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RESUMO

O reflexo de sobressalto acustico € uma resposta primitiva de defesa dos animais
apés um estimulo sonoro intenso e repentino. Essa resposta é inibida quando um
estimulo de baixa intensidade é apresentado previamente. A inibicao por pré-pulso (IPP)
da reposta de sobressalto € uma maneira de mensurar o filtro sensdrio-motor,
mecanismo utilizado para filtrar o excesso de informagéao do meio. O teste de IPP é muito
utilizado de forma experimental para testar déficits no filtro sensério-motor em modelos
animais. Alguns transtornos neurolégicos humanos apresentam danos na resposta de
IPP, como por exemplo a esquizofrenia, devido a déficits no funcionamento do filtro
sensoério-motor comuns em pacientes com esse transtorno. Algumas drogas podem ser
utilizadas para gerar efeitos esquizotipicos, como antagonistas de receptores
glutamatérgicos NMDA. Sabe-se que essas drogas causam déficits no teste de IPP em
roedores. Com a validagdo de um protocolo experimental que envolve a resposta de IPP
€ possivel realizar testes de substancias que provocam efeitos esquizotipicos, bem como
substancias que apresentam caracteristicas antipsicoticas. Geralmente os animais
utilizados como modelos de esquizofrenia sao roedores e poucos estudos tem sido
realizados para avaliar o efeito de substancias no teste de IPP em primatas nao-
humanos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um teste de IPP
para ser utilizado em macacos-pregos (Sapajus spp.). Além disso, objetivou-se avaliar o
papel do coliculo superior na resposta de IPP e testar os efeitos de dois farmacos, a
dizocilpina (MK-801) e o canabidiol na medida de IPP desses primatas. Para isso, esse
trabalho foi dividido em dois estudos. O estudo 1 avaliou a resposta de IPP em oito
macacos-pregos utilizando um protocolo experimental que mensura o movimento do
corpo do animal. Apds essa primeira analise, dois animais com les&o no coliculo superior,
dois animais submetidos a leséo ficticia e os oito macacos acima citados foram testados
nesse protocolo para que fosse identificada alguma alteragdo na resposta de IPP. Os
resultados do primeiro estudo mostraram que o género Sapajus segue o mesmo padrao
de resposta de IPP que outros primatas ndo-humanos. Observamos que as intensidades
de 115 dB e 80 dB foram suficientes para gerar sobressalto e inibir essa resposta,
respectivamente. Além disso, observamos que o intervalo entre os dois estimulos
apresentados que melhor inibiu a resposta de sobressalto foi o de 120 ms. Os animais
com lesdo no coliculo superior apresentaram uma tendéncia a diminuicdo da IPP
corroborando estudos realizados em roedores, que indicam participacdo dessa estrutura

cerebral na via neural da IPP. O estudo 2 foi realizado para determinar os efeitos do MK-



801 e do canabidiol na resposta de IPP em primatas ndo-humanos. Novamente, oito
macacos-pregos foram submetidos ao teste apds administragdes das drogas. O MK-801
foi administrado em trés diferentes doses (0,01; 0,02; 0,03 mg/kg) antes do teste de IPP.
Apos algumas semanas os animais foram submetidos ao teste apds o tratamento com
canabidiol também em trés doses (15, 30, 60 mg/kg). Posteriormente, os animais
receberam MK-801 por quatro semanas consecutivas e foram expostos ao teste de IPP.
Na quarta semana, além do MK-801, os animais foram pré-tratados com canabidiol e
submetidos ao teste de IPP. Os resultados do estudo 2 mostraram que a MK-801, na
maior dose testada diminuiu a resposta de IPP nos macacos de forma aguda. Entretanto,
ao contrario do que é observado em roedores, a administragdo repetida do MK-801,
concomitantemente ao teste de IPP, gerou uma interagdo droga-treino que reverteu o
efeito inicial gerado pelo MK-801. Devido a isso, ndo foi possivel detectar efeito
antipsicético do canabidiol. Porém, corroborando estudos prévios realizados em
roedores, o canabidiol isoladamente nao alterou a resposta de IPP dos macacos-pregos.
Concluimos assim, que animais do género Sapajus sdo bons modelos experimentais
para o teste de IPP e que o MK-801 pode ser utilizado para gerar déficits de IPP de forma
aguda nesses animais para avaliagcdo de antipsicoticos. O processo de habituagao
observado nos animais indica que efeitos adversos do MK-801, como prejuizo no filtro
sensoério-motor, podem ser reduzidos pela tolerancia e pela familiarizagdo ao teste de
IPP. Ademais foi possivel identificar diferencas neurofarmacoldgicas entre roedores e

primatas e a importancia desses animais para pesquisas basicas e testes pré-clinicos.

Palavras chave: Inibigao por pré-pulso, Primatas, Esquizofrenia, MK-801, CBD
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ABSTRACT

The acoustic startle reflex is a primitive defense response in animals that occurs
after an intense and sudden acoustic stimulus. This response can be inhibited when a low
stimulus is presented previously. The prepulse inhibition (PPI) of the startle response is a
useful way to measure sensorimotor gating mechanisms. This mechanism protects
against an excess of information. PPI test is widely used experimentally to test deficits in
sensorimotor gating in animal models. PPI deficits are commonly observed in some
human neurological disorders, such as schizophrenia, due to damage in sensorimotor
gating caused by cognitive deficits. Some drugs can be used to induce schizophrenic-like
effects, such as NMDA receptor antagonists. These drugs induce deficits in PPI response
in rodents. Validation of an experimental protocol on PPI response makes it possible to
perform tests on substances that cause schizophrenic-like effects, as well as compounds
with antipsychotic properties. Studies usually employ rodents as experimental models of
schizophrenia and only few studies have been performed with nonhuman primates to test
pharmacological effects in the PPl paradigm. Thus, the present study aimed to develop a
PPI test to be applied in capuchin monkeys (Sapajus spp.) to evaluate the role of the
superior colliculus in PPI response and test the effects of two drugs in these animals:
dizocilpine (MK-801) and cannabidiol. Therefore, two studies were conducted. The first
study characterized the PPI response of eight capuchin monkeys using a whole-body
prepulse inhibition protocol. After that, two animals with superior colliculus (SC) lesion,
two SC sham lesion and the eight monkeys cited above were tested to evaluate the role
of this brain structure in the PPI response. Results showed that Sapajus follows the same
PPl pattern as other nonhuman primates. The intensities of 115 dB and 80 dB were
sufficient to induce a startle response and to inhibit this response, respectively. We also
observed that 120 ms was the best interstimuli interval for PPIl. Animals with superior
colliculus lesion showed a downward tendency of PPI response, corroborating studies in
rodents that indicate a participation of this brain structure in the neural pathway of PPI.
The second study was conducted to determine the effects of MK-801 and cannabidiol on
nonhuman primates’ PPl response. MK-801 was administered in three different doses
(0.01; 0.02; 0.03 mg/kg) before the PPl assay. After a few weeks, the animals were
submitted to PPI test after receiving cannabidiol also in three doses (15, 30, 60 mg/kg).
Subsequently, animals received MK-801 during four consecutive weeks and were then
exposed to the PPI test. On the fourth week, subjects were pre-treated with cannabidiol
before the MK-801 administration and then the PPI test was performed. Results from the
second study demonstrated that MK-801, at the dose of 0.03 mg/kg, decreased the PPI
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response of an acute administration. However, repeated administration of MK-801
throughout the PPI test induced a drug-training interaction that reversed the effects of MK-
801 on PPI disruption, unlike reports in rodents. As such it was not possible to detect an
antipsychotic effect for cannabidiol. However, cannabidiol alone did not change the PPI
response in the capuchin monkeys, corroborating previous studies in rodents. Therefore,
we conclude that capuchin monkeys are useful experimental models to test PPI response.
Moreover, MK-801 can be used to induce PPI deficits in this species. The habituation
process observed in our study indicates that the adverse effects of MK-801, as
sensorimotor gating impairments, may be reduced by MK-801 tolerance effect such as
after familiarization with the PPl test. Furthermore, our results underscore
neuropharmacological differences between rodents and nonhuman primates and the

importance of primates in basic research and preclinical assays.

Keywords: Prepulse inhibition, Primates, Schizophrenia, MK-801, CBD
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1. INTRODUGAO

1.1. Reflexo de sobressalto

Um dos principais desafios na area da neurociéncia comportamental é desenvolver
indices comportamentais de emocao e atengdo que possam ser medidos em varias espécies
de animais. Um comportamento que preenche os critérios necessarios para uma forma objetiva
de mensuragao é o reflexo de sobressalto provocado por um estimulo acustico (Winslow et al.,
2002).

O reflexo de sobressalto € uma resposta primitiva de protecdo dos animais a um
estimulo intenso e repentino. Segundo Davis et al. (1982), o reflexo de sobressalto é
considerado um bom modelo de estudo da analise de mecanismos neurais de mudangas
comportamentais, pois possui um circuito relativamente simples. O input acustico entra pelo
nucleo coclear, que pertence a via auditiva primaria. Apenas apds a intensidade do estimulo
acustico ultrapassar o limiar de 80 dB, a informacgéo é transmitida para o nucleo tegmental
ventro-lateral e para o nucleo reticular pontino caudal (PnC). O PnC é um dos nucleos mais
inferiores do tronco cerebral e tem projecdes diretas para o neurénios motores que dao origem
ao reflexo de sobressalto (Davis et al., 1982; Bosch & Schmid, 2006).

A resposta de sobressalto pode ser provocada por um estimulo suficientemente subito e
intenso para varias modalidades sensoriais (visuais, tateis ou auditivas) e é considerada uma
resposta aversiva ou defensiva do individuo. O reflexo de sobressalto ocasionado por um
estimulo acustico provoca uma rapida contragdo dos musculos da face e do corpo (Lang et al.,
1990; Braff et al., 2001a).

O reflexo de sobressalto acustico pode ser utilizado como um modelo experimental para
o estudo de sensibilizagao, habituagao, inibicdo por pré-pulso, sobressalto potencializado pelo
medo, bem como para testar os efeitos de drogas no comportamento (Li et al., 1998; Koch,
1999; Winslow et al., 2002, 2007). A sensibilizacdo pode ser entendida como o aumento de

uma resposta apos sucessivas apresentacdes de um forte estimulo (Figura 1A), ao passo que



a habituagao diz respeito ao fendbmeno de diminuicdo da resposta comportamental a um
estimulo apds algumas tentativas (Figura 1B). A resposta de sobressalto pode ser aumentada
qguando o reflexo é provocado em uma situagao na qual esteja relacionado a uma condigéo de
medo, ou seja, quando condicionado a um estimulo aversivo. Essa situagao é conhecida como
sobressalto potencializado pelo medo (Figura 1C). Por outro lado, a resposta de sobressalto
pode ser minimizada quando o reflexo ocorrer logo apdés um estimulo de intensidade mais

fraca, a inibicao por pré-pulso (Figura 1D) (Davis et al., 2008).

=2 B BEC 2 2z AN\ A

Sobressalto 1 Sobressalto 20 Sobressalto 40 Sobressalto 1 Sobressalto 20 Sobressalto 40

2 W =C 96 ¢ A <N

Condicionamento Teste Luz + Som Sobressalto Pré-pulso

Figura 1. Esquematizagao de possiveis alteragdes no reflexo de sobressalto. A. Sensibilizagao;
B. Habituacao; C. Sobressalto potencializado pelo medo; D. Inibigdo por pré-pulso (modificado
de Koch, 1999).

1.2. Inibigcdo por pré-pulso da resposta de sobressalto

A inibigdo por pré-pulso (IPP - do inglés Prepulse inhibition - PPIl) da resposta de
sobressalto é a reducido dessa resposta quando previamente gerado um estimulo sensoério de
menor intensidade, o chamado pré-pulso, em um intervalo de tempo especifico (Braff et al.,

2001b). IPP é uma forma bem estabelecida de mensurar a modulagao do filtro sensério-motor



(Li et al., 1998). A presenga do pré-pulso ativa mecanismos que inibem o processamento do
pulso. Inibindo o processamento sensorial ele evita um excesso de informacédo (Graham,
1975).

Kohl et al., (2013) enumera algumas vantagens do teste de IPP: (1) € um paradigma
aplicavel em estudos translacionais, pois a IPP ocorre em todos os mamiferos, incluindo
primatas; (2) independente da motivagao do sujeito € possivel realizar a mensuracgao; e (3) a
resposta de sobressalto é sensivel a manipulagdes sensoriais, cognitivas e farmacolégicas, o
gue possibilita uma ampla variedade de pesquisas.

A reposta de IPP depende de algumas variaveis relacionadas ao estimulo: intensidade,
duracao, frequéncia e associagao entre diferentes estimulos Winslow et al. (2002). Alguns
estudos foram realizados utilizando intervalos de tempo diferentes, determinando, assim, qual o
melhor intervalo entre o pré-pulso e o pulso para que ocorra a inibicado do sobressalto. Para
humanos e primatas do género Macaca, o intervalo de tempo ideal encontrado foi de 120 ms
(Winslow et al., 2002; Dahmen & Corr, 2004). Além disso, a intensidade do estimulo utilizado
também deve ser considerada. (Winslow et al., 2002) demonstraram que pulsos gerados com
intensidades entre 100 e 120 dB sao eficientes para provocar resposta de sobressalto, no
entanto o pulso de 115 dB é o mais eficiente para estudos com Macaca. O pré-pulso com
intensidade de 80 dB foi eficaz para inibir a resposta de sobressalto no género acima
mencionado. Em contrapartida, em humanos, essa intensidade provocou resposta de
sobressalto em 50% dos testes, além dos sujeitos experimentais terem se habituado ao som
apo6s algumas tentativas (Dahmen & Corr, 2004). Esses experimentos mostram a importancia
de haver cautela na escolha da intensidade do estimulo e do intervalo entre os estimulos para

cada espécie estudada.

1.2.1. Bases neuroanatémicas e neuroquimicas da IPP
O mesencéfalo € uma regido critica para a inibicdo por pré-pulso da resposta de
sobressalto (Li et al., 1998; Silva et al., 2005; Yeomans et al., 2006). A IPP de estimulos

acusticos é desencadeada pelo input excitatério da via auditiva para o coliculo inferior (CI) no



mesencéfalo. O Cl, por sua vez, ativa o coliculo superior (CS), que apresenta projeg¢des para o
nucleo pedunculopontino tegmental (PPTg), que inibe o PnC. A inibicdo do PnC provoca uma
infrarrequlagao da resposta de sobressalto, ou seja, o efeito mensuravel da IPP (Koch &
Schnitzler, 1997). O CI parece ser particularmente importante para a supressao da resposta de
sobressalto na presencga do pré-pulso (Leitner & Cohen, 1985; Li et al., 1998). Como observado
por Silva et al., (2005), a estimulagao elétrica do CI| diminui a percepcdo do som, que pode
reduzir a percepgado do pré-pulso e consequentemente diminuir a resposta de IPP. O CS
desempenha um importante papel na articulacdo entre a informacdes de diferentes
modalidades sensoriais € na transferéncia de informacdo para o PPTg, tornando-o uma
relevante estrutura na resposta de IPP. Fendt et al., (1994) identificaram a participagao do CS
na inibicdo da resposta de sobressalto acustico em ratos. Os autores observaram uma
reducdo, mas nao bloqueio total, na resposta de inibigdo por pré-pulso nesses animais. A
auséncia do bloqueio pode ter ocorrido porque nem todas as camadas do CS estao envolvidas
diretamente com a IPP de estimulos acusticos (Yeomans et al., 2006).

Problemas na comunicagéo entre o sistema limbico e os nucleos da base podem levar
ao déficit de IPP (Swerdlow et al.,, 1992). O nucleo accumbens parece ser uma estrutura
importante na reducdo de IPP. Do mesmo modo, manipulagdes no hipocampo, amigdala
basolateral e disfungbes no cortex medial pré-frontal e no cortex orbitofrontal podem alterar
respostas de IPP (para revisdo veja Kohl et al., 2013). A figura 2 resume esses circuitos

relacionados as respostas de sobressalto e IPP.
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Figura 2. Circuitos neurais envolvidos nas respostas de sobressalto acustico e inibigao por pré-
pulso (CPFm — coértex pré-frontal medial; COF — coértex orbitofrontal; PnC — nucleo reticular

pontino caudal; modificado de Kohl et al. (2013).

Varios estudos identificaram algumas vias neurotransmissoras envolvidas na IPP. A
fungdo da dopamina na resposta de IPP pode ser comprovada pela grande quantidade de
estudos demonstrando que diversos psicoestimulantes agonistas dopaminérgicos como, por
exemplo, anfetaminas, apomorfina, quinpirole e cocaina, prejudicam a IPP em roedores
(Druhan et al., 1998; Byrnes & Hammer, 2000; Feifel et al., 2002; Culm & Hammer, 2004;
Satake et al.,, 2012). No mesmo sentido, drogas antipsicéticas antagonistas de receptores
dopaminérgicos sdo capazes de reverter esse dano (Rigdon & Viik, 1991; Swerdlow et al.,
1991; Hoffman & Donovan, 1994; Caceda et al., 2012). A excessiva atividade de receptores
dopaminérgicos do tipo D, na via mesoaccumbens provoca redugao na resposta de IPP (Koch,

1999). O aumento dopaminérgico no nucleo accumbens provoca uma redugao na liberagao de



neurotransmissores GABA (acido gama-aminobutirico) para o palido ventral (PV) (Kretschmer
& Koch, 1998). O PV tem como uma das fung¢des a regulagao tdénica no PPTg (Fendt et al.,
2001), importante estrutura relacionada com a IPP, como citado anteriormente (veja figura 2).

Os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico podem apresentar interagdes reciprocas
em funcao de projegdes do locus coeruleus e nucleo da rafe dorsal, e também estdo envolvidos
com a resposta de IPP (Koch, 1999; Geyer et al., 2001; Baisley et al., 2012). O sistema
noradrenérgico possui trés tipos de receptores: a4, a, B. A estimulacdo de receptores a; e
provocam déficits de IPP e, consequentemente, antagonistas desses receptores revertem a
resposta (Alsene et al.,, 2006, 2010, 2011). Foi observado em ratos que agonistas dos
receptores serotoninérgicos dos tipos 5-HT 1A e 1B induziram uma diminuicdo da resposta de
IPP (Rigdon & Weatherspoon, 1992; Dulawa et al.,, 1997, 1998). Por outro lado, em
camundongos, a ativagao de receptores 5-HT4 por agonistas causou um aumento na resposta
de IPP (Dulawa et al., 1997, 1998, 2000). Ja receptores 5-HT,a parecem estar envolvidos com
déficit de IPP, isso porque agonistas de 5-HT,s provocam prejuizos na IPP, ao passo que
antagonistas revertem este efeito (Geyer et al., 2001).

Em humanos, alguns resultados diferentes de roedores foram encontrados. O agonista
de 5-HT metilenodioximetanfetamina (MDMA) e o alucindgeno agonista de 5-HT 4., psilobicina
causaram um aumento na resposta de IPP. Sugere-se que essas drogas, por terem afinidade
pelo receptor 5-HTs, podem causar o aumento de IPP em humanos pela ativacdo desse
receptor especifico, como foi observado em camundongo, mas ndo em ratos (para revisao veja
Geyer et al., 2001).

O sistema glutamatérgico esta fortemente relacionado a alteragées na resposta de IPP.
Antagonistas ndo-competitivos do receptor glutamatérgico NMDA (N-metil D-aspartato), como a
fenciclidina (PCP), quetamina e a dizocilpina (MK-801) provocam déficits na IPP tanto em
roedores, quanto em primatas (Geyer & Mansbach, 1989; Mansbach & Geyer, 1991; Javitt &
Lindsley, 2001; Linn & Javitt, 2001; Schulz et al. 2001; Linn et al., 2003; Long et al., 2006).
Deutsch et al. (2001) propbs que os antagonistas ndo-competitivos de NMDA, ao bloquearem

esse receptor, levam a estimulagao de receptores glutamatérgicos ndo-NMDA como o alfa-



amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidénico (AMPA) e cainato por meio da redugdo da
estimulacdo em interneurénios GABAérgicos e por consequéncia desinibicdo de neurdnios
glutamatérgicos.

A PCP e o MK-801 sao os antagonistas de NMDA mais utilizados em experimentos de
IPP com animais. Estudos com quetamina mostram resultados controversos, tanto com
roedores, quanto com humanos, em relagéo a sua eficacia em prejudicar a resposta de IPP em
doses subanestésicas (Geyer et al., 2001).

Com o objetivo de identificar o substrato neural responsavel por mediar o efeito de
diminuicdo da IPP causado por antagonistas de NMDA, Bakshi & Geyer (1998) realizaram
varios testes com MK-801 em ratos. Os autores injetaram MK-801 em seis estruturas cerebrais
e observaram déficit na IPP quando administrado na amigdala, hipocampo dorsal, além de uma
tendéncia a diminuicdo quando injetado no cértex medial pré-frontal. Nenhuma alteragéo na
IPP foi encontrada no nucleo accumbens, hipocampo ventral e talamo dorsomedial, embora ja
tenha sido observada que a injegao intra-accumbens de MK-801 aumenta a IPP (Reijmers et
al., 1995).

Sabe-se que os antagonistas nao-competitivos de NMDA provocam reducdo na
resposta de IPP apds administragao sistémica. Este dano na IPP, entretanto, ndo é revertido
por antipsicoéticos tipicos (antagonistas de dopamina), como o haloperidol (Keith et al., 1991;
Linn et al., 2003). Por outro lado, o resultado € positivo quando administrados antipsicéticos
atipicos, como o clozapina (Bakshi et al., 1994; Linn et al., 2003; Lipina et al., 2005), por
antagonistas do receptor a4, por inibidores da sintese de 6xido nitrico (Johansson et al. 1997) e
por canabinoides derivados da Cannabis, como o canabidiol (Long et al., 2006; Gomes et al.,
2014).

Percebe-se, portanto, que varias vias farmacoldgicas afetam a resposta de IPP.
Estudos com substancias que alteram a resposta de IPP em modelos animais e seres
humanos auxiliam a compreensdo dos mecanismos neuroquimicos envolvidos nesse

comportamento.



1.3. Coliculo Superior

O CS ¢é uma estrutura cerebral localizada na regido mesencefalica e € um importante
centro de integragdo sensoério-motora que recebe informagdes visuais, auditivas,
somatossensoriais € uma variedade de informagdes de areas corticais e subcorticais. O CS é
uma estrutura dividida em camadas (Kaas & Huerta, 1988). Foram identificadas sete camadas
sendo as mais dorsais consideradas como superficiais, sdo elas: stratum zonale, stratum
griseum superficiale e stratum opticum. Duas sao intermediarias: stratum griseum intermedium
e stratum album intermedium. Finalmente, as mais ventrais sdo as duas profundas: stratum
griseum profundum e stratum album profundum.

As células nervosas das camadas superficiais estdo envolvidas exclusivamente com a
visao (Stein et al., 1975), incluindo detecgdo de movimento e alteragdes no iluminante (Kadoya
et al., 1971). Essas células recebem informacbes da retina e se projetam para o nucleo
geniculado lateral e para a parte inferior do complexo pulvinar latero-posterior (Benevento &
Rezak 1975; Glendenning et al., 1975; Harting & Van Lieshout 1991; Harting et al., 1991;
Stepniewska et al., 2000). Conexdes entre as camadas superficiais e as camadas profundas
aparentemente fornecem uma via rapida para orientagcdo de movimento da cabega e dos
movimentos sacadicos dos olhos (Isa 2002; Doubell et al., 2003).

As camadas profundas do CS, por sua vez, contém apenas células nao-visuais, as
camadas intermediarias apresentam uma sobreposi¢do multimodal, ou seja, nessas camadas
sdo encontradas células visuais, somaticas e auditivas (Stein et al., 1975). As camadas
profundas estdo envolvidas com comportamentos motores relacionados a comportamentos de
defesa (Isbell, 2006; Maior et al., 2011, 2012). Neurbnios das camadas profundas fazem
conexbes com a matéria cinzenta periaquedutal e com o nucleo cuneiforme, areas que estao
associadas a respostas motoras, bem como com o nucleo tegmental pedunculopontino (Vianna
& Brandao, 2003; Yeomans et al., 2006). Além disso, essas camadas estdo envolvidas com

mudancas no foco de atengao (Ignashchenkova et al., 2004).



A alteragdo no foco de atencdo em primatas esta relacionada com conexdes entre as
camadas profundas do coliculo superior e o pulvinar dorsal, os campos visuais frontais e a
substancia negra, na porgao ventral do mesencéfalo (Fries, 1984; Helminski & Segraves,
2003). Essas conexdes fornecem um curto sinal que permite mamiferos interromperem certas
atividades e assim redirecionarem a atencdo para um estimulo imprevisivel (Comoli et al.

2003).

1.4. Transtornos neuroldégicos com alteragdo na inibigdo por pré-pulso

Sabe-se que existe uma alteragdo na resposta de IPP em pacientes com alguns
disturbios neuroldgicos. Essa alteracdo pode estar associada a um dano nos processos de
integracao sensorio-motora desses pacientes.

A Sindrome de Tourette € um transtorno neuropsiquiatrico caracterizado por diversos
tiques fisicos e vocais. Castellanos et al., (1996) realizaram um estudo com criangas
diagnosticadas com Tourette, transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) e
criangas diagnosticadas com as duas sindromes, Tourette e TDAH. Os autores identificaram
gue as criangas com sindrome de Tourette, independente da presenga de TDAH apresentavam
prejuizos na resposta de IPP. Do mesmo modo, Swerdlow et al. (2001b) observaram que,
embora as criangas com sindrome de Tourette apresentassem magnitude e habituagdo da
resposta de sobressalto normal, elas apresentaram uma diminuigdo da resposta de IPP quando
comparadas aos controles. Ainda ndo se sabe se a alteracdo da IPP se deve a uma maior
imaturidade neurolégica dos sujeitos ou a uma deficiéncia na inibicado do palido (Castellanos et
al., 1996; Kohl et al., 2013).

Blefaroespasmo é uma doenga caracterizada por uma excitabilidade anormal dos
musculos da palpebra (Berardelli et al., 1985). Essa disfungéo esta associada a problemas no
controle exercido pelos nucleos da base na excitagao de interneurdnios do tronco encefalico do
circuito do trigémeo facial (Gémez-Wong et al., 1998). Essa falha no controle dos nucleos da

base também gera uma alteragao na resposta de IPP.



Pacientes com Transtorno do Panico também apresentaram déficits na resposta de IPP,
além de uma reducgao na habituagao quando comparados com controle (Ludewig et al., 2002) e
exibiram maior reatividade da resposta de sobressalto quando ndao medicados (Ludewig et al.,
2005). Nao se tem certeza quais as bases anatdbmicas de IPP deficientes em transtornos de
ansiedade, porém sabe-se que o circuito que modula a IPP (circuito cortico-estriado-palido-
pontino) esta envolvido com comportamentos de medo em pacientes com transtorno do panico
(Ludewig et al., 2005).

O Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC) integra os disturbios de ansiedade e se
caracteriza por comportamentos recorrentes de compulsées e obsessdes e também apresenta
déficits na resposta de IPP (Swerdlow et al., 1993; Hoenig et al., 2005; Ahmari et al., 2012).
Pacientes com TOC, com histérico de tiques, podem ter maior comprometimento na modulagao
do filtro sensdrio-motor do que pacientes que nao apresentam tiques (Ahmari et al., 2012), o
qgue explica o déficit de IPP.

Pacientes com Transtorno Bipolar também foram testados para identificar alteragdes na
resposta de IPP, porém os resultados sao bastante contraditérios. Perry et al., (2001)
encontrou uma redugao na IPP em paciente com mania recorrente e caracteristicas psicéticas.
Barrett et al., (2005) estudaram a resposta de IPP em pacientes na fase de eutimia e nao
encontraram diferenca de comportamento quando comparados com controles. Este resultado
pode ser explicado porque a disfungcdo sensério-motora em pacientes com transtorno bipolar
pode depender da fase em que se encontram e a redugao transitéria da IPP pode ser alterada
pela transmissao noradrenérgica (Barrett et al., 2005). Ja em outro estudo pacientes na fase de
mania foram testados e nao foi encontrada diferenca da resposta de IPP (Carroll et al., 2007).
Nesse estudo, apenas um dos 14 sujeitos com mania apresentava psicose o que pode explicar
a diferencga de resultado com o primeiro estudo. Assim, € possivel que a alteragao na resposta
de IPP no transtorno bipolar esteja correlacionado com presenga de psicose nos pacientes
(Kohl et al., 2013).

Varios estudos ja demonstraram que pacientes com esquizofrenia apresentam uma

resposta de sobressalto maior do que pacientes saudaveis quando o estimulo é apresentado
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com um pré-pulso, ou seja apresentam uma diminui¢cao da resposta de IPP (Grillon et al., 1992;
Judd et al.,, 1992; Kumari et al., 1999; Weike et al., 2000; Braff et al., 2001a). Além disso,
diversos estudos com modelos animais identificaram que drogas que geram efeitos
esquizotipicos diminuem a resposta de IPP, tanto em roedores, quanto em primatas néao-
humanos e farmacos antipsicoéticos revertem esse efeito (Swerdlow & Geyer, 1993; Javitt &
Lindsley, 2001; Linn & Javitt, 2001; Linn et al., 2003; Lopez-Gil et al., 2007). Essa redugéo na
IPP se da em fungao do acentuado déficit no processamento de informagdes na esquizofrenia

(Braff et al., 1978).

1.5. Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno psiquiatrico cujos sintomas estao relacionados a
quadros psicéticos que se iniciam ao final da adolescéncia e apresenta alta prevaléncia na
populagdo mundial, aproximadamente quatro casos para cada mil pessoas. A incidéncia € em
torno de 1,4 vezes maior em homens do que em mulheres. Uma possivel explicagao para isso
€ o fato do estrogeno ser um hormbénio que pode preservar a plasticidade sinaptica,
possibilitando uma melhora na neurotransmissdo e protegendo contra a neurodegeneracgao,
além de melhorar a cognicdo (Seeman, 2013). A prevaléncia dessa doenga € maior em
populagbes urbanas do que em rurais, bem como em imigrantes. Além disso, evidéncias
indicam que a prevaléncia é mais alta em paises desenvolvidos do que nos em
desenvolvimento. No entanto, a esquizofrenia aparece com mais frequéncia em populacdes de
classes soécio-econdmicas mais baixas do que nas mais altas em uma mesma comunidade
(para revisao veja Tandon et al., 2008).

A esquizofrenia se caracteriza por dois diferentes tipos de sintomas: positivos e
negativos (Crow, 1980). Os sintomas positivos caracterizam-se por alucinagdes, delirios,
desordens de pensamento e fala. Ja os sintomas negativos incluem, principalmente,
embotamento afetivo, pobreza de fala e falta de iniciativa. Existem também na esquizofrenia

sintomas relacionados a déficits cognitivos, os quais se sobrepde aos sintomas negativos e se
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caracterizam principalmente pela dificuldade de processar informagoes, déficit de atencéo,
incoeréncia na fala e déficits de memodria.

Aparentemente a esquizofrenia tem um forte fator poligénico (Tsuang, 2000). Diversos
estudos envolvendo familiares de pacientes com esquizofrenia demonstram uma importante
base genética nesse transtorno. Estudos realizados com gémeos univitelinos e bivitelinos,
primos, sobrinhos, além de filhos adotivos indicam que existe uma alta correlagcédo entre o grau
de parentesco e o indice de aparecimento da doenga. A incidéncia desse transtorno em
parentes de 3° grau chega aproximadamente a 2%, cerca de 6% em parentes de 2° grau e até
17% em parentes de 1° grau. Em gémeos monozigdticos essa incidéncia € em torno de 50%.
Estudos com filhos adotados mostram que o risco do aparecimento do transtorno nao se
relaciona aos pais adotivos (Lewis & Lieberman, 2000).

Porém, apenas a presenca de genes relacionados a esquizofrenia nao é suficiente para
0 seu aparecimento. Além de aspectos genéticos, existem também fatores de risco ambientais
que influenciam o aparecimento da esquizofrenia. A desnutrigdo e a infeccdo materna durante
0s primeiros meses gestacionais (Meyer et al., 2007; Penner & Brown, 2007), traumas fisicos e
psicoldgicos na infancia, como danos na cabega ou perda do cuidado parental, (David &
Prince, 2005; Read et al., 2005; Schafer et al., 2006; Morgan & Fisher, 2007) o uso de
determinadas substancias, como o A%-tetraidrocanabinol (THC) durante a adolescéncia
(Semple et al., 2005; Moore et al., 2007) podem contribuir para o aparecimento da
esquizofrenia em sujeitos com predisposi¢cao genética. Existe também uma correlagcdo entre
esquizofrenia e nascimentos no final do inverno ou inicio da primavera (Davies et al., 2003).
Nao se sabe ao certo o porqué deste fendbmeno, porém acredita-se que essa relagcido exista
pela maior quantidade de complicacbes gestacionais e obstétricas, como as citadas acima,
ocorridas nesse periodo do ano (Tandon et al., 2008).

A esquizofrenia € uma psicopatologia de desenvolvimento neural, com menor perfusao
sanguinea e metabolismo em regides do cortex pré-frontal; desorganizacio citoarquitetbnica

cortical; reducéo no volume da formagao hipocampal (Lewis & Lieberman, 2000).
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Em individuos com esquizofrenia, tanto crénica quanto com apenas um episodio de
surto psicotico, observa-se uma redugédo do volume total do cérebro (Wright et al., 2000), bem
como do volume intracranial (Woods et al., 2005). Alteragao no volume dos ventriculos também
esta presente (Davis et al.,, 1998). Em pacientes com apenas um episédio psicético, os
ventriculos laterais esquerdo e direito, bem como o terceiro ventriculo apresentam aumento de
volume (McCarley et al., 1999). Da mesma forma, em pacientes com esquizofrenia crénica ha
um aumento do volume ventricular, nos ventriculos laterais esquerdo e direito, nos terceiro e
quarto ventriculos (Wright et al., 2000). Esse aumento dos ventriculos esta consequentemente
associado a reducao do volume das estruturas adjacentes (Lewis & Lieberman, 2000).

Em uma sistematica revisdo, Shepherd et al. (2012) reuniram importantes informacdes
a respeito de alteragdes de volume de estruturas cerebrais em pacientes com esquizofrenia.
Estudos mostram uma redugdo na area do corpo caloso, redugao do lobo frontal,
principalmente devido a redugcédo da matéria cinzenta (MC) nos giros inferior esquerdo e medial
frontal, e reducédo da densidade de MC nos giros medial bilateral e frontal médio. Ha também
uma redugao da densidade de MC no giro pés-central no lobo parietal, bem como no lobo
temporal, no qual ha redugdo da MC nos giros temporal superior bilateral e medial esquerdo,
assim como reducao do giro temporal transverso (para revisdo veja Shepherd et al., 2012).

Outras estruturas cerebrais também foram identificadas como apresentando alteragdes
em pacientes com esquizofrenia. Existe uma reducdo da MC no cortex cingulado anterior,
predominantemente no hemisfério esquerdo; diminuicdo do volume da insula bilateral;
reducbes bilaterais, porém mais acentuadas no hemisfério esquerdo, do parahipocampo;
reducédo da MC na formacéao hipocampal direita, além de menor volume bilateral do hipocampo,
reducédo do volume bilateral da amigdala; reducao bilateral do talamo e aumento dos nucleos
da base, especialmente do putamen, globo palido direito e no nucleo caudado bilateral
(Shepherd et al., 2012).

A interagao dos genes relacionados a esquizofrenia, o mal desenvolvimento cerebral e
questdes ambientais parecem resultar em uma conectividade defeituosa entre algumas regides

cerebrais, como nucleo accumbens, talamo, temporo-limbicas e cértex pré-frontal (Selemon &

13



Goldman-Rakic, 1988). Por consequéncia, pessoas com esquizofrenia possuem disfungdes em

diversos sistemas neuroquimicos.

1.5.1. Hipéteses da Esquizofrenia

Hipotese Dopaminérgica

A primeira teoria proposta para tentar explicar a esquizofrenia foi a teoria
dopaminérgica, que propde que nesse transtorno ha uma hiperfungcdo dopaminérgica. Essa
teoria surgiu nos anos 1950 com a descoberta dos efeitos da clorpromazina, um antagonista
dopaminérgico (Moghaddam & Javitt, 2012). Logo apés, diversos estudos com seres humanos
e animais expostos a substancias que produzem efeitos muito semelhantes ao observado em
quadros psicéticos, comuns em pacientes com esquizofrenia, como a anfetamina e a
apomorfina (Yokel & Wise, 1975; Meltzer & Stahl, 1976; Ellison, 1994). Esses farmacos sao
agonistas de receptores dopaminérgicos do tipo D, e causam efeitos esquizotipicos
semelhantes aos sintomas positivos da esquizofrenia.

Existem no sistema nervoso central (SNC) quatro vias dopaminérgicas: nigro-estriatal,

mesolimbica, mesocortical e tubero-hipofisal (Figura 3).

Via Tubero-hipofisal Via Nigroestriatal

Via Mesolimbica

Figura 3. Representacao das vias dopaminérgicas no SNC. Am- Amigdala; Hip- Hipocampo; P-
Putamen; Hyp- Hipofise; Ac- Nucleo Accumbens; Sep- Septo pelucido; SN- Substancia Negra;
Th- Talamo; Str- Estriado; C- Cerebelo. (modificado de Rang et al., 2003).
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A via mesolimbica projeta-se dos corpos celulares da area tegmental ventral do
mesencéfalo para o sistema limbico, como nucleo accumbens e o complexo amigdaloide (Ac e
Am, respectivamente na figura 3). Acredita-se que na esquizofrenia haja uma hiperatividade
dopaminérgica nessa via e que a disfuncio nela via esteja relacionada aos sintomas positivos
(Stevens, 1979). Estudos post-mortem revelaram niveis de dopamina acima do normal no
nucleo accumbens, caudado e amigdala de pacientes com esquizofrenia (Davis et al., 1991).
No sistema limbico, os neurbnios poés-sinapticos possuem receptores dopaminérgicos
inibitérios do tipo D,, consequentemente, a presenca de grande quantidade de dopamina no
sistema limbico ndo permite a ativagdo do cortex pré-frontal por neurénios glutamatérgicos,
serotoninérgicos e GABAérgicos hiperpolarizados. Dessa forma, ndo é possivel que haja o
feedback negativo do cortex pré-frontal para o mesencéfalo, fazendo diminuir a liberagcéo de
dopamina (Lewis & Lieberman, 2000).

A via mesocortical também possui corpos celulares localizados na area tegmental
ventral no mesencéfalo, porém esses neurbnios projetam-se para areas corticais,
principalmente para o cortex pré-frontal (regido sombreada de vermelho na figura 3). Acredita-
se que nesta via haja uma hipoatividade dopaminérgica (Davis et al., 1991; Akil et al., 1999),
responsavel por causar os efeitos negativos e cognitivos da esquizofrenia.

A via nigro-estriatal é parte do sistema nervoso extrapiramidal e possui corpos celulares
na substancia negra e terminais axonicos no estriado e nucleos da base (Davis et al., 1991).
Essa via esta relacionada principalmente a comportamentos motores. E finalmente, a via
tubero-hipofisal € composta por pequenos neurbnios que possuem COrpos neuronais no
hipotalamo ventral e se projetam para a glandula pituitaria (Stevens, 1979). Essas duas ultimas
vias aparentemente nao apresentam disfungdes na esquizofrenia, porém estao fortemente

relacionadas aos efeitos adversos causados pelos antipsicéticos.

Hipotese Glutamatérgica
Existe também a hipotese da hipofungdo glutamatérgica na esquizofrenia. Essa

hipotese foi proposta a partir de estudos que observaram os efeitos psicoéticos de drogas como
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fenciclidina (PCP), quetamina e dizocilpina (MK-801), substancias que bloqueiam a
neurotransmissao dos receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Javitt &
Zukin, 1991; Olney & Farber, 1995). A administracdo dessas substancias em individuos
saudaveis provoca alteragcbes comportamentais similares a sintomas positivos e negativos e
prejuizos cognitivos observados em pacientes com esquizofrenia, como surtos psicéticos,
afastamento social e déficits de memadria e aprendizado (Seibt et al., 2011; Adell et al., 2012;
Javitt et al., 2012).

Existe um envolvimento funcional do sistema glutamatérgico em aprendizagem e
memoria, desenvolvimento e fungbes motoras. Além disso, ha uma grande concentracédo de
receptores glutamatérgicos em areas do SNC relacionados a esquizofrenia (Tamminga, 1998).
A hipotese da hipofungao glutamatérgica fundamenta-se também no fato de pacientes com
esquizofrenia apresentarem alteragbes na concentragcdo de metabdlitos e receptores de
glutamato, como reduzida concentragdo de glutamato e baixa concentracido de receptores
NMDA (Tamminga, 1998; Pilowsky et al., 2006).

Sabe-se que o bloqueio de receptores NMDA no coértex pré-frontal diminui a
transmissdo dopaminérgica, causando sintomas negativos e cognitivos e ocasionam a falta de
feedback negativo citada acima. O bloqueio dos receptores NMDA no sistema limbico, por
outro lado, aumenta a liberacdo de dopamina e induzem sintomas positivos (Breier et al., 1998;

Kegeles et al., 2000).

Hipotese Serotoninérgica
Outro receptor que parece ter importancia para a compreensao da fisiopatologia da
esquizofrenia é a serotonina (5-HT). A ideia do envolvimento da 5-HT na esquizofrenia esta
relacionada tanto pelos efeitos alucindgenos, causados pela diatilamina do acido lisérgico (LSD)
que sao semelhantes ao que ocorre com pacientes com esquizofrenia, quanto aos efeitos do
antipsicotico atipico clozapina.
Estudos demonstram que os efeitos do LSD, indolaminas e fenetilamina estdo

relacionados a ativacdo de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT,a (Sanders-Bush &
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Breeding, 1988; Marek & Aghajanian, 1996). Esses receptores sao encontrados em diversas
regides cerebrais, como bulbo olfatério, claustro, nicleo accumbens, e nlcleos motores, cortex
cerebral (Aghajanian & Marek, 2000). A ativacao de receptores 5-HT,» aumenta a transmissao
glutamatérgica no locus coeruleus e no cortex pré-frontal, o que certamente esta relacionado a
alucinagbes geradas por agonistas de 5-HT,a (Aghajanian & Marek, 2000). Sabe-se que a
administracdo de antagonistas de NMDA gera elevagao dos niveis cerebrais extracelulares de 5-
HT, assim como do seu metabdlito, o acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), no cortex pré-frontal.
Além disso, antagonistas de 5-HT, bloqueiam alguns comportamentos gerados por antagonistas
de NMDA, como por exemplo a hiperlocomogéao (Aghajanian & Marek, 2000).

Da mesma forma, o antipsicético clozapina, que apresenta propriedades antagonistas
de 5-HT2a, reverte efeitos comportamentais provocados pela administragao de antagonistas de
NMDA, como a PCP e o MK-801 (Bakshi et al., 1994; Linn et al., 2003; Lipina et al., 2005). Estas
evidéncias indicam uma relagéo entre os receptores 5-HTa € 0 sistema glutamatérgico.

Acredita-se que a desregulacdo serotoninérgica na esquizofrenia pode ser uma das
responsaveis pelos sintomas negativos e pelos altos indices de depressdo observados em
pacientes com esquizofrenia (Selvaraj et al., 2014). Isso porque antagonistas serotoninérgicos,
como a clozapina, risperidona, olanzapina, ziprasidona sao capazes de tratar sintomas negativos
da doenca (Meltzer et al., 2012) e antagonistas do receptor 5-HT;, como o antipsicético
amisulprida, tem acgbes antidepressivas (Abbas et al., 2009).

Diante do exposto acima, é possivel afirmar que a esquizofrenia € um transtorno mental

complexo que envolve diversas vias neurotransmissoras e que as hipoteses propostas

parecem se complementarem para explicar a psicopatologia dessa doenca.

1.5.2. Modelos farmacolégicos experimentais baseados em

antagonistas glutamatérgicos de NMDA
Administragao aguda de antagonista de receptores de glutamato NMDA resulta em uma
diminuicdo da liberacdo de GABA no cértex pré-frontal, que contribui para o aparecimento de

comportamentos esquizotipicos negativos e cognitivos (Enomoto et al.,, 2011), além de
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aumentar a liberagdo de dopamina no estriado ventral, o que esta fortemente relacionado ao
surgimento de sintomas positivos. O aumento da atividade pré-frontal possivelmente ocorre
porque essas substancias bloqueiam preferencialmente receptores NMDA localizados em
neurdbnios GABAérgicos do circuito corticolimbico, o que prejudica a inibicdo cortical e
consequentemente desinibe os neurdnios glutamatérgicos piramidais associados com intensa
atividade neuronal. A inibicado de neurbnios GABAérgicos resulta na diminuicdo da liberagao de
GABA no cortex pré-frontal, o que induz alteragdes cognitivas, comportamentais e
dopaminérgicas que sao semelhantes as alteragdes na esquizofrenia (Adell et al., 2012).

Para a realizacdo de estudos que auxiliem na compreensao dos circuitos neurais
envolvidos na esquizofrenia, bem como estudos que tragam potenciais terapéuticos, diversas
substancias farmacoldgicas sao utilizadas tanto em modelos animais quanto em seres
humanos.

A hipofungao dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA esta fortemente relacionada
a etiologia da esquizofrenia (Cohen et al., 2015). A hipétese de que ha uma hipofungao do
receptor glutamatérgico deu-se a partir da observagao do efeito de antagonistas de NMDA,
como a PCP e a quetamina em pacientes saudaveis. Os efeitos causados em uma Unica
administracdo, em doses baixas desses farmacos entdo utilizados como anestésicos, eram
muito semelhantes ao relatado por pacientes com esquizofrenia (Javitt & Zukin, 1991; Adell et
al., 2012).

A PCP foi primeiramente utilizada como um anestésico nos anos 1950, pois produzia
efeitos de catatonia que permitiam a realizagdo de pequenas cirurgias. No entanto, muitos
pacientes submetidos a anestesia desenvolviam severos quadros de psicose, como agitagao
exagerada, comportamento fora do padrdo, paranoia, disturbios de pensamento e severos
disturbios alucinatérios. Efeitos semelhantes foram observados também em pacientes que
recebiam doses subanestésicas de PCP como agente analgésico (para revisdo veja Javitt &
Zukin, 1991).

A quetamina foi desenvolvida como um substituto para a PCP como analgésico, sedativo

e anestésico (Morgan & Curran, 2012). Esta droga apresenta estrutura semelhante a de PCP
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(White et al., 1982) e em doses subanestésicas também foi observado disturbios de
pensamento em voluntarios saudaveis semelhante ao de pacientes com esquizofrenia (Adler et
al., 1999). Apos retornarem da anestesia, muitos pacientes relataram estarem tendo ilusdes,
alucinagobes, delirios, confusdes, e algumas vezes experiéncias extracorporeas e de “quase-
morte” (Morgan & Curran, 2012). Apesar disso, a quetamina ainda ¢é utilizada como anestésico,
ao contrario da PCP.

Em virtude desses efeitos adversos encontrados nesses anestésicos, essas substancias
sdo muito utilizadas em modelos experimentais de esquizofrenia. Diversos estudos
comportamentais demonstram que a PCP e quetamina provocam prejuizos cognitivos, como
déficits de memoria, déficits no reconhecimento de novos objetos e isolamento social, tanto em
roedores (Handelmann et al., 1987; Jentsch et al., 1997; Stefani & Moghaddamm, 2002; Boulay
et al., 2004; Bruins Slot et al., 2005; Lee et al., 2005; Marrs et al., 2005; Nikiforuk et al., 2013;
Mclintosh et al., 2013; Gaskin et al., 2014; Grayson et al., 2014; Jeevakumar et al., 2015),
guanto em macacos (Jentsch et al., 2000; Abdul-Monim et al., 2006; Paule et al., 2011; Nakako
etal., 2014; Sun et al., 2014).

Ja foi demonstrado que, tanto a PCP, quanto a quetamina sao capazes de gerar déficits
na resposta de IPP em roedores (Bakshi, 1994; Brody et al., 2003; 2004; Becker & Grecksch,
2004; Egerton et al., 2008). Entretanto, em humanos a quetamina nao modificou a resposta de
IPP na dose de 0,3 mg/kg, embora tenha induzido outros efeitos como aumento da secregao
de cortisol, frequéncia cardiaca, pressao arterial, disfungdo motora (Van Berckel et al., 1998).
Em uma dose mais alta (0,5 mg/kg) chegou a aumentar a IPP em homens saudaveis (Duncan
et al., 2001; Abel et al., 2003).

Poucos trabalhