértex motor primario que executa o movimento; 2) o cortex pré-motor, relacionado a
preparagao para o movimento voluntario; 3) a area de Broca, relacionada a
linguagem escrita e falada, e 4) o coértex pré-frontal, envolvido em fungées como a
iniciativa, organizagdo temporal do comportamento, raciocinio, planejamento e
criatividade (Reading, 1991; Fuster, 1991).

Desta forma, o cortex frontal além de suas fungcbes motoras, exerce também
importantes fungdes cognitivas, comportamentais e de linguagem que se encontram
hierarquicamente organizadas dentro de um ciclo percepgao-agcao onde existe um
fluxo circular de informacdo do ambiente para areas sensoriais, e destas para areas
motoras, que por sua vez retornam a informacao para o ambiente sob a forma de
expressdo comportamental (Fuster, 2004) (Fig. 5). Assim as areas posteriores do
cortex sdo responsaveis pela percepg¢ao das informagdes do meio e as areas
frontais pelas fungdes executivas do comportamento, seguindo um gradiente
ontogenético do cértex sensorial primario para areas de associagdo multimodais

(Fuster, 2001). O nivel mais inferior dessa hierarquia € o cértex motor primario que
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executa o movimento planejado em areas associativas através de grupos
musculares envolvidos em determinada acédo. O nivel mais elevado € o cortex pré-
frontal (CPF), o qual integra as informagdes mais elaboradas da percepc¢éo e da
execucgao do comportamento (Fig. 5) (Fuster, 2000; 2001; 2004). O processamento
das informagdes neste ciclo percepcado-acéo ocorre tanto em série como em paralelo
(Koechlin et al., 2003).

Neste ciclo percepgao-agado, o CPF é uma area de associagao multimodal localizada
em seu topo cuja fungdo é primariamente integrativa, ndo sendo exclusivamente
sensorial ou motora (Luria, 1981; Fuster, 2001; Machado, 2004). De fato, ele tem
sido considerado uma regidao que sintetiza a informagéo sobre o mundo interno e
externo com o propdsito de produzir comportamentos dirigidos a um objetivo (Miller e
Wallis, 2003). O CPF seria entdo responsavel pela formagéo de planos e intengdes
estaveis capazes de controlar o comportamento subsequente do individuo (Luria,
1981).

HIERARQUIA HIERARQUIA
SENSORIAL MOTORA
CORTEXDE | \
/ ASSOCIAGAD | >\ CORTEX
%ﬂw& \L‘”"@
! 1 | - \
| CORTEXDE | >\ CORTEX |

| ASSOCIACAO | 4___\ : 3
| nmooat | PRE-MOTOR \

MEIO AMBIENTE

Figura 5. Estagios do ciclo percepgédo-acao no cortex frontal cerebral, representando as hierarquias
sensorial e motora.

Fonte: Experimental Brain Research. Executive frontal functions. Fuster, 2000.
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Por ser uma area que integra informacbes de diversas regides corticais e
subcorticais, o0 CPF exerce influéncia nos estados de alerta, estresse e humor, bem
como em fungdes especificas como a mediagcdo da recompensa ou gratificagéao,

atencao seletiva e memdéria (Robbins, 2000).

Kolb (1984), inicialmente considerou o lobo frontal como o sitio da inteligéncia mais
elevada, ou seja, com fung¢des tdo variadas como o “comportamento abstrato”,
previsibilidade, sintese intelectual, auto-consciéncia, comog¢ao, comportamento ético
e raciocinio. Posteriormente baseado em diversas evidéncias experimentais, propbs
uma funcdo principal para o CPF, que seria a organizagdo temporal do

comportamento.

Dada a importancia do CPF, ndo surpreende observar que lesdes em suas areas
levam a um profundo disturbio de personalidade, do afeto, do controle motor, da

linguagem, da memdria, da atengao e da resolugéo de problemas.

Estudos realizados em animais e no homem sugerem que diferentes regidées do CPF
respondem por diferentes fungbes mentais. Por exemplo, os disturbios de
personalidade e afetivos estdo associados a lesdes pré-frontal orbital, enquanto que
os disturbios de linguagem a area de Broca e os disturbios de memdéria as lesdes

pré-frontal dorsolateral (Shimamura, 1997).

O CPFm de ratos possui fungdes especificas similares as encontradas nas regides
dorsolateral e, possivelmente, cingulado anterior de primatas, estando portanto,
relacionado ao controle das fungdes executivas centrais (Kesner, 2000; Uylings et
al., 2003). Dentre essas fungdes, incluem a capacidade de detectar novos estimulos
(Dias e Honey, 2002), a organizagao temporal do comportamento (Fuster, 2000), os
processos atencionais (Birrel e Brown, 2000) e memodria (Kesner, 2000). A fungao
cognitiva do CPF mais explorada, tanto em roedores quanto em primatas, é a

memoria operacional (Goldman-Rakic, 1990; Baddeley, 2003).

A maior parte dos estudos funcionais tém focado sua atengdo no CPFm, cuja leséo
estd consistentemente associada com disfungdes cognitivas e de memoria,

particularmente aquelas que envolvem o procedimento de retardo (Delatour e
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Gisquet-Verrier, 1999), ou seja, a interposigao de um intervalo de tempo (segundos,

minutos ou horas) geralmente no meio da realizagdo de uma tarefa cognitiva.

As acbes do CPF seriam mediadas por 3 fungdes cognitivas que permitem a
organizagédo temporal do comportamento: uma fungédo temporalmente retrospectiva
de duracdo breve para a informacéo sensorial (memoria operacional), uma fungéo
temporalmente prospectiva para a resposta motora (planejamento) e uma fungao

responsavel por controle inibitério de interferéncia (atengao) (Fuster, 1999).

1.2. Memoéria Operacional

A memoria operacional é caracterizada por ser um sistema que processa e
armazena temporariamente uma determinada informacédo durante a realizacdo de
tarefas cognitivas que envolvem aprendizado, compreensao e raciocinio. Apds a
conclusao da tarefa esta informacado é descartada ou substituida por uma nova
informacdo necessaria para a tarefa que esteja em atividade no momento. Dessa
forma, o periodo de tempo em que a informacido fica armazenada na memoria
operacional € uma fungdo da agcédo a qual ela esta relacionada (Baddeley, 1992,
1997, 2003; Goldman-Rakic, 1992; Olton, 1979). Um exemplo comum do
funcionamento da memodria operacional € o armazenamento temporario de um
numero de telefone até que o mesmo seja discado e, entdo, imediatamente
esquecido. Este critério distingue a memoéria operacional das memdrias semantica,

procedural e de referéncia (Goldman-Rakic, 1990).

Este tipo de memodria € processado fundamentalmente pelo CPF e depende
particularmente da atividade elétrica dos neurdnios dessa regidao cortical. Os
primatas ndo-humanos tém uma capacidade de memoria operacional tdo boa quanto
o homem. Em todas as espécies, o CPF processa a memoria operacional
interagindo com o cortex entorrinal, parietal superior e cingulado anterior e com o
hipocampo (lzquierdo et al., 1998; Artiges et al., 2000). Estas regides cerebrais

atuam em conjunto por meio da troca de informacgdes através de suas conexdes.
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Portanto, a memoria operacional € polimodal, ou seja, € ativada por varios estimulos
sensoriais (visual, auditivo, olfativo, tatil, etc.), ndo podendo ser definida pelo seu
conteudo nem pela sua duragdo e sim como sendo uma memoria em acgao e para
uma acgao. A memoria pré-frontal estd intimamente relacionada com o ciclo
percepcao-acao controlando a transferéncia da informacgéo sensorial a acao através
do tempo (Fuster, 1991).

O termo “memoaria operacional” foi proposto inicialmente por Miller et al., em 1960 .
Contudo ao longo do tempo foi modificado e complementado por outros autores.
Atkinson e Shiffrin, em 1968 propuseram que a memoria operacional seria um

sistema unitario e de curta duragéao (citado por Baddeley, 2001).

Entretanto, Baddeley e Hitch, 1974 propuseram que a memoria operacional seria um
sistema de multiplos componentes (Fig. 6), a saber: a central executiva, um
controlador atencional de capacidade limitada, responsavel por tomada de decisdes,
planejamento de estratégias, raciocinio e controle do comportamento, e cuja
atividade esta relacionada ao funcionamento do lobo frontal. Este sistema é
auxiliado por dois subsistemas envolvidos no arquivamento temporario e
manipulagdo de informacdes: a alga fonolégica, que traz informagdes acusticas e
verbais, e a alga visuoespacial que fornece informagdes tanto visuais quanto
espaciais. Assim como ja mencionado anteriormente, a memodria operacional é
polimodal, recebendo, portanto, informagdes de varios sistemas sensoriais
(Baddeley, 1996; Baddeley, 2001).

Recentemente, Baddeley, 2001 prop6s um quarto componente de memoria
operacional, o “buffer” episédico, que representa um sistema de armazenamento
que utiliza uma codificagcdo multimodal. Seria episddico por utilizar episédios ou
cenas e um “buffer” por fornecer uma interface de capacidade limitada entre
sistemas que utilizam diferentes codigos. Desta forma, a central executiva assume o
papel atencional como sua principal fungcdo e o “buffer’” responderia pela funcao

mnemonica .
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Figura 6. Multi-componentes da memdria operacional revisados.

Fonte: Nature Reviews Neuroscience, Working memory: looking back and looking forward.
Baddeley, 2003.

O termo “memoria operacional”, no entanto, é utilizado de diferentes formas por
diferentes comunidades de pesquisadores. No campo da neurociéncia
comportamental e comportamento animal, por exemplo, o termo esta

frequentemente associado ao paradigma do labirinto radial (Shah e Miyake, 1999).

O modelo do labirinto radial foi proposto por Olton e Samuelson em 1976, e tem
como fundamento a “aprendizagem de lugar’. Este modelo avalia a memdria
operacional no seu aspecto visuoespacial, o qual possui um dado numero de bragos
(8 ou mais), ao final dos quais € colocado um reforgo e o animal é treinado para
alcanga-lo. Neste método, o animal devera evitar revisitar um brago ja visitado em
uma sessao no qual o refor¢o ja ndo € mais oferecido, indicando a existéncia de
alguma forma de retencdo de informagdes que € melhor avaliada quando, apos o

animal ter percorrido um dado numero de bracgos, se interpdée um periodo de retardo
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(intervalo de retengdo) com a duragao breve (segundos) ou mais prolongada (horas)
e é entdo permitido ao animal concluir a tarefa, sendo registradas as re-entradas em
bracos visitados anteriormente (Olton, 1979; Baddeley, 1983; Baddeley, 1997).

Vale ressaltar que o labirinto radial pode ser utilizado em diferentes protocolos
experimentais em diferentes versdes, que estariam avaliando fungdes cognitivas
distintas. Essa metodologia € também bastante sensivel para a investigacdo do
efeito de drogas psicoativas e de lesdes cerebrais sobre a memodria operacional e
tornou-se um paradigma muito empregado para estes fins (Olton & Samuelson,
1976; Olton, 1979; Gibson, 1985; Nakamura-Palacios et al., 1996; Baddeley, 1997;
Nakamura-Palacios & Roelke, 1997).

A memoria de referéncia ou de procedimento também é avaliada no paradigma do
labirinto radial. Ela € um tipo de memoria de longo prazo que armazena informagdes
independentes de contexto, sendo necessario o registro de regras para a correta
execucgao da tarefa. Seus mecanismos cerebrais sdo diferentes do processamento
da memodria operacional, no entanto eles se associam para o desempenho no
labirinto radial (Olton et al., 1977).

1.2.1. Meméria Operacional e o CPF

A correlacdo entre CPF e memoria operacional foi inicialmente observada na
avaliacdo da atividade de neurbnios pré-frontais do coértex de macacos durante
tarefas com retardo. As células do CPF permaneciam ativadas, mantendo a
informacgéo “on-line” (ativa), na auséncia do estimulo e durante o tempo variavel do

retardo até o término da tarefa (Goldman-Rakic, 1990).

O CPF é o gerenciador dos varios processos envolvidos na memoria operacional.
Fuster, 2002 ao mencionar as fungdes cognitivas do lobo frontal, evidenciou a
associagao do CPF com outras regides cerebrais, de forma a manter um circuito de
reverberagao durante a execugao da memoaria operacional, um processo crucial para

sustentagao da informacao enquanto durar a fungéo.
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A memoria operacional, em primatas e roedores, tem sido objeto de estudo para
investigacdo dos principais sistemas de neurotransmissdo envolvidos em fungdes
executivas pré-frontais. O sistema dopaminérgico € o mais explorado em atividades
envolvendo retardo, pois os niveis de dopamina (DA) encontram-se elevados
durante a execucido da tarefa e o periodo de retardo, momentos nos quais as
informacgdes estdo sendo processadas em e para a agao (Fuster, 1991; Phillips et
al., 2004).

1.3. A Neurotransmissao no CPF

O CPFm possui uma variedade de células, incluindo neurbnios piramidais
glutamatérgicos, eferéncias colinérgicas, interneurbnios gabaérgicos e
interneurdnios colinérgicos. A principal eferéncia do CPFm da-se através dos
neurbnios piramidais glutamatérgicos, os quais s&o regulados por um complexo
sistema de neurotransmissao que se encontra conectado a inUmeras regides: areas
corticais diversas, nucleo accumbens, corpo amigdaldide, hipocampo, hipotalamo,
nucleo medio-dorsal do talamo e outros nucleos taldmicos (aferéncias
glutamatérgicas); area tegmentar ventral (aferéncias DAérgicas); nucleos medial e
dorsal da rafe (aferéncias serotoninérgicas); locus coeruleus (aferéncias
noradrenérgicas); nucleo basal magnocelular e nucleo dorsolateral mesopontino
(aferéncias colinérgicas); feixe prosencefalico medial (aferéncias peptidérgicas)
(Steketee, 2003).

Os neurbnios DAérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos, provenientes,
respectivamente, da area tegmentar ventral (ATV), dos nucleos medial e dorsal da
rafe e do locus coeruleus, modulam a eferéncia glutamatérgica do CPFm,
controlando, dessa forma, a atividade destes neurdnios sobre as estruturas
subcorticais como o nucleo accumbens (NAcc) e o striatum (Thierry et al., 1990).
Enquanto as aferéncias glutamatérgicas oriundas principalmente do nucleo médio-
dorsal do talamo, do hipocampo e da amigdala estabelecem sinapses excitatorias
sobre os dendritos dos neurdnios piramidais eferentes (glutamatérgicos) e dos

interneurdnios inibitérios (gabaérgicos) do CPFm (Steketee, 2003).
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Groenewegen e Uylings (2000) relatam que os padrbes de inervagéo e os niveis de
neurotransmissores sao especificos a cada subregido do CPFm, sugerindo que a
manipulagédo de distintas regides podem levar a diferentes efeitos sobre a resposta

comportamental.

Tzschentke (2000) demonstrou o envolvimento do CPFm no circuito de gratificagéo
cerebral como uma estrutura mediadora dos efeitos refor¢adores de algumas
drogas, presumivelmente devido a sua influéncia modulatéria no sistema DAérgico
mesolimbocortical. Inicialmente, foi utilizada a estimulagao elétrica para verificar qual
area estaria envolvida nos processos de gratificagdo cerebral. A auto-administragéo
de drogas diretamente no CPFm (Carlezon e Wise, 1996), o condicionamento de
reforgo alimentar a resposta comportamental (Richardson e Gratton, 1998) e lesbes
de areas pré-frontais (McGregor et al., 1996) tém sido utilizadas para investigar as
regides cerebrais e os sistemas de neurotransmissores envolvidos no reforgamento

da resposta comportamental.

1.4. DOPAMINA

A DA (Fig. 7) é uma catecolamina, composto organico que apresenta um nucleo
catecol (um anel benzénico com duas hidroxilas adjacentes) e um grupamento
amina. Sua sintese se inicia com a captacdo ativa do aminoacido L-tirosina nos
terminais nervosos, o qual é transformado em L-Dopa pela agdo da enzima tirosina
hidroxilase. Esta etapa é limitante na sintese da DA, posteriormente, a enzima L-
Dopa descarboxilase converte L-Dopa em dopamina, a qual € armazenada nas

vesiculas sinapticas (Halbach & Dermietzel, 2002).

NH,

HO
OH

Dopamina

Figura 7. — Férmula estrutural da dopamina.

Fonte: http://www.chemistry.emory.edu/justice/research/dopamine.jpg
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A liberagcédo de DA na fenda sinaptica ocorre quando o potencial de agéo chega aos
terminais nervosos. Com a chegada do potencial de agéo, canais de Ca*™* voltagem-
dependente sdo abertos e ocorre influxo de Ca™ para o interior do terminal pré-
sinaptico, levando a exocitose das vesiculas e liberagdo de DA na fenda (Bear et al.,
2002). A quantidade de DA liberada depende da frequéncia e do padrédo de disparo
do potencial de acdo bem como da ativacdo de auto-receptores pré-sinapticos
(Cooper, 2003).

O principal mecanismo da retirada de DA da fenda sinaptica é a sua recaptagéo pelo
terminal nervoso através de transportadores acoplados a membrana plasmatica
(DAT), os quais transportam a DA para dentro ou para fora da célula, dependendo
do gradiente de concentragdo existente (Cooper, 2003). Este processo é
dependente de Na® e CI, sendo, portanto, um transporte ativo secundario. O
transportador da DA é bastante eficiente, pois cerca de 80% da DA liberada é
recapturada por este mecanismo de transporte, modulando a sua concentragao na
fenda sinaptica e a sua interagdo com os receptores pré- e pds-sinapticos (Halbach
& Dermietzel, 2002; Cooper, 2003).

O metabolismo da DA ocorre por 2 vias principais: intraneuronal, através da enzima
monoaminoxidase (MAO), e extraneuronal, através da enzima
catecoloximetiltransferase (COMT), as quais convertem a DA liberada em &acido
dihidroxifenilacético (DOPAC) e em acido homovanilico (HVA), respectivamente.
Esses metabdlitos s&o utilizados como parametros para investigacdo da atividade

dopaminérgica em determinadas regides do SNC (Cooper, 2003).

Diferentes drogas atuam nesses processos. Por exemplo, a cocaina e a anfetamina
se ligam ao DAT, impedindo a recaptacao de DA, que permanece por mais tempo e
em maior quantidade na fenda sinaptica. Do mesmo modo age a nomifensina,
também disponibilizando uma maior quantidade de DA na fenda. Ja a reserpina,
droga cuja utilizagdo atualmente é restrita a investigagbes cientificas, age
bloqueando a entrada de DA nas vesiculas sinapticas; no citoplasma, a DA sera
degradada pela enzima monoamina oxidase (MAO), o que reduz seus estoques
(Graeff et al., 2000).
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1.4.1. Vias dopaminérgicas

Os neurdnios dopaminérgicos formam nove grupos celulares (A8-A16), que ao longo
do desenvolvimento se transformaram em trés principais nucleos: substancia negra
(SN), area tegmentar ventral (ATV) e nucleo hipotaldmico. Grupos menores de
neurdnios s&o encontrados na retina e no bulbo olfatério (Jucaite, 2002). As zonas
de projecao dos terminais dopaminérgicos vao determinar o papel funcional destes
neurénios. Os neurdnios da substancia negra (grupo A9) se projetam para estruturas
subcorticais, como nucleo caudado e putamen. A via nigroestriatal detém a maior
parte do sistema dopaminérgico central e € importante no controle dos movimentos.
A degeneragao de neurbnios dessa via é o provavel causador da doenga de
Parkinson (Cooper, 2003).

Os neurbnios da area tegmentar ventral (A8 e A10) formam duas vias: a via
mesolimbica, com neurdnios que se projetam para regides subcorticais limbicas
(nucleo accumbens, septo, corpo amigdaldide) estando envolvida na regulagcéo de
emocgdes e motivagdo; e a via mesocortical, cujos terminais se distribuem para areas
corticais limbicas, como o cortex piriforme, o cortex entorrinal e principalmente para
o CPF. Alguns autores consideram que estas duas vias comporiam uma unica via
dopaminérgica mesocorticolimbica ou mesolimbocortical (Fig. 8A) (Tzschentke,
2001; Cooper 2003). Desde as primeiras investigacbes dos processos de
gratificagdo cerebral com auto-estimulagdo intracraniana, tem-se confirmado
inequivocamente o papel relevante do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico na
mediacao ndo somente dos efeitos reforcadores agudos das drogas, como também
nos aspectos motivacionais na retirada da droga (Fig. 8B) (Koob e Nestler, 1997). De
fato, a DA parece modular a maioria das fungdes cognitivas do CPF, onde esta
amplamente distribuida (Jucaite, 2002).

Finalmente, os neurbnios dopaminérgicos hipotalamicos que se projetam para a
glandula pituitaria formando a via tuberinfundibular, cujo papel funcional & suprimir a

liberagdo de prolactina (Jucaite, 2002).
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Figura 8: A) Principais vias dopaminérgicas. Cérebro humano.

Fonte: Neurociéncias: desvendando o Sistema nervoso, 2002
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B) O circuito de gratificagdo cerebral no homem: CPF, cértex pré-frontal; ATV, area

tegmentar ventral; NAcc, nucleo accumbens; TPP, nucleo tegmentar pedunculo pontino.

Fonte: Nature Reviews Neuroscience. The neurobiology of nicotine addiction: bridging the

gap from molecules to behavior. Laviolette, 2004.

1.4.2. Receptores Dopaminérgicos

Classificados quanto a localizagdo, propriedades bioquimicas e farmacoldgicas os

receptores dopaminérgicos dividem-se em duas familias: familia D4, na qual sao

incluidos D e Ds; e familia D,, formada pelos tipos D2 (longo e curto), D3 e D4. Suas

acgdes bioldgicas se diferenciam, principalmente, pelo tipo de proteina G a qual estéo

acopladas nos dominios intracelulares (Webster, 2001). A familia D1 esta acoplada a

proteina Gg e, portanto, estimula a adenil ciclase. A familia D, acopla-se a proteina

G;, inibindo a adenil ciclase (Cooper, 2003). A excecéao é feita ao tipo D3 que parece

nao se acoplar a proteina G. Seu mecanismo de acdo ainda ndo esta bem

determinado (Webster, 2001). Ao tipo D,, atribuem-se outras acdes fisiologicas
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importantes. Pode atuar, diretamente, na abertura de canais de potassio (efeito
hiperpolarizante) ou na inibicdo de canais de calcio voltagem-dependentes como
autorreceptores que vao diminuir a sintese e liberagdo da DA pelo terminal sinaptico
(Cooper, 2003).

Quando se considera a estrutura primaria dos receptores, ha diferencas entre todos
0os subtipos, porém, entre aqueles pertencentes a uma mesma familia, essas
diferengas sdo menores. Nos dominios transmembranicos, os receptores D1 e Dsséo
79% idénticos. Quando comparados a famila D,, esta semelhanca situa-se, em
torno, de 40%. Por outro lado, D3 e D4, séo, respectivamente, 75% e 51% idénticos a
D,. Nos dominios transmembranicos, ha, pelo menos, 21 residuos de aminoacidos
que diferenciam as duas familias. Essas diferengas influenciam no reconhecimento
de ligantes, sendo, portanto, responsaveis pelas diferencas farmacolégicas (Fig. 9).
A familia D1 apresenta alta afinidade pelo antagonista benzazepina, SCH23390,
enquanto que a familia D, apresenta alta afinidade por outro antagonista, a
espiperona (tabela 1) (Levesque et al., 1992). Esses fatos demonstram uma

semelhanga farmacologica entre os tipos de receptores de uma mesma familia.

- NHz

Extracallular

Intracaliular

Figura 9. Topologia molecular das familias de receptores D1 e D2. Linha pontilhada = D1. Linha

continua= D2.

Fonte: Neurotransmitters, drugs and brain function. Webster, 2001
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A tabela 1 demonstra os respectivos agonistas e antagonistas para diversos
sistemas de neurotransmissio s em diferentes subtipos de receptores.

Neurotransmissor Subtipos dos Receptores Agonistas Seletivos Antagonistas Seletivos
GABA A Muscimol Bicuculina
Isoguvacina Picrotoxina
THIP SR 95531
GABA GABA B Baclofen 2-hidroxi-s-Saclofen
Acido 3-Aminopropilfosfinico  |CGP 35348
CGP 55845
CPG 64213
Glicina aep B-Alamina; taurina Estricnina
Glutamato AMPA Quisqualato NBQX, LY215490
Aspartato KA Acido Domoico MK801; AP5; LY223053
NMDA a-Me-4-carboxifenilglicina
Nicotinico a-Bungarotoxina
Me-Licaconitina
Acetilcoling Muscarinico M1: Pirenzepina
M2: Metoctramina
M3: Hexahidrosiladifenidol
M4 Tropicamida
D1-5 D1: SKF 38393 D1: SCH 23390
Dopamina D2: Bromocriptina D2: Sulpirida;Espiperona
D3: 7-OH-DPAT

Fonte: Adaptado de GOODMAN & GILMANS The Pharmacological Basis of Therapeutics. Hardman,
2001

1.4.3. Receptores D, e CPF

Os receptores do tipo D, estdo presentes numa densidade pelo menos 20 vezes
menor no CPF do que o receptor do tipo D4 (Goldman-Rakic et al., 2000). Entretanto,
apesar de se apresentar numa menor densidade, os receptores D, parecem
contribuir para algumas fungbdes do CPF, sendo demonstrado em alguns estudos um
papel mediado pelo receptor do tipo D, no controle de aprendizagem motora
relacionada a tarefas de reforco (Vincent et al., 1993; Wang e Pickel, 2002).

No CPF de primatas os receptores D, estdo localizados em estruturas pré- e pos-
sinapticas (espiculas e dendritos) e em terminais axdnicos tanto excitatérios quanto
inibitorios. Estdo localizados em interneurdnios inibitérios gabaérgicos e células
excitatérias piramidais glutamatérgicas, que por sua vez se projetam para o estriado,

nucleo acumbente, ATV e outras (Steketee e Walsh, 2005).

A bromocriptina € um agonista de receptores do tipo D, com alta afinidade pelos

subtipos D, e D3. O quinpirole € um agonista com alta afinidade pelo receptor do tipo
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D, e o 7-OH-DPAT é agonista de receptores do tipo Ds;. Dentre os antagonistas,
destacam-se a racloprida e a sulpirida, com grande afinidade por D, e D3 comparada
a D4; e a clozapina (CZP) e o YM 43611, com alta afinidade por receptores do tipo
D4 (Webster, 2001).

1.5. Efeitos do etanol sobre o SNC

O etanol (ETOH), ou mais popularmente conhecido por alcool, € um depressor do
sistema nervoso central (SNC), apresentando um efeito ansiolitico assim como
barbituricos e benzodiazepinicos. Seu uso pode produzir uma extraordinaria
diversidade de efeitos comportamentais no homem e também em animais, incluindo
desinibigdo comportamental, alteragcées de visdo e equilibrio, lentificagcdo do tempo
de reacgdo, disforia e prejuizos evidentes sobre a aprendizagem e memdria
(Macieira, 1996; Adams et al., 1997; Fleming, et al, 2001).

O uso crbnico esta relacionado ao desenvolvimento de uma desordem denominada
Alcoolismo ou Sindrome de Dependéncia ao Alcool (SAD), caracterizada pelo
consumo repetido de etanol em quantidades progressivas acompanhado quase
sempre de tolerancia, dependéncia e avidez pelo alcool. Trata-se de uma doencga na
qual seu uso cronico leva a atrofia cerebral pela perda de substancia branca e
cinzenta (Kril e Halliday, 1999), os lobos frontais séo particularmente mais sensiveis
ao dano pelo alcool contribuindo assim para os déficits de fungdo cognitiva e de
discernimento observados em alcoolistas (Fleming, et al, 2001).

Existem varias teorias sobre os mecanismos de agao do ETOH no sistema nervoso
central, sendo todas plausiveis, mas pouco fundamentadas. O ETOH age sobre a
permeabilidade das membranas celulares e a maioria dos sistemas de
neurotransmissao. O correto seria dizer que o ETOH exerce seu efeito depressor

nao apenas por um efeito isolado, mas pela juncao de todas essas alteragoes.

A molécula do ETOH deve suas propriedades hidrofilicas ao seu grupamento
hidroxila enquanto sua porcdo hidrocarboneto fornece algumas de suas
propriedades lipofilicas (Tabakoff & Hoffman, 1992). Esta capacidade de solubilidade

em agua e lipidios é a propulsora maior da hipétese que atribuiu os efeitos do ETOH
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no SNC a um mecanismo de acao envolvendo a perturbacdo da bicamada lipidica

da membrana celular.

Varias evidéncias indicam que o ETOH age sobre o sistema do acido y-aminobutirico
(GABA), aparentemente através de um sitio alostérico. Sua agdo parece modular o
complexo-receptor GABA, potencializando o efeito hiperpolarizante do GABA (em
baixas doses) ou atuando diretamente na abertura de canais de ion cloreto (em
doses elevadas). Importantes dados bioquimicos, eletrofisiolégicos e
comportamentais sugerem o receptor GABAA como um importante alvo para as
acdes in vivo do etanol. Esta acdo estaria implicada nos efeitos ansioliticos e
sedativo/hipnéticos do ETOH (Tabakoff & Hoffman, 1992; Macieira, 1996; Edwards
et al., 1999).

O ETOH também parece inibir a acdo do glutamato sobre os receptores N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) e Cainato através de provaveis sitios alostéricos (Weiner et al,
1999). A neurotransmissdo glutamatérgica esta envolvida em diversos processos
cognitivos, com destaque para a formagéo e consolidagdo de novas memorias. De
fato, estudos neuropsicofarmacoloégicos mostraram que os efeitos de prejuizo do
alcool sobre a memoaria operacional foram revertidos com o0 uso da memantina um

antagonista parcial de receptores NMDA no CPFm (Fiorin, 2007)

Além desses, o ETOH parece afetar varios outros sistemas de neurotransmissao.
Existem, por exemplo, evidéncias que apontam para a modulagdo serotoninérgica
sobre os efeitos do alcool. De fato, estudos eletrofisiolégicos demonstram um
aumento funcional do receptor 5-hidroxitriptamina (5-HT) do tipo 5-HT3 induzido pelo
etanol envolvido nos seus efeitos reforgadores (Lovinger, 1999). O sistema
noradrenérgico parece envolvido com uma aparente diminuicdo de turnover de
noradrenalina no cérebro. Ha também evidéncias do envolvimento de receptores
nicotinicos e outros tipos de canais idnicos nos efeitos do ETOH (Tabakoff &
Hoffman, 1992; Fleming, et al, 2001). E, ha também um importante envolvimento do
sistema dopaminérgico nos efeitos do ETOH, que sera abordado no item que se
segue, juntamente com a implicacdo deste sistema na modulacdo da memdria

operacional no CPF.
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1.6. Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico, Meméria

Operacional e o Alcool

O sistema dopaminérgico tem recebido especial atengdo devido ao seu papel no
circuito de gratificacdo cerebral (Balfour et al., 1998). Experimentos utilizando o
bloqueio da fungdo dopaminérgica, por lesbes com hidroxidopamina ou através de
antagonistas dos receptores dopaminérgicos, demonstram que a DA esta envolvida
nos efeitos comportamentais que reforcam o uso de drogas (Di Chiara, 2000). Varias
areas cerebrais participam do controle destas ac¢des, incluindo o CPF, o qual recebe
aferéncias dopaminérgicas da area tegmentar ventral (ATV). Esta via, como vimos
anteriormente, faz parte do circuito mesocorticolimbico, envolvendo ainda a
amigdala e o nucleo accumbens (Peters et al., 2000; Abekawa et al., 2000). Muitas
drogas que produzem dependéncia como os opiaceos, a nicotina, o etanol e a
cocaina, aumentam a liberagdo de dopamina no nucleo accumbens e também no
CPFm (Fadda et al.,1985).

As estruturas do circuito de recompensa cerebral, como o CPFm, o Nacc e a ATV
parecem ser particularmente vulneraveis aos efeitos do ETOH (Tabakoff e Hoffman,
1992; Di Chiara, 1995), sendo levados a um estado de hiperdopaminergia (Fadda et
al., 1985).

Como ja mencionado, o CPF é o sitio anatdbmico para o processamento da memoria
operacional, e a via dopaminégica mesolimbocortical apresenta grande importancia
em suas fungdes cognitivas, demostrando que a DA exerce um papel critico na
modulagcdo de suas fungbes inclusive da memdéria operacional (Solowij, 1998;
Iversen, 2000). Portanto, o efeito de prejuizo da memaria operacional produzido pelo
ETOH poderia envolver diretamente a atividade da DA no CPF.

Estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram que o haloperidol, um
antagonista DAérgico D¢/D,, exacerbou os efeitos de prejuizo da memdria
operacional apos testes com retardos de 1 hora produzido pelo ETOH quando
administrado diretamente no CPFm (Oliveira e Nakamura-Palacios, 2003). A
administracao prévia de SCH 23390 e SKF 38393, antagonista e agonista DAérgico
de receptores do tipo D4, respectivamente, quando administrados diretamente no
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CPFm reduziram significativamente os efeitos de prejuizos sobre a memoria
operacional produzidos pelo ETOH apds retardo de 1 hora (Galvao, 2005) sugerindo
uma participacdo do sistema DAérgico na modulagdo do prejuizo da memodria

operacional produzido pelo ETOH.

Tendo em vista os resultados encontrados em nosso laboratério citados no
paragrafo anterior, foram levantadas algumas duvidas sobre a agao dos receptores
dopaminérgicos D, na modulagdo da memdéria operacional e no efeito do prejuizo do
etanol sobre esta. De posse desses resultados resolvemos investigar entdo a fungéo
dos receptores D, no CPFm de roedores.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

e Investigar a modulagdo dopaminérgica, via receptores do tipo D2, nos efeitos

do etanol no cortex pré-frontal medial (CPFm) sobre a memaria operacional

de ratos.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Investigar os efeitos agudos de diferentes doses do antagonista seletivo de

receptores D2, Sulpirida, administrado IC sobre os efeitos de prejuizo de

desempenho produzido pelo alcool IC em testes com retardos de 1 h no
labirinto radial de 8-bragos.

e Investigar o efeito de repetidas doses (doses diarias) do antagonista seletivo
D,, sulpirida, administrado IC sobre os efeitos de prejuizo de desempenho
produzido pelo alcool IC em testes e com retardos de 1 h no labirinto radial de

8-bracos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados 31 ratos Wistar machos com peso inicialmente variando entre 210 -
270g provenientes da colbnia do Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias
Fisiolégicas — Centro de Ciéncias da Saude — UFES. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, em uma sala com temperatura controlada com ciclo claro-escuro
natural de aproximadamente 12 horas. Tiveram livre acesso a agua e acesso restrito
a alimentacao, sendo mantidos sob privagao alimentar parcial, de modo a manté-los
com o peso corporal em aproximadamente 80 — 85% do seu peso inicial, sendo o

mesmo ajustado ao crescimento.

3.2. Drogas

e Sulpirida ([t]-N-1-[Etilpirrolidina-2-ilmetil)-2-methoxi-5-sulfamoilbenzamida)
(Sigma-Aldrich, Inc., SL, EUA), um antagonista seletivo de receptores do tipo
D,, diluido em &acido cloridrico (HCI) 0,05 molar (M), nas concentragdes de
0,64, 2,0 ou 6,4 mg/ml para administragées IC nas doses de 0,32, 1,0 ou 3,2

ug, respectivamente.

e Alcool etilico (ETOH), absoluto pré-andlise (Jand Quimica IND. COM.
LTDA., Sao Paulo, SP, Brasil) diluido em agua destilada, v/v, na concentragao
de 200 mg/ml para as administra¢des intracorticais (IC) na dose de 100 pg.

e Solugao fisiolégica a 0,9% (SAL), solugéo controle para o ETOH.

e HCI 0,05 M, solucao controle para a sulpirida.

Todas as solugdes foram mantidas sob refrigeracao a 4°C apds as diluigcdes.
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3.3. Labirinto Radial de 8 Bragos

Montado sobre uma armacao de madeira compensada revestida de formica branca e
sustentado por um suporte de metal a 100 cm do assoalho o LR-8 é construido em
acrilico transparente, possuindo uma area central de base octogonal com 33 cm de
diametro, de onde partem 8 bragos simétricos e removiveis com 70 cm de
comprimento, 10 cm de largura e paredes laterais de 4 cm de altura (Fig. 10). No
final de cada brago estdo fixados receptaculos de acrilico preto com 11 cm de
comprimento, 5 cm de largura e 3 cm de profundidade para colocagédo do reforgo
(pedagos de amendoim). A plataforma central € constituida, em suas margens, de
paredes de acrilico transparente de 30 cm de altura, nas quais encontram-se portas
deslizantes em forma de guilhotina que permitem o acesso aos bragos. As portas
estdo presas a fios de nylon que ficam sob o controle do examinador, o qual
encontra-se a distancia do labirinto para abertura e fechamento das mesmas. Placas
de acrilico transparente com 20 cm de altura estdo fixadas na entrada das portas

para evitar que o animal atravesse de um brago a outro.

O labirinto radial de 8 bracos

Figura 10 — Fotografia do labirinto radial de 8 bragos. No canto superior direito o animal encontra-se

no final de um dos bragos do labirinto para a obtengéo do reforgo (amendoim).
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Neste estudo, a versdo de labirinto radial utilizada para a avaliagdo de memodria
operacional foi a espacial. Por isso, no local onde se encontrava o labirinto foram
colocados estimulos visuais distais fixos (figuras, armarios, mesa, etc.) que

favoreciam a orientagao espacial do animal.

3.4. Aquisicao da Tarefa

Os animais foram submetidos a sessbes de treinamento no LR-8 sob privagao
parcial de alimento como mencionado anteriormente, para possibilitar a aquisigao
das tarefas no decorrer dos treinos. Os pesos foram ajustados de acordo com o

desempenho do animal nas seguintes fases para aquisigao da tarefa:

Fase | — Os animais foram colocados no centro do labirinto com todas as portas
abertas para exploracao e adaptacdo no ambiente durante 10 minutos por dois dias

consecutivos.

Fase Il — Pedagcos de amendoim (reforgo) foram colocados nos receptaculos nos
finais dos bragos. Essa fase perdura até que o animal encontre o refor¢co nos

receptaculos.

Fase Ill - Uma vez que o animal localizou o refor¢o, o mesmo foi colocado no centro
do labirinto com todas as portas abertas. Apds entrar em um dos bragos, a porta que
permitia 0 acesso aquele brago foi fechada e o animal colocado novamente no
centro do labirinto com livre acesso aos outros bracos. Esta fase termina quando o
animal percorre todos os bragos em até 10 minutos.

Fase IV — E a fase de aquisicdo da tarefa propriamente dita, onde o animal aprende
a entrar em cada braco apenas uma vez. Todas as portas foram abertas a cada
recolocagdo do animal no centro do labirinto. O mesmo deveria aprender a visitar
cada um dos bragcos apenas uma unica vez em cada sessao. Considerou-se erro de
desempenho a repeticdo de um brago ja visitado pelo animal. Os animais foram

treinados até atingirem o critério de 0 a 1 erro por sessdo, nas ultimas 3 sessdes de
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treinamento. Foram requeridas 10 sessdes, no minimo, para possibilitar a analise da

aprendizagem de cada animal.

Fase V - Nesta fase, ainda para aquisicdo da tarefa no labirinto radial, foi
introduzido um intervalo de 5 segundos (periodo de retardo) entre 0 4° e o 5° bragos
visitados (Fig. 11). Para este procedimento, 4 portas eram abertas aleatoriamente,
permitindo a entrada do animal e o alcance do reforgo ao final de cada braco.
Denomina-se este periodo de primeira corrida ou pré-retardo. Apds o intervalo de
5 segundos (retardo), durante o qual o animal permanecia em sua gaiola-casa,
retornava-se com o mesmo novamente para o centro do labirinto onde |he era
permitido o acesso a todos os bragos. O reforgo encontrava-se apenas nos bragos
que ainda né&o tinham sido visitados pelo animal. Este periodo € denominado de
segunda corrida ou pés-retardo. Os animais foram treinados até atingirem o
critério de 0 a 1 erro por sessao no pré- e/ou no poés-retardo, por 3 sessdes

consecutivas, durante, no minimo, 6 sessoes de treinamento.

Pré-Retardo Pos-Retardo

Retardo

Bracos Fechados

Figura 11 - llustragdo da fase V do treinamento, com a interposigédo de retardo (5 s) entre 0 4° e 0 5°
bragos. R= refor¢co (pedaco de amendoim) No presente estudo os retardos de 5 segundos foram
empregados apenas na aquisi¢ao da tarefa com retardo. Um retardo longo, como o de 1 hora foi
empregado nas sessdes de testes com drogas, procurando examinar uma memdaria operacional de

longa duragao.

Fonte: Modificado de J Neurosci, Selective roles for hippocampal, prefrontal cortical, and ventral
striatal circuits in radial-arm maze tasks with or without a delay. Floresco, 1997.



39

3.5. Cirurgia Estereotaxica

Uma vez atingido o critério de aprendizagem, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para implante de canulas bilaterais no cértex pré-frontal medial
(CPFm).

Inicialmente os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (10%) por via
intraperitoneal (400 mg/kg). Apds a tricotomia da por¢ao superior da cabega os
animais eram fixados no aparelho estereotaxico (Modelo 51600, Stoelting, USA). A
seqguir, realizava-se anestesia local subcutdnea de 0,2 ml de lidocaina a 1% com
epinefrina uma vez formado o botdo anestésico, este era retirado expondo a calota
craniana na altura do bregma. Apds limpeza e secagem da area exposta, 4 orificios
eram feitos na superficie 6ssea (2 no osso frontal e 2 no osso parietal) com o auxilio
de uma mini-furadeira (Dremel multipro + kit, Stoelting, IL, USA) para a fixagédo de 4
parafusos de metal, que serviam para a ancoragem da proétese cirurgica. Em
seguida, o cranio era posicionado de modo que bregma e lambda ficassem no plano
horizontal e implantava-se canulas bilaterais de 2 mm de comprimento (Plastics One,
26 GA, VA, USA) nas coordenadas + 2,5 mm AP, +-1 mm L e — 2,0 mm V em
relacdo ao bregma de modo a se localizarem no CPFm. Apds limpeza e secagem, o
campo cirurgico era preenchido com resina acrilica auto-polimerizavel de secagem
rapida (polimero de metilacrilato, JET, Sado Paulo, SP, Brasil) soldando as pegas
numa protese soélida. Foram colocados pinos de protecdo interna e externa nos

orificios das canulas implantadas (Fig. 12).

Ao término da cirurgia os animais receberam 24000 Ul (0,2ml) de penicilina G
benzatina via intramuscular, permanecendo em uma camara aquecida por uma
lampada até se recuperarem da anestesia. A seguir eram transferidos para gaiolas

individuais onde permaneceram até o final do protocolo experimental.

Apos aproximadamente 3 dias de recuperagdo os animais voltaram as sessodes
diarias de treinamentos no labirinto radial de 8 bracos para retorno a linha de base
comportamental, ou seja, 0 a 1 erro por sessao, tanto no pré- como no pds-retardo,

em 3 sessoes consecutivas.
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Figura 12 - Cirurgia estereotaxica para o implante de canulas bilaterais no CPFm. a) Animal fixo no
estereotaxico; b) regido do Bregma, com marcagao dos pontos (B: + 2,5 mm A e +/- 1 mm L); ¢) da
esquerda para a direita: protetor externo, protetor interno e canula bilateral; d) canula bilateral

implantada com trepanacao de 4 pontos.

3.6. Administracao Intracortical de Drogas

Em vista da realizagdo anterior de curvas dose-efeito de administragdes
intracorticais, com diferentes doses de etanol, seguindo um padrao logaritmico de
doses, foi possivel verificar um efeito de prejuizo em um padrédo de curva em U
invertido, sendo a dose de 100 ug a de efeito de prejuizo maximo do desempenho
de testes com retardos, especialmente o de 1 hora, possibilitando sugerir o
envolvimento do CPFm nos prejuizos do etanol sobre a memoria operacional de
longa duragao (Oliveira e Nakamura-Palacios, 2003; Galvao, 2005). Por esta razao

no presente estudo foram escolhidos a dose de 100 ug do etanol e a tarefa com
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retardo de 1 hora no labirinto radial para a realizagdo de todos os experimentos que

serdo descritos a seguir.

As administragdes IC foram realizadas através de um injetor bilateral de 1,0 cm de
comprimento acoplado a um sistema de infusdo composto por 1 conector constituido
de 2 cénulas de polietileno (PE 50), 2 seringas Hamilton de 10 pl (Stoeling 53431,
CO, IL, EUA) e 1 bomba de infusdo continua (Stoeling CO., IL, EUA), na qual as
seringas estavam fixadas. Para as micro-infusdes das drogas, as extremidades do
injetor bilateral deveriam atingir -2,7 mm V ao Bregma, desta forma, deveria
estender-se em 0,7 mm das extremidades da canula bilateral ja implantada no
CPFm, de modo a evitar o refluxo das drogas para o interior das canulas e garantir

que a droga difundisse no tecido neural.

O volume de administragdo das drogas foi de 0,5 pyl em cada lado do CPFm,
infundidos durante 90 segundos, permanecendo o animal conectado ao sistema de

infusdo por mais 90 segundos para melhor difusdo da droga.

A avaliagdo dos animais no LR-8 ocorreu da seguinte forma: apds os 5 minutos da
administragcado IC o animal era submetido a primeira corrida ou pré-retardo com a
abertura aleatéria de 4 portas. Ao terminar esta fase, o animal era recolocado em
sua gaiola-casa, onde permanecia durante 1 hora. Apds este retardo, era devolvido
ao centro do LR-8 com as 8 portas abertas para a avaliacio da memoria
operacional. Os bragos visitados, os erros e o tempo gasto no pré- e pos-retardo de

1 h foram anotados para posterior analise.

3.7. Experimentos

3.7.1. Experimento | - Efeitos da Combinagao Aguda do Antagonista D2 Seletivo

Sulpirida e Etanol sobre a Memoéria Operacional Espacial de Ratos

Durante o protocolo de administragdo aguda foram utilizados 11 animais (n = 11). Os
animais foram submetidos a 8 combinagdes de drogas de forma semi-aleatéria para

realizagcao da curva dose-efeito. Para que ndo houvesse um unico seqlenciamento
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de combinagdes, foi empregado um contrabalanceamento parcial determinado por
método de quadrado latino padrdo incompleto, possibilitando, desta forma, que cada
animal fosse submetido a uma ordem individual de combinag¢des no decorrer do
experimento (Mackenzie, 2002). Este procedimento também foi empregado para
compensar as possiveis interferéncias entre as combinagdes e minimizar o efeito de

aprendizagem dos animais no decorrer do procedimento com retardos de 1 h.

Os ratos receberam as infusdes intracorticais (IC) contendo as drogas diretamente
na regido do CPFm, sendo submetidos a uma unica sessdo de administracdo de
drogas por semana, escolhidos, de preferéncia, 0 mesmo horario e dia da semana.
Como mencionado anteriormente, os efeitos das drogas foram examinadas em
testes com retardos de 1 h. Nos intervalos entre as administragcdes de drogas, era
sempre realizada uma sesséo inter-droga com retardo de 5 s para verificar se havia
algum efeito residual da droga sobre o desempenho do animal, e também para
manter a linha de base comportamental. Sé estariam aptos a uma nova
administracdo de drogas aqueles que mantivessem o critério de 0 a 1 erro por

sessao na sessao inter-droga.

Sendo assim, os animais previamente treinados no LR-8, ja com céanulas bilaterais
implantadas no CPFm, receberam administragdes agudas de Sulpirida (0,32 ug; 1
Mg; 3,2 ug) ou HCI 0,05M seguidas, 10 minutos depois, de ETOH na dose de 100 pg
ou SAL. Cinco minutos apds a ultima administracdo, os animais foram submetidos a

testes com retardos de 1 h no labirinto radial.

3.7.2. Experimento Il - Efeitos das Administragoes repetidas do Antagonista D,
Seletivo, Sulpirida, sobre os Efeitos do Etanol sobre a Memoéria Operacional

Espacial de Ratos

Neste protocolo, os animais receberam infusdes intracorticais (IC) de sulpirida 1 pg
ou HCI 0,05 M diretamente no CPFm uma vez por dia durante quatro dias
consecutivos. Apds a ultima administragao, os animais receberam administragdes IC
agudas (desafios) de SAL ou ETOH 100 pg no terceiro dia e a seguir a intervalos de

4 dias (dias sete, onze e quinze).
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Durante o periodo de administragcdo de sulpirida ou HCI 0,05 M os animais apenas
recebiam a infusdo das drogas IC e logo apds eram devolvidos a sua gaiola. Nos
desafios agudos, apés a administragdo IC de SAL ou ETOH, eram esperados 5
minutos e 0s animais eram levados ao LR-8 para realizarem o pré-retardo e apés 1 h
0 pos-retardo. Os erros e o tempo gasto no pré- e pds-retardo de 1 h foram anotados

para posterior analise.

Para este protocolo de administragdes repetidas do antagonista D, foram utilizados

22 animais (n= 22), divididos em quatro grupos independentes:

Grupo | - HCI/SAL (n = 5):

- Os animais receberam administragdo IC de HCI 0,05 M durante 4 dias e no
decorrer do 3° 7° 11° e 15° dias recebeu desafios |IC de SAL. Neste grupo foi
realizado um desafio com ETOH 100 ug no 16° dia com a intengéo de se verificar a
ocorréncia de aprendizagem dos testes com retardo de uma hora durante as

administragdes.

Grupo Il - HCI/ETOH (n = 6):
- Os animais receberam administragcao IC de HCI 0,05 M durante 4 dias e no
decorrer do 3°, 7°, 11° e 15° dias desafios IC de ETOH 100 pg.

Grupo Il — Sulpirida/SAL (n= 5):

- Os animais receberam administracdo IC de Sulpirida 1ug durante 4 dias e no
decorrer do 3°, 7°, 11° e 15° dias desafios IC de SAL. Neste grupo foi realizado um
desafio com ETOH 100 yg no 16° dia também com a intengdo de se verificar a
ocorréncia de aprendizagem dos testes com retardo de uma hora durante as

administracoes.

Grupo IV — Sulpirida/ETOH (n= 6):
- Os animais receberam administragdo IC de Sulpirida 1 pyg durante 4 dias e no
decorrer do 3°, 7°, 11° e 15° dias desafios IC de ETOH 100ug.

A dose escolhida da sulpirida de 1 yg para este protocolo baseou-se nos resultados
do experimento anterior (Experimento |) de administragbes agudas, no qual foi
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observado que esta foi uma das doses do antagonista D, que reduziu

significativamente o efeito de prejuizo do alcool sobre a memaoria operacional.

3.8. Histologia

Apds completarem o protocolo de drogas, os animais foram anestesiados com
hidrato de cloral a 10% IP e submetidos a administracéo IC de azul de metileno a 1%
(Biotec, PR, Brasil) no CPFm, semelhante a administragdo das drogas. Em seguida,
receberam uma dose mais elevada do anestésico para a perfusao intracardiaca com

solugdo salina e, posteriormente, solugdo de formaldeido a 8%.

Os encéfalos foram retirados e conservados em solucado de formaldeido a 8%, por,
no minimo, 48 horas. Os mesmos foram seccionados em cortes de
aproximadamente 80-100 um de espessura em um vibratomo (Série 1000 Plus —
sistema de secgéo tecidual — St. Louis, MO, EUA). As |aminas obtidas foram coradas
com vermelho neutro e a localizagdo das canulas foi feita através da visualizacdo em
um microscopio Optico assinalada em diagramas do Atlas de Paxinos & Watson
(1986).

3.9. Analise dos Resultados

Os pesos corporais, o numero de erros cometidos e o tempo gasto em cada brago
foram analisados durante o treinamento e o protocolo de administracéo IC. A analise
do numero de erros cometidos foi realizada através da entrada do animal em bracgos
ja visitados numa mesma sessao de treinamento, enquanto a analise de tempo
gasto em cada bracgo foi avaliada pela relagéo entre o tempo total de permanéncia

no labirinto (em segundos) e o numero de bragos visitados naquela sess&o.

Os pesos (gramas), os dados de desempenho (erros) e os de tempo de
permanéncia nos bragos (em segundos) foram representados pela média * erro

padrdo da média (e.p.m.).
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Na fase de aquisicdo das tarefas no labirinto radial, todos os animais foram
submetidos a uma ordem crescente de sessdes de treinamento tanto na fase IV (10
sessdes) quanto na fase V (6 sessbes). Desta forma, para as analises da
aprendizagem e do tempo gasto nestas fases foram empregas analises de variancia
(ANOVA) de uma via para medidas repetidas seguidas de teste de Fisher para
localizagdo das diferengas estatisticamente significantes. Como analise
complementar, também foram empregadas analises de regressao linear,
considerando todos os dados coletados, complementados pela anélise de variancia

da curva.

Para analise dos resultados coletados no Experimento |, foi empregada ANOVA de
uma via para medidas repetidas seguidas do teste de Fisher para comparagdes
multiplas e determinagao das diferengas estatisticamente significantes, considerando
gue a maior parte dos animais (amostra dependente) foram submetidos as diferentes
combinag¢des (um fator), ainda que fosse dado um intervalo de 7 dias entre as
administragcdes e que a ordem das combinagdes tivesse sido determinada por um

quadrado latino.

Para andlise entre os diferentes grupos experimentais (entre-grupos) dos resultados
coletados no Experimento Il foi empregado ANOVA de uma via para amostras
independentes seguida do teste de Fisher para comparagdes multiplas e
determinacado das diferengas estatisticamente significantes. Para a analise intra-
grupo, ou seja, entre os desafios (administracbes) agudos realizados no 3°, 7°, 11° e
15° dias em um mesmo grupo, foi realizado ANOVA de uma via para medidas
repetidas seguida do teste de Fisher para comparagdes multiplas e determinagao

das diferengas estatisticamente significantes.

Na comparacao das administracdes de ETOH IC feitas em duas amostras no 16° dia
foi empregado um teste t de student para amostras independentes.

Para todas as analises estatisticas foi empregado um nivel minimo de significancia
com o P valor < 0,05 (Motulsky, 1995).

Foram utilizados os programas GB Stat versdo 6.5 e GraphPad Prism versao 4.0

para as analises estatisticas e representagao grafica.
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4. Resultados

4.1. Localizagao das canulas

Os sitios cerebrais de implantagdo das canulas, marcados com azul de metileno 1%,
estdo ilustrados em diagramas extraidos do Atlas de Paxinos e Watson (1986), como

demonstrado abaixo na figura 13.
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Figura 13 — Cortes coronais do cérebro de rato.

A - Nota-se que as canulas localizaram-se predominantemente na area Cg1 do cingulado anterior, que
constitui parte importante do CPFm em roedores.

B - Fotografia das fatias cerebrais coradas em vermelho neutro ilustrando as localiza¢des bilaterais das

canulas destacadas pelo azul de metileno.
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4.2. Aquisicao da tarefa

4.2.1. Fase IV - sem Periodo de Retardo:

A fase IV é a fase de aquisicao da tarefa propriamente dita, onde o animal aprende a
entrar em cada brago apenas uma vez. Todos os animais (n = 31) apresentaram
melhora gradativa do desempenho no decorrer das ultimas 10 sessdes de
treinamento. A analise de regressao linear demonstrou uma diminuicdo progressiva
do numero de erros até a ultima sessao, atingindo o critério pré-estabelecido para
aprendizagem [Y= 2,53 — 0,24 X; r = -0,85; F(1,8) = 47,3; P = 0,0001] (Fig.14). A
ANOVA de 1 via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes na comparagao do numero de erros entre as sessdes de treinamento
[F(9,171) = 5,46; P < 0,0001]. O teste de Fisher detectou diferenga na sessao 4 (P <
0,05) e nas sessbes 6, 7, 8, 9 e 10 (P < 0,01) quando comparadas a primeira

sessao.
Aquisicao da Tarefa
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Figura 14. Média de erros + e.p.m. dos animais (n = 31) nas 10 ultimas sessdes de treinamento na
fase IV no labirinto radial. ++++ P= 0,0001 (Anélise de Regressao Linear). * P < 0,05 e ** P < 0,01

quando comparada a primeira sessao (Teste de Fisher).
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No tempo gasto em cada brago visitado na fase de aquisigdo da tarefa, a ANOVA de
1 via para medidas repetidas detectou diferengas estatisticamente significantes entre
as sessobes de treinamento [F(9,180) = 2,87; P = 0,0034]. O teste de Fisher detectou
diferenga no tempo gasto nas sessdes 3,4 e 5 (P <0,05) e nas sessbes 6,7,8,9 ¢

10 (P < 0,01) quando comparadas a primeira sesséo (Tab. 2).

Tabela 2. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. em cada brago visitado nas ultimas 10 sessdes

de treinamento da fase IV (n = 31). *P < 0,05 e **P < 0,01 quando comparada com a primeira sessao.

Tempo gasto em cada brago

Sessoes Média + e.p.m Sessoes Média * e.p.m
1 16,05 + 2,85 6 13,68 £ 0,64**
2 14,55 + 1,32 7 12,93 + 0,80**
3 15,26 + 1,59* 8 12,90 + 0,64**
4 13,73 £ 1,07 9 12,18 £ 0,61**
5 13,85 + 0,99* 10 11,95 + 0,63**

4.2.2. FaseV - Com Retardo de 5 s:

Esta é a ultima etapa da aquisi¢do da tarefa. Os animais também devem atingir um
bom desempenho (0 a 1 erro) nas ultimas 3 sessdes de treinamento, tanto no pré-
retardo quanto no pdés-retardo, no minimo em 6 sessdes, como pré-requisito para o

aprendizado na fase V.

A anadlise de regressao linear demonstrou que houve diminuigdo progressiva do
numero de erros no poés-retardo no decorrer das ultimas 6 sessoées [Y = 0,98 — 0,15
X; r = 0,90; F(1,4)= 40; P= 0,0032] (Fig.15 a direita). A ANOVA de 1 via para
medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente significantes no numero de
erros entre as sessoes de treinamento no pos-retardo [F(5,125) = 2,91; P = 0,016]. O
teste de Fisher detectou diferenga no numero de erros na sesséo 4 (P < 0,05) e nas
sessdes 5 e 6 (P < 0,01) quando comparadas a primeira sessao (Fig.15 a direita).
Ndo houve diferengcas estatisticamente significantes entre as 6 sessbes no

desempenho do pré-retardo (Fig. 15 a esquerda).
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Figura 15. Média de erros + e.p.m. dos animais (n = 31) antes (pré-retardo) e apds (pds-retardo) os

retardos de 5 s nas sessdes de treinamento da fase V para aquisi¢cdo das tarefas no labirinto radial de

8-bragos. +++ P = 0,0032 (Analise de Regresséo Linear). * P< 0,05 e ** P < 0,01 quando comparada

a primeira sessao (Teste de Fisher).

Nao houve diferengas estatisticamente significantes no tempo gasto em cada brago

no decorrer das 6 sessdes de treinamento que antecederam a cirurgia estereotaxica

(Tab. 3).

Tabela 3. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. pelos animais (n = 31) em cada brago visitado
no pré- e pos-retardo de 5 s no decorrer das ultimas 6 sessfes de treinamento na fase V.

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

Sessoes

Pré-Retardo

Pos-Retardo

1

(2NN ) B L A \]

11.75 £ 0.92
11.50 + 1.08
11.38 £ 1.12
11.88 + 1.07
12.50 +1.02
11.88 +0.58

11.00 £ 0.75
10.75+0.85
10.78 + 0.81
11.25+0.79
10.38 + 0.68
11.23 + 0.96
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4.3. Pesos corporais durante as fases de treinamento

Antes do inicio do treinamento, a medida dos pesos corporais foi realizada para
obtencao do peso inicial de cada animal. Os animais foram pesados semanalmente
ao longo de todo o protocolo experimental, com o objetivo de que os mesmos

mantivessem um peso corporal minimo entre 80 e 85 % do peso inicial.

Os animais foram mantidos abaixo do peso inicial nas fases de | a IV, especialmente
na fase lll, imediatamente anterior ao processo de aprendizagem propriamente dita,
quando a privagao de alimentos € intensificada, pois o grau de motivagédo é crucial
para que a mesma ocorra satisfatoriamente. Uma vez adquirido o desempenho de
uma unica entrada em cada brago em cada sessdo, a privagao era diminuida e os

animais voltavam a adquirir peso de acordo com a idade.

Este aumento progressivo dos pesos corporais, ainda que sob privagdo parcial de
alimento, é esperado, e mesmo desejado, de acordo com a curva de crescimento

dos animais.

A ANOVA de 1 via para medidas repetidas detectou diferengas estatisticamente
significantes na comparagdo dos pesos corporais entre as fases de treinamento
[F(5,125)= 35,6; P < 0,0001]. O teste de Fisher demonstrou que a perda de peso
ocorrida na fase | (P < 0,05) e fases Il, Ill, IV (P < 0,01) foram estatisticamente
significantes em relacao ao peso inicial (Fig.16).

Na ultima fase do treinamento (fase V), os animais eram retirados da privagao e
ganhavam peso no decorrer das sessbes para serem submetidos a cirurgia

estereotaxica sem riscos adicionais.
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Figura 16. Média dos pesos corporais (g) * e.p.m. antes do inicio do treinamento (peso inicial) e nas
5 fases de treinamento que antecedem a cirurgia estereotaxica. * P < 0,05 e ** P < 0,01 comparado

ao peso inicial (Teste de Fisher).

4.4. Experimentos

4.4.1. Experimento | - Efeitos da Combinagao Aguda do Antagonista D2 Seletivo

Sulpirida e Etanol sobre a Memoéria Operacional Espacial de Ratos

A ANOVA de 1 via para medidas repetidas detectou diferengas estatisticamente
significantes entre as combinacgdes [F(7,91)= 4,75; P= 0,0001] no desempenho do
pos-retardo de 1 h (Fig.17, a direita). O Teste de Fisher para multiplas comparagbes
demonstrou que a administragdo IC aguda das combinagdes de HCI 0,05 M e ETOH
100 pg e de Sulpirida 3,2 ug e ETOH 100 pg apresentaram significativamente (P <
0,01) maior numero de erros apds o retardo de 1 hora comparada ao tratamento
controle (HCI 0,05 M e SAL) (Fig. 17, a direita).

A combinagao de Sulpirida 0,32 uyg e ETOH 100 pg e de Sulpirida 1 ug e ETOH 100
Mg, apresentaram significativamente (P < 0,01 e P < 0,05, respectivamente) menor
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numero de erros apos o retardo de 1 hora quando comparados aos tratamentos de
HCI 0,05 M e ETOH 100 pg e de Sulpirida 3,2 uyg e ETOH 100 ug (Fig. 17, a direita).

Observe-se que as doses de Sulpirida (0,32, 1, 3,2 ug) combinadas a SAL néo
apresentaram efeito “per se” sobre o desempenho dos testes com retardos de 1 h,
quando comparados ao controle HCI 0,05 M e SAL, tanto no pré- (Fig. 17, a

esquerda) quanto no pos-retardo (Fig. 17, a direita).

Média de erros + e.p.m.

pré-retardo pos-retardo
. b "
g .
%
ol == 1= %
HCI S0.32 S1 S3.2 HCI S0.32 S1 S3. HCI S0.32 S1 S3.2 HCI S0.32 S1 S3.2
SAL ETOH 100 pg SAL ETOH 100 png

Figura 17. Efeitos das combinag¢ées de Sulpirida (0,32, 1, 3,2ug) ou acido cloridrico 0,05 M (HCI) com
o etanol (ETOH) 100 pg ou SAL, ambos administrados no cértex pré-frontal medial, sobre o
desempenho antes (pré-retardo) e apds (pos-retardo) o retardo de 1 hora no labirinto radial de 8-
bracos (n = 11). ** P < 0,01 comparado ao tratamento controle de HCl e SAL. " P < 0,05 comparado a
combinagdo de HCl e ETOH 100 ug e de Sulpirida 3,2 ug e ETOH 100 ug, e, " P < 0,01 comparado
a combinacédo de HCl e ETOH 100 ug e de Sulpirida 3,2 yg e ETOH 100 yg (ANOVA de 1 via para

medidas repetidas seguida do Teste de Fisher ).

Note-se que ndo houve diferengas estatisticamente significantes no desempenho
antes dos retardos (pré-retardo) na comparagao entre as combinagbes de drogas
(Fig. 17, a esquerda).

O tempo gasto em cada brago antes e apdés o retardo de 1 hora durante as

administracdes esta representado na Tabela 4. A ANOVA de 1 via para medidas



53

repetidas nao identificou diferengas estatisticamente significantes entre o tempo em
cada tratamento tanto no pré- quanto no pés-retardo de 1 h.

Tabela 4. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. em cada brago visitado pelos animais antes
(pré-retardo) e apos (pos-retardo) o retardo de 1 hora no labirinto radial de 8-bragos sob o tratamento

combinado do antagonista seletivo de receptores Dz, Sulpirida (Sulp) nas doses de 0,32, 1 e 3,2 ug, e

Etanol 100ug (ETOH), ambos administrados no cortex pré-frontal medial (n = 11).

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

Combinagoes

Pré-Retardo

Pos-Retardo

HCl e SAL 11.80 + 3.28 11.60 £ 2.85
Sulp 0,32 e SAL 13.50 + 1.68 11.60 + 1.28
Sulp 1 e SAL 10.50 £ 1.76 10.60 + 0.42
Sulp 3,2 e SAL 10,00 + 0.90 11.75+0.77
HCl e ETOH 12.50 £ 1.42 12.54 £ 2.63
Sulp 0,32 e ETOH 13.00 =+ 1.80 11.75+1.38
Sulp 1 e ETOH 12.50 + 1.45 12.60 + 1.36
Sulp 3,2e ETOH 11.25+1.22 12.20 + 0.64

4.4.2. Experimento Il - Efeitos das Administragoes repetidas do Antagonista D,
Seletivo, Sulpirida, sobre os Efeitos do Etanol sobre a Memoéria Operacional

Espacial de Ratos

4.4.2.1.Analise Entre-Grupos

Nao houve diferencas no desempenho do pré-retardo em nenhuma das
comparagoes entre os grupos HCI/SAL, HCI/ETOH, Sulpirida/SAL e Sulpirida/ETOH
no 3° 7°, 11° ou 15° dia apds a ultima administragcao intracortical crénica da Sulpirida

(Fig. 18, a esquerda).

A ANOVA de 1 via para amostras independentes (entre-grupos) detectou diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos no 3° dia [F(3,18)= 3,46; P= 0,038]. O
Teste de Fisher para multiplas comparacbées demonstrou que as administracoes
agudas de ETOH 100 pg apos administracées crénicas de HCI ou Sulpirida 1 ug
produziram significativamente (P < 0,05) maior numero de erros apés o retardo de 1
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hora comparada ao tratamento com salina nos grupos controles HCI/SAL e
Sulpirida/SAL (Fig. 18, a direita).
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Figura 18. Efeitos de administragdes intracorticais (no cortex pré-frontal medial) agudas de etanol 100
Mg (E) ou salina (S) no 3° 7° 11° e 15° dia apdés administragbes intracorticais cronicas (4 dias
consecutivos) de sulpirida 1 yg (Su) ou HCI 0,05 M (H), sobre o desempenho antes (pré-retardo) e
apos (pos-retardo) o retardo de 1 hora no labirinto radial de 8-bragos. HS (n = 5), HE (n = 6), SuS (n =
5), SUE (n = 6). * P < 0,05 comparado a HS e SuS (3° dia), * P < 0,05 comparado a HS, ™ P < 0,01

comparado a SusS, e, *P<0,05 comparado a SuS (7° dia).
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No 7° dia a ANOVA de 1 via para amostras independentes (entre-grupos) detectou
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos [F(3,18)= 4,72; P= 0,012].
O Teste de Fisher para multiplas comparagées demonstrou que os animais que
receberam uma administracdo aguda de ETOH 100 pg ap6s administragdo crénica
de HCI apresentaram significativamente maior numero de erros apds o retardo de 1
hora quando comparado aos animais dos grupos controles HCI/SAL (P < 0,05) e
Sulpirida/SAL (P < 0,01). Ainda no 7° dia o Teste de Fisher para multiplas
comparagoées demonstrou que a administracdo aguda de ETOH 100 ug apods
administracdo crénica de sulpirida produziu significativamente maior numero de
erros apos o retardo de 1 hora quando comparado ao tratamento com salina no
grupo Sulpirida/SAL (P < 0,05) (Fig. 18, a direita).

Observe-se que no 11° dia a administracdo aguda de ETOH 100 pg produziu um
discreto aumento do numero de erros no desempenho apds o retardo de 1 hora
comparado ao tratamento com salina principalmente no grupo tratado cronicamente
com HCI (Fig.18, a direita), porém ndo sendo de forma estatisticamente significante.
A reducao do efeito de prejuizo do ETOH 100 ng ficou ainda mais evidente no 15°
dia, ndo havendo diferengas estatisticamente significantes nas comparacdes entre

os grupos (Fig. 18, a direita).

ApOs caracterizada a reducdo do numero de erros no decorrer do experimento, mais
visivel no grupo que recebeu administragdes agudas de etanol, achamos necessario
realizar uma analise intra-grupo, onde poderiamos analisar se a redugcédo observada
acima se deveria a uma diminuigdo do efeito da droga utilizada ou se deveria a

alguma ocorréncia de aprendizagem da tarefa com retardo de 1 hora.

4.4.2.2. Analise Intra-Grupo

A ANOVA de 1 via para medidas repetidas quando se realizou a analise intra-grupo,
ou seja, entre as administragdes agudas realizadas no 3°, 7°, 11° e 15° dias apos
administragdes cronicas de HCI ou sulpirida em um mesmo grupo, ndo detectou
diferengas estatisticamente significantes no desempenho do pré- ou pdés-retardos
(Fig.19).
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Entretanto, as analises de regressao linear do desempenho do pos-retardo de 1 h
demonstraram que a redugdo do numero de erros apresentados pelos animais que
receberam administracbes IC agudas de ETOH 100 pg foi estatisticamente
significante, especialmente para o grupo tratado previamente com a sulpirida IC
croénica (Y = 3,27 - 0,127 X; r =-0,95; F(1,2) = 38,83; P = 0,02) (Fig. 19, a direita).
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Figura 19. Efeitos das administragdes agudas de etanol 100 ug (ETOH) ou salina (SAL) no cértex
pré-frontal medial no 3°, 7°, 11° e 15° dia apdés administragbes crbnicas (4 dias consecutivos) de
Sulpirida 1 ug ou acido cloridrico 0,05 M (HCI), sobre o desempenho antes (pré-retardo) e apds (pos-
retardo) o retardo de 1 hora no labirinto radial de 8-bragos. * P = 0,02 para o grupo Sulpirida/ETOH

(Andlise de Regresséo Linear).

Uma vez que houve redugao progressiva dos erros cometidos pelos animais sob a
administracdo |IC aguda de ETOH 100 ug nos testes com retardos de 1 hora,
particularmente no grupo de animais que foi tratado cronicamente com a sulpirida,
uma questdo que surgiu foi se teria ocorrido uma aprendizagem da tarefa com este
retardo ou se teria ocorrido uma reducdo do efeito intracortical do ETOH. Desta
forma, foi realizada uma administracdo aguda de ETOH 100 ug nos animais que
pertenciam ao grupo controle HCI/SAL, cujo resultado no desempenho do pos-
retardo de 1 hora, contrastando com os dados obtidos neste mesmo grupo
(HCI/SAL) e no grupo HCI/ETOH no 3° 7° 11° e 15° dias apds administragao
cronica de HCI 0,05 M, pode ser observado na figura 20.
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Figura 20. Efeitos das administracbes agudas de etanol 100 ug (ETOH) ou salina (SAL) no coértex
pré-frontal medial no 3°, 7°, 11°, 15° e 16° dia ap6s administragdo crénica (4 dias consecutivos) do
acido cloridrico 0,05 M (HCI), sobre o desempenho apds (pos-retardo) o retardo de 1 hora no labirinto
radial de 8-bragos. * P < 0,05 e ** P < 0,01 comparado ao grupo HCI/SAL. Note-se que o ETOH foi

administrado no grupo HCI/SAL no 16° dia ap6s administragédo croénica de HCI.

Sendo realizada uma ANOVA de uma via para medidas repetidas comparando os
dados obtidos sob a administracdo IC aguda de ETOH 100 pg ou SAL no
desempenho apds os retardos de 1 hora no 3°, 7°, 11° e 15° dias apds o tratamento
crénico com HCI 0,05 M nos grupos HCI/SAL e HCI/ETOH, incluindo-se os dados
obtidos com a administragédo IC do ETOH 100 pg no 16° dia no grupo HCI/SAL,
detectou-se uma diferenca estatisticamente significante entre os tratamentos
[F(8,40) = 4,20, P = 0,001]. O teste de Fisher para comparag¢dées multiplas mostrou
que o grupo HCI/ETOH apresentou significativamente maior numero de erros no 3° e
7° para P < 0,01 e no 11° dia para P < 0,05 comparados ao grupo HCI/SAL, n&o
sendo, no entanto, estatisticamente diferente do grupo HCI/SAL no 15° dia ainda que

a média do numero de erros tenha sido maior.

A administragdo IC aguda do ETOH 100 ug no grupo controle HCI/SAL no 16° dia
produziu um maior numero de erros comparado ao desempenho deste mesmo grupo
HCI/SAL nos testes anteriores sob a administracdo com SAL, no entanto, ndo de

modo estatisticamente significante. Entretanto, observe-se que o desempenho deste
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grupo sob o efeito do ETOH IC foi equivalente ao desempenho do grupo HCI/ETOH
no 15° dia de teste, sugerindo que o ETOH ainda produz prejuizo do desempenho
do pés-retardo de 1 hora, mas que € menos expressivo em fungdo da aprendizagem
da tarefa de 1 hora apds sua sucessiva repeti¢cao a intervalos de aproximadamente 4
dias. Esta aprendizagem n&o se apresenta no grupo controle em fungdo do
desempenho ja ser 6timo neste grupo, ndo sendo possivel uma redugcdo da média

de erros.

A semelhanca do que foi feito para o grupo controle HCI/SAL, foi feita uma
administragao IC de ETOH 100 ug no 16° apds administragdo cronica de sulpirida
para o grupo Sulpirida/SAL. Entretanto, curiosamente observamos que neste grupo
0s animais apresentaram significativamente menos erros (t = 3,220; P < 0,001)
comparado aos do grupo HCI/SAL quando o ETOH foi administrado (Fig. 21).
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Figura 21. Efeitos das administragdes agudas de etanol (ETOH) 100 ug no cértex pré-frontal medial
no 16° dia apés administragdo crbnica (4 dias consecutivos) do acido cloridrico 0,05 M (HCI) ou
Sulpirida 1 nug, sobre o desempenho antes (pré-retardo) e apés (pds-retardo) o retardo de 1 hora no
labirinto radial de 8-bragos. HCI/SAL (n = 6), Sulpirida/SAL (n = 8). ** P = 0,0073 comparado ao grupo

HCI/SAL (teste t de student para amostras independentes).
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O tempo gasto em cada brago antes e apés o retardo de 1 hora durante todas as
administragcdes agudas esta representado na Tabela 5. A ANOVA de 1 via para
medidas repetidas nao identificou diferencas estatisticamente significantes entre o

tempo em cada tratamento tanto no pré- quanto no pés-retardo de 1 h.

Tabela 5. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. em cada brago visitado pelos animais antes
(pré-retardo) e apos (pos-retardo) o retardo de 1 hora no labirinto radial de 8-bracos sob doses

repetidas do antagonista seletivo de receptores D2, Sulpirida (Su) na dose de 1 ug ou HCI (H), e

administragdes agudas de Etanol 100ug (E) ou Salina (S), ambos administrados no cértex pré-frontal
medial (n = 22).

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

3° dia
Combinagoes Pré-Retardo Pés-Retardo
HS 12.50 + 3.82 9.25+0.85
HE 13.25+£0.71 12.00 £ 0.47
SuS 11.25+2.24 10.00 £ 0.47
SuE 9.62 £ 0.82 11.25 £ 0.96
7° dia
Combinagoes Pré-Retardo Pés-Retardo
HS 12.50 £ 2.13 10.00 £ 0.48
HE 13.00 £ 1.25 9.93+0.89
SuS 15.25 + 1.86 10.00 £ 0.94
SuE 11.65 £ 0.84 13.13+0.79
11° dia
Combinagoes Pré-Retardo Pés-Retardo
HS 14.00 £ 2.09 9.83 £ 1.62
HE 10.38 £ 0.91 11.63 £ 0.94
SuS 13.25+1.70 13.25+0.82
SuE 10.15 + 1.46 10.75+ 1.33
15° dia
Combinagoes Pré-Retardo Pés-Retardo
HS 10.00 £+ 1.86 9.50 £ 0.57
HE 11.73 £ 2.07 10.38 £ 0.88
SuS 12.00 £ 4.49 11.00 £ 0.26
SuE 11.35+ 1.18 12.00 £ 1.07
16° dia
Combinagoes Pré-Retardo Pés-Retardo
HS-E 12.58 + 1.38 12.04 £ 1.56
SuS-E 13.19+ 3.04 10.53 £ 0.92
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5. DISCUSSAO

Os resultados desse estudo corroboram achados anteriores obtidos em nosso
laboratorio, onde foi mostrado o efeito do prejuizo do etanol sobre a memodria
operacional espacial de longa-duragcdo em roedores quando administrado
diretamente no cortex pré-frontal medial, especialmente na dose de 100 ug IC
(Oliveira e Nakamura-Palacios, 2003; Galvédo, 2005). Esse efeito de prejuizo do
alcool na dose de 100 pg foi replicado em nosso experimento, o que foi essencial
para que os resultados obtidos ficassem claros quando mensuramos os efeitos do

antagonista dopaminérgico D, em associagao com o alcool.

5.1. Paradigma do Labirinto Radial de 8 Bragos

O Labirinto Radial de 8 bragos, modelo experimental utilizado neste estudo,
inicialmente proposto por Olton e Samuelson (1976), continua sendo um aparato
sensivel e eficaz na avaliagdo da memaoria operacional espacial em roedores. Todos
0s animais inseridos no protocolo de administracdo de drogas atingiram o critério de
aprendizagem, alcangando melhora gradativa do desempenho tanto nas tarefas sem
o retardo quanto nas tarefas com o retardo de 5 segundos, utilizadas para avaliar o
desempenho dos animais para insergdo no protocolo de administracdo de drogas

proposto.

Este modelo baseia-se na “aprendizagem de Ilugar’, permitindo avaliar
caracteristicas visuo-espaciais da memoria operacional. Para desempenhar
corretamente nesse tipo de labirinto, os animais utilizam pistas visuais (quadros,
fotografias, moéveis, etc.) localizadas externamente ao labirinto para mapear o
ambiente e diferenciar os bragos a serem visitados. Assim, os animais conseguem
discriminar quais bragos ja foram visitados e, entdo, armazenar essa informagao em
uma memoria transitéria (memaria operacional). De acordo com Olton & Samuelson
(1976), para o desempenho de tarefas neste modelo, os animais ndao escolhem
bracos adjacentes, nem utilizam marcagbes internas, mas fazem uso

primordialmente de suas capacidades mneménicas (Olton & Samuleson, 1976).
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Podem ser diferenciados dois tipos de memdria necessarios para desempenhar
tarefas no labirinto radial: a memoria de referéncia que diz respeito a memoaria de
procedimento, relativa as regras de aprendizagem da tarefa, como por exemplo,
entrar somente uma vez em cada bragco em uma dada sessdo; e a memodria
operacional que esta relacionada ao processamento de diversas fungdes cognitivas,
dentre as quais 0 armazenamento temporario da informacéo, por exemplo, dos
bracos que ja foram visitados em uma mesma sessdao de treinamento, e a
manutengao (evocacgao) dessa informacéao, para tarefas com a presenga ou nao de
retardo (segundos, minutos ou horas) para que ocorra um desempenho apropriado e
efetivo. Neste caso, a informacdo seria essencialmente para a sessdo em
andamento, ndo sendo necessaria, portanto, para o desempenho das sessdes
seguintes tendo em vista que a memoéria operacional se caracteriza pela
manutengdo da informac&o enquanto ela é relevante (Fuster, 2000; Floresco e
Phillips, 2001; Phillips et al., 2004). Neste contexto, o labirinto radial constitui um
modelo animal classico para avaliagdo da memoria operacional (Shah e Miyake,
1999; Seamans et al., 1998).

Considerando-se a memoria operacional como a capacidade de preferencialmente
utilizar ao invés de armazenar uma informagao, torna-se possivel considerar a
existéncia da fungcdo da memoria operacional espacial apos periodos longos de
intervalo, como por exemplo, no periodo apds o intervalo de retencdo de 1 h no
labirinto radial de 8 bracos. Sob esse ponto de vista, o desempenho da memoria
operacional do animal estaria relacionado a habilidade de integrar a informagéo
adquirida no pré-retardo, e sustentada durante o intervalo, a realidade do teste no
pos-retardo, onde a resposta comportamental seria o resultado do processamento

dessas informagdes (Baddeley, 2000).

Alguns autores questionam sobre o uso do termo “memdria operacional de longa
duragao” para os resultados obtidos com retardos acima de alguns segundos. Eles
alegam que, acima desse periodo de retardo, os mecanismos fisiologicos envolvidos
em tal situagéo, pertenceriam a memoria de longo prazo, ndo podendo ser atribuido
o termo “memoria operacional’, que ficaria restrito a eventos de curta duragéo,
sendo o mesmo confundido freqiientemente com a memoaria de curto prazo. Porém,

esse tipo de memoria (memoria operacional) é melhor definido, levando-se em
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consideragdo ndo sua natureza temporal (curta ou longa), mas sim seus aspectos
funcionais (Fuster, 1991). Por exemplo, a informagéo dos bragos visitados na sesséo
pré-retardo no labirinto radial permanece ativa (“on-line”) por horas, até que a sessao
pos-retardo ocorra. Apds esse evento, a informagao é descartada, nao influenciando

uma outra sessao realizada no dia seguinte.

Isso demonstra que nao houve a consolidagao da informagéo dos bragos visitados
naquela sessdo e que ela ndao é mais sustentada apdés o periodo necessario.
Considerando esses aspectos, os testes com retardos acima de uma hora de
duracado podem ser considerados avaliagdes da memoria operacional espacial de

longa duragao.

5.2. Etanol e Cortex Pré-Frontal

O ETOH, quando administrado diretamente no CPFm produz um aumento do
numero de erros, de forma dose dependente, em testes com retardos de 1 h no
labirinto radial de 8-bragos, sugerindo o envolvimento do CPFm nos prejuizos do
ETOH sobre a memoria operacional de longa-duragdo (Oliveira e Nakamura-
Palacios, 2003; Galvao, 2005).

Os efeitos prejudiciais do ETOH sobre a aprendizagem e memoria, notadamente
sobre a memoria operacional, sdao bastante conhecidos e relatados por diversos
autores, com evidéncias colhidas tanto em estudos realizados em animais
experimentais quanto no homem (Gibson, 1985; Oliveira et al., 1990; Zhang et al.,
1997; Gevins et al., 2002).

Também se tem demonstrado que ha prejuizos da fungdo frontal no alcoolismo,
com alteragdes neurofisioldgicas de diminui¢ao da utilizagao de glicose e reducao do
fluxo sanguineo cerebral nos lobos frontais evidenciadas em tomografias, bem como
alteragdes cognitivas sugerindo prejuizos especificos das fungdes frontais em testes

neuropsicolégicos em pacientes alcoolistas (Moselhy et al., 2001).
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Em estudo recente Goldestein et al. (2004) demonstraram que o alcool quando
comparado a cocaina apresenta efeitos ainda mais prejudiciais sobre as fungdes
atencionais e executivas, fungbes estas atribuidas ao coértex pré-frontal. Portanto, a
introdugcédo de agentes farmacoldgicos que possam bloquear os prejuizos cognitivos
produzidos pelo etanol e, sobretudo, que poderiam impedir a progressao destes
déficits pelo uso continuo do etanol em pacientes com sindrome de dependéncia ao

alcool seria de extraordinaria importancia clinica.

Nesse contexto Oliveira (2006) em ensaio clinico examinando a possivel relagdo
existente entre compulsédo ao uso do alcool, as alteragdes cognitivas pré-frontais, e a
tendéncia a recaidas ao uso do alcool, observou que alcoolistas do sexo masculino
jovens, com média de idade de 34,5 anos, apresentando histérico de inicio de uso
muito precoce (15 anos de idade), apresentaram comprometimentos importantes de
diferentes fungdes cognitivas frontais (atengdo, memdria e fungdes executivas),
sendo mais expressivos em alguns testes cognitivos, tais como a figura complexa de
Rey que avalia a memodria visuo-espacial e o teste de semelhangas que avalia a
abstragcao, naqueles que recairam ao uso do alcool em um periodo de 6 meses de
avaliacdo, sugerindo que alcoolistas com disfun¢des cognitivas frontais mais severas

tendem a apresentar maior tendéncia a recaidas ao uso de alcool.

Adicionalmente, Furieri (2005) demonstrou em um ensaio clinico randomizado, duplo
cego, conduzido em um servigo municipal especializado com uma amostra de 60
pacientes (média de idade de 44 anos) dependentes do alcool (média de uso de 27
anos e de 17 doses ou 165-170 g por dia nos ultimos 90 dias) do sexo masculino
sem complicagdes clinicas ou psiquiatricas, prejuizos cognitivos expressivos,
sobretudo as que envolvem as fungdes frontais. Neste estudo foi demonstrado que o
tratamento com a gabapentina, um anticonvulsivante indicado como adjuvante para
o tratamento de crises parciais, reduziu o consumo de alcool e diminuiu a compulsao
do beber, favorecendo a permanéncia da abstinéncia e a melhora de algumas
fungdes cognitivas, sobretudo a atengdo e a memodria de curto-prazo, mas,

infelizmente ndo modificou algumas das disfungdes frontais dos alcoolistas.
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Portanto, o CPF e seus circuitos sdo particularmente vulneraveis aos efeitos do
ETOH. Esta agao envolve o sistema dopaminérgico pré-frontal. Existem estudos
correlacionando a administragao de ETOH em ratos com aumentos da concentragao
de dopamina extracelular em varios terminais dopaminérgicos (Di Chiara, 1995),
incluindo no nucleo accumbens, estrutura envolvida no circuito de gratificagao
cerebral, do qual o CPF também faz parte (Di Chiara, 1995; O’Brien et al., 1995).

5.3. Sistema Dopaminérgico Pré Frontal e Memoéria Operacional

Em termos de memoria operacional, a manutencéo da atividade DAérgica no CPF é
de fundamental importancia para um bom desempenho dos animais em tarefas

envolvendo retardo no labirinto radial de 8 bragos (Phillips et al., 2004).

A importancia da estimulacdo dos receptores DAérgicos sobre as fungdes de
memoria operacional espacial modulada pelo CPF foi primariamente relatada por
Brozoski et al. (1979), que observou que a deplegdo de DA da area dorsolateral do
CPF em macacos prejudicava o desempenho da memoria operacional espacial. As
deficiéncias de memoria operacional foram comparaveis aquelas induzidas pela
ablacdo do CPF, e foram melhoradas com terapia de reposicdo com agonistas

dopaminérgicos (Brozoski et al., 1979).

Phillips et al. (2004), empregando o labirinto radial em um procedimento muito
semelhante ao utilizado no presente estudo, observaram, por meio da técnica de
microdialise, que os niveis de DA no CPFm se elevavam no pré-retardo, e se
mantinham elevados por mais 5 minutos, retornando aos niveis basais depois deste
periodo, ndo se sustentando, portanto, durante um retardo longo superior a 30
minutos. Entretanto, o efluxo de DA aumentava novamente no pds-retardo quando
0s animais deveriam recuperar a informacdo do evento anterior ao retardo. Estes
dados sugerem que a atividade DAérgica no CPF estd presente durante a
codificacdo e a utilizacdo das informag¢des armazenadas, mas nao durante seu
armazenamento. Esta observagao é consistente com o papel do CPF, no caso dos
roedores, do CPFm, em utilizar, ao invés de armazenar, diversas informacgdes

durante a realizagdo de uma tarefa. Dessa forma, o CPF torna-se um gerenciador de
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informacdes mnemonicas e ndo-mnemaodnicas, necessarias para o desempenho das

tarefas cognitivas em animais e no homem.

5.3.1. Receptores D1 e meméria operacional

Modelos envolvendo a modulagdo dopaminérgica sobre a Memoaria operacional per
se foram avaliadas em nosso laborat6rio onde mostrou-se que o agonista parcial de

receptores D1, o SKF 38393, administrado diretamente no CPFm produziu prejuizo

do desempenho de tarefas com retardos de 1 h no labirinto radial (Valentim Jr,
2003). Infusdes de antagonistas seletivos D1 (SCH 23390 ou SCH 39166) no CPF de

macacos (Sawaguchi e Goldman-Rakic, 1991) ou ratos (Seamans et al., 1995)
prejudicam o desempenho de memodria operacional espacial, sem alterar o
desempenho motor (Sawaguchi e Goldman-Rakic, 1991). Estes dados demonstram
gue existe realmente uma importante modulagdo dopaminérgica D4 responsavel pela

manutencdo da memoria operacional no cortex pré-frontal.

De fato, varios autores tém exaustivamente demonstrado que a funcdo 6tima da
memaoria operacional parece se dar dentro de uma extensdo limitada da transmissao
DAérgica e da sinalizagao pelos receptores DAérgicos do tipo Dy no cortex pré-
frontal (Williams e Castner, 2006), delineando uma relagdo em “U” invertido (ou
bifasica, ou em forma de sino) entre a transmissdo DAérgica e a integridade da
memoria operacional (Goldman-Rakic, 1996; Zahrt et al., 1997; Arnsten, 1998;
Seamans e Yang, 2004; Wiliams e Castner, 2006), na qual uma estimulagéo
insuficiente ou excessiva dos receptores D1 sdo prejudiciais a esta fungao cognitiva
(Zhart et al., 1997; Williams e Castner, 2006).

5.3.2. Receptores D, e meméria operacional

Ha& muita controvérsia quanto ao envolvimento dos receptores DAérgicos do tipo D;
nos processos cognitivos. Na verdade, ha varias evidéncias sugerindo que este tipo
de receptor ndo apresentaria um envolvimento tdo expressivo quanto o que tem sido
observado para os receptores do tipo D, nas fungbdes cognitivas, notadamente no

processamento da memoria operacional.
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Varios estudos tém demonstrado que o uso de antagonistas D,, diretamente no
CPF, nado prejudica esse tipo de memoédria em diversos modelos (Seamans et al.,
1998), enquanto que administragdes sistémicas de agonistas e antagonistas D,
podem produzir alteragdes das fungdes cognitivas, possivelmente envolvendo outras

estruturas cerebrais, como o hipocampo e/ou estriado (Takahashi et al., 2007).

Em um estudo recente, Von Huben et al. (2006) investigaram as diferentes
contribuicdes de receptores DAérgicos do tipo D1 e D, em fungdes cognitivas
complexas em macacos Rhesus por meio da verificagdo dos efeitos da
administragcao sistémica (intramuscular) de antagonistas D; (SCH 23390) e D
(racloprida) sobre o desempenho de varias tarefas cognitivas que incluiam testes
que sugestivamente avaliavam a memoria operacional espacial, a memdria
associativa visuo-espacial, a aprendizagem e a motivagdo. Ambos antagonistas
prejudicaram a aprendizagem, memodria, atencdo e dominio motor. Entretanto, houve
uma diferenga substancial nos efeitos sobre as tarefas que envolviam a memodria
operacional visuo-espacial e a aprendizagem associativa visuo-espacial, sendo
ambas prejudicadas significativamente pelo antagonista D,;, mas nao pelo
antagonista D4, sugerindo que a memoria associativa visuo-espacial dependeria
mais da fung¢ado do tipo D, que da neurotransmissao do tipo D1 (Von Huben et al.,
2006).

Takahashi et al. (2007) demonstraram que a quantidade de receptores D, no
hippocampo, mensurada pela tomografia por emissdo de pdsitrons (PET),
correlacionou-se positivamente com as fungdes cognitivas em voluntarios
masculinos jovens e sadios, e também foi associado as fun¢des do lobo frontal tais
como as fungdes executivas e a fluéncia verbal, sugerindo a implicagdo de uma

interacdo hipocampo-prefrontal nestas fungdes cognitivas.

Floresco et al. (2006) demonstraram recentemente que, diferente do que se tem
obtido para a memodria operacional em ratos, o bloqueio de receptores D, tanto
quanto de receptores D¢, no CPFm prejudica a habilidade destes animais em realizar
mudancgas de estratégias de respostas para obter uma recompensa, ou seja,
prejudica o uso flexivel de informagdes de sistemas multiplos de memoria, uma

funcdo executiva tdo dependente da integridade do CPF quanto a memdria
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operacional, sugerindo que os receptores Dy e D, parecem atuar de forma
cooperativa na modulacédo deste comportamento, e o balango entre suas acdes seria
de essencial importancia para a manutencao desta funcédo pré-frontal (Floresco et
al., 2006).

Ainda que o papel dos receptores D, no CPF na memaria operacional nao tenha sido
consistentemente comprovado em roedores, e que aparentemente a ativagao destes
receptores seria mais relevante, e até mesmo crucial, em outras fungdes executivas
do CPF (Floresco et al., 2006), ha alguns estudos que demonstram a sua

participagdo também na memdria operacional.

De fato, o bloqueio per se de receptores do tipo D, especificamente no CPFm pode
prejudicar a memoria operacional como demonstrado em estudo recente realizado
em nosso laboratério onde antagonistas de receptores DAérgicos do tipo D1 e Dy,
como o haloperidol, ou de receptores D, e D4, como a clozapina, prejudicaram, de
forma dose-dependente, o desempenho dos animais no labirinto radial envolvendo
retardos de uma hora, sugerindo um prejuizo da memoria operacional espacial de

longa-duracéao (Valentim Jr., 2004).

Segundo Floresco et al. (2006), ha evidéncias de que a ativagao de receptores D1
apresenta efeitos tanto excitatérios quanto inibitérios sobre a atividade sinaptica no
CPF, aumentando as respostas excitatdérias mediadas pelos receptores N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) em células piramidais, mas também aumentando a transmissao
pelo acido y-aminobutirico (GABA). Em contraste, os receptores do tipo Dy, que se
localizam em células piramidais, em interneurdnios de circuitos locais, e terminais
pré-sinapticos, reduzem a excitabilidade de neurbnios de projecdo do CPF

enquanto, ao mesmo tempo, atenua a atividade GABAérgica.

Wang et al. (2004) demonstraram as diferencas entre a ativagéo de receptores D4 e
D, na memoria operacional, realizando registros de células unicas no cértex pré-
frontal dorsolateral em primatas ndo-humanos desempenhando uma tarefa com
retardo oculomotor. Eles observaram que, em contraste com o receptor D¢, que esta
relacionado a atividade de retardo dos neurbnios pré-frontais, o receptor D, esta

associado a atividade relacionada a resposta motora ocular na conclusao da tarefa,
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sendo este efeito congruente com a sua expressao preferencial em camadas
corticais de neurbnios de projecao eferente (neurdnios piramidais da camada V).
Nesta resposta oculomotora, a estimulagdo de receptores D, aumenta a atividade
neural enquanto que a ativagdo de receptores D¢ a diminui. Desta forma, estes
autores demonstraram que os receptores DAérgicos D1 e D, no CPF n&o somente
se diferenciam farmacologicamente como também diferem substancialmente quanto
aos circuitos celulares e a especificidade funcional, neste caso, da memdria
operacional. Estes autores ponderam que esta fungdo do receptor D, poderia ser
uma descarga que naturalmente informa a rede pré-frontal que um comando motor

foi completado (Wang et al., 2004).

No presente estudo, o emprego de um antagonista seletivo para os receptores do
tipo D, a sulpirida, ndo apresentou efeito per se sobre a memdria operacional
espacial de longa duragdo em ratos desempenhando tarefas no labirinto radial. Pelo
exposto acima, este resultado esta de acordo com varios estudos em ratos, mas nao
em primatas ndo-humanos, na literatura. E possivel, no entanto, que dada a baixa
densidade de receptores D, no CPFm o bloqueio D,, pelo menos nas doses
empregadas no estudo, nao tenha sido suficiente para modificar substancialmente o
desempenho dos animais. Contudo, este resultado obtido foi bastante adequado
para a proposicao principal do presente estudo, que seria o da verificagdo da acao
do antagonista D,, em doses que nao apresentariam efeito per se, sobre os efeitos

de prejuizo do etanol sobre a memoaria operacional espacial em ratos.

5.4. Receptores D, e alcool

Ha varios estudos sugerindo uma associagao entre os receptores D, e 0 alcoolismo,

mas ha também estudos que ndo comprovam esta teoria.

Blum et al. (1990) foram os primeiros autores a relatarem a existéncia de associagao
entre receptores D, e o0 alcoolismo, demonstrando que a presenca do alelo A do
receptor D, classificou corretamente 77% dos alcoolistas, enquanto a sua auséncia
classificou 72% dos nao-alcoolistas. Sugeriram ainda que um gene deste receptor
que confere susceptibilidade a pelo menos uma forma de alcoolismo estaria

localizado na regido q22-q23 do cromossomo 11 (Blum et al., 1990).
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Noble et al. (2000), considerando varias evidéncias experimentais e clinicas
sugerindo que os receptores DAérgicos do tipo D, na via mesolimbica seriam o
substrato neural chave para o reforgamento e a recompensa relacionado ao alcool e
outras drogas, demonstraram, em seu estudo, evidéncias significantes para a

implicacédo dos genes de receptores D, no alcoolismo mais severo.

Connor et al. (2002), examinaram a associagdo entre os alelos A" (genotipos A;/A;
e Ai/Az) e Ay (genotipo A./Az) dos receptores D, em alcoolistas caucasianos
internados em uma unidade de desintoxicagao, e verificaram que aqueles que
apresentavam o alelo A;" consumiam maiores quantidades de alcool, iniciaram o uso
de alcool mais precocemente, apresentaram uma menor laténcia entre o primeiro
uso de alcool e o inicio dos problemas com alcool, e, apresentavam elevadas
pontuacdes na escala de dependéncia ao alcool, comparado ao alelo A{. Desta
forma, demonstraram que os alcoolistas que tinham o alelo A; dos receptores D,

eram caracterizados por uma severidade maior da dependéncia ao alcool.

Os receptores DAérgicos do tipo D, foram também associados ao alcoolismo em
uma populagdo américo-mexicana (Luo et al., 2005), e também parecem estar
associados a dependéncia a nicotina, além da dependéncia ao alcool (Preuss et al.,
2007). Além disso, Huang et al. (2007) recentemente observaram que o gene do
receptor D, estaria associado a alcoolistas com comorbidade de ansiedade e/ou

depressao.

Por todas estas evidéncias, alguns autores tém sugerido que a disfungdo dos
receptores DAérgicos do tipo D, estaria relacionada ao comportamento aberrante de
busca de alcool, drogas, nicotina ou mesmo alimentos, e também a outros
comportamentos patolégicos relacionados como o jogo patoldgico, Sindrome de
Tourette e Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (Blum et al., 1996).
Blum et al. (1996) sugeriram que variantes dos genes de receptores D, seriam
importantes determinantes genéticos de uma “Sindrome de Deficiéncia da
Recompensa”, uma sindrome que reune comportamentos aditivo, impulsivo e

compulsivo que caracterizam as varias condigdes acima mencionadas.
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Em uma analise mais recente, Blum et al. (2007) sugerem que esta “Sindrome de
Deficiéncia da Recompensa” estaria relacionada aquelas condigbes fisioldgicas na
qual a presenca do alelo A dos receptores D, associada a uma diminuigdo da
presengca destes receptores, aumentaria o comportamento de compulsdo em
decorréncia de um estado de hipodopaminergia fazendo com que o individuo
procure substancias que aumentem a liberacdo de dopamina para a ativacao

subsequente dos sitios D, no nucleo accumbens, como por exemplo, o alcool.

Estas evidéncias constituiram uma das motivagbes para a investigagdo do
envolvimento dos receptores D, do CPFm nos efeitos de prejuizo do ETOH sobre a
memoria operacional espacial avaliada em um labirinto radial de 8-bragos, ainda que
estes receptores se apresentem em menor densidade que os receptores D1 nesta
estrutura cortical, e que nédo se apresentem consistentemente envolvidos na

mediacdo da memoria operacional em roedores.

Adicionalmente, em estudos anteriormente realizados em nosso laboratorio foi
observado que a administracdo do haloperidol no CPFm, em doses que nao
apresentaram efeitos per se sobre o desempenho de testes com retardos de 1 hora
no labirinto radial, aumentou significativamente o efeito de prejuizo do etanol na
dose de 100 ug também administrado no CPFm (Oliveira e Nakamura-Palacios,
2003). Considerando que o haloperidol aumenta a atividade de neurdnios DA no
CPFm em fungao do bloqueio de receptores D, (Gessa et al., 2000) estes resultados
sugeriram o envolvimento deste tipo de receptor na mediagao dos efeitos do ETOH
sobre a memdéria operacional. Entretanto, ainda que haja evidéncias de que o
haloperidol atue predominantemente em receptores do tipo D, no CPFm, ele ndo é
farmacologicamente seletivo para estes receptores, tendo também atuagcdo em
receptores do tipo D4. Desta forma, o presente estudo procurou examinar o efeito da
administracdo de um antagonista mais seletivo para os receptores do tipo D,, a

sulpirida.

Entretanto, ao contrario do que foi observado para o haloperidol, a sulpirida
administrada no CPFm bloqueou, de forma dose-dependente, o efeito de prejuizo do
ETOH sobre a memoria operacional espacial de longa-duragédo. Desta forma, um
dos questionamentos que poderia ser feito seria se os efeitos de potenciacdo dos

prejuizos do ETOH pelo haloperidol se deveria de fato ao bloqueio D, ou se teria
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ocorrido uma interagdo com os receptores do tipo D. Futuras investigagcées deveréo
ser realizadas para tentar elucidar esta questéo.

Por outro lado, o bloqueio dos prejuizos do ETOH produzido pela sulpirida
administrada no CPFm, principalmente nas doses menores, sugere que o bloqueio
de receptores DAérgicos do tipo D, pode ser de potencial utilidade no tratamento

farmacolégico da sindrome de dependéncia ao alcool.

De fato, em recente estudo Hermann et al. (2006) observaram, através da
ressonancia magnética funcional em alcoolistas abstinentes e livres de medicacgao,
gque uma unica dose da amisulpirida (400 mg) reduziu a ativagao taldmica, uma
regido cerebral intimamente relacionada aos circuitos frontoestriatais que regulam o
comportamento que pode influenciar o risco de recaidas. Marra et al. (2002), por
outro lado, observaram que doses baixas da amisulpirida (50 mg/dia) durante 6
meses em alcoolistas produziram efeitos opostos, ou seja, aumentou os indices de
recaida e de compulsdo. Note-se, no entanto, que o bloqueio de receptores D,
esteve relacionado a compulsao e ao risco de recaidas, parecendo aumentar estes

riscos em pequenas doses e podendo diminui-los em doses maiores.

5.5. Sensitizagao, Cértex Pré-frontal Medial e Receptores D,

Recentes estudos sugerem que o CPFm exerce um importante papel no
desenvolvimento da sensitizagao pela cocaina (Beyer e Steketee, 2002; Steketee e
Walsh, 2005). Estes estudos sugerem que esta sensitizagdo estaria associada a
uma diminuigdo da func¢ao dos receptores DAérgicos do tipo D, no CPFm (Steketee
e Walsh, 2005).

Em um estudo recente esses autores (Steketee e Walsh, 2005) demonstraram que a
administragcdo aguda da sulpirida no CPFm aumentou a indugéo de ativagao motora
e do sobrefluxo de DA no nucleo accumbens pela cocaina. Também observaram
que o pré-tratamento com administragdes repetidas de sulpirida no CPFm durante
quatro dias, produziu sensitizacdo comportamental e neuroquimica cruzada com a

cocaina administrada 7 dias ap6s o tratamento com a sulpirida. Segundo estes
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autores, estes resultados sustentariam a hipotese de que a sensitizacdo estaria
associada a diminui¢cdo da funcido de receptores D,, neste caso devido ao bloqueio

destes receptores pela sulpirida, no CPFm.

Considerando que a sulpirida pode ser empregada clinicamente no tratamento da
dependéncia ao alcool e outras drogas, e que a exposigao repetida a este agente no
CPFm pode induzir uma sensitizagdo cruzada com a cocaina como vimos acima
(Steketee e Walsh, 2005), questionamos qual seria o efeito de sua administragao
repetida no CPFm, e a possivel diminuicdo da fungao dos receptores D,, nos efeitos
do ETOH sobre a memdéria operacional.

Os resultados obtidos demonstraram que a administracdo repetida prévia da
sulpirida ndo modificou substancialmente os efeitos de prejuizo do ETOH sobre a
memoria operacional espacial examinadas no 3°, 7°, 11° e 15° dias, ainda que tenha
apresentado uma diminui¢gdo algo mais pronunciada destes efeitos ao longo destas
administragdes repetidas do ETOH comparado ao grupo que recebeu tratamento
repetido com o veiculo. Estes resultados sugerem que a diminui¢do da fung&o dos
receptores D, parece nao estar relacionada ao prejuizo da memoria operacional
induzida pelo ETOH da mesma forma que se mostra relacionada a sensitizagcao

induzida pela cocaina (Steketee e Walsh, 2005).

Como vimos na secao de resultados, a reducdo do numero de erros observada
durante as administragbes agudas de ETOH no CPFm se deveram a uma
aprendizagem das tarefas com retardos de 1 hora no labirinto radial e ndo a uma
reducdo do efeito do ETOH propriamente dito, uma vez que animais submetidos ao
mesmo procedimento no labirinto radial mas que receberam administracdes de
salina no CPFm, apresentaram prejuizo do desempenho do teste com retardos de 1
hora quando receberam ETOH no CPFm no 16° dia apés administragdes repetidas

da sulpirida.

Entretanto, um resultado surpreendente ocorreu no teste do 16° dia quando se
administrou ETOH no CPFm de animais tratados previamente com a administragao
repetida de sulpirida e que receberam salina no CPFm no 3°, 7°, 11° e 15°. O ETOH

administrado no CPFm n&o apresentou o efeito de prejuizo caracteristico na dose
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empregada (100 ug), sendo o desempenho deste grupo significativamente diferente
daquele grupo que recebeu veiculo nas administragdes repetidas, seguido de salina
nos testes agudos, e testados com ETOH 100 ug no 16° dia. Ainda que este
resultado tenha sido observado em um reduzido numero de animais, ele sugere que
a administracdo repetida prévia da sulpirida no CPFm produziu uma redugao
significativa dos prejuizos do ETOH sobre a memoaria operacional de longa-duragéo

ap6s uma laténcia de 15 dias.

Estes resultados requerem uma investigagdo mais pormenorizada, especialmente
ampliando-se a amostra de animais, 0 que ja esta sendo feito, e estendida para
outras drogas, pois uma vez confirmada, sera interessante como alternativa
terapéutica nas disfungdes cognitivas consequentes ao uso prolongado de etanol ou
outras drogas. Ressalte-se, no entanto, que provavelmente os beneficios
terapéuticos somente serdo evidenciados apés um periodo de laténcia de forma
equivalente ao que é observado para alguns farmacos ja empregados clinicamente

no tratamento de algumas desordens mentais.

A necessidade de uma laténcia de 15 dias para a ocorréncia destes efeitos é
também um dado curioso que se assemelha a necessidade de um periodo de
auséncia de droga para se observar um aumento da ativagdo locomotora e de
respostas estereotipadas na retirada de uma administracdo crdnica de haloperidol
em ratos, pelo estabelecimento de uma supersensitizacdo de receptores
dopaminérgicos (Bernardi et al., 1981). Este é também um aspecto que devera ser

melhor investigado em estudos futuros.
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6. CONCLUSAO

A dose de 100 ug de etanol administrada diretamente e bilateralmente no
cortex pré-frontal medial (intracortical) no presente estudo, prejudicou a
memoria operacional espacial em ratos desempenhando testes com retardos
de 1 h no labirinto radial de 8 bragos, corroborando o envolvimento do cortex
pré-frontal medial nos efeitos cognitivos do Etanol.

A Sulpirida, antagonista D, seletivo, administrado bilateralmente no cortex pré-
frontal medial nas menores doses (0,32 e 1 ug), mas ndo na maior dose (3,2
Mg), reduziu o efeito de prejuizo do etanol sobre a memdria operacional
espacial em ratos desempenhando testes com retardos de 1 h no labirinto
radial de 8 bragos, sugerindo a participagcado desses receptores na modulagéo

dos efeitos do etanol sobre o CPFm.

Administragbes prévias repetidas de Sulpirida no CPFm n&do modificaram
substancialmente os efeitos de prejuizo do ETOH sobre a memodria

operacional espacial dentro de um periodo de 15 dias.

Entretanto, estas administragcbes prévias repetidas de Sulpirida no CPFm
produziram uma redugdo significativa dos prejuizos do ETOH sobre a
memoria operacional de longa-duragdo apés laténcia de 15 dias, sugerindo
que a diminuicdo prévia da fungdo dos receptores D, parece modificar os
efeitos do ETOH no CPFm.
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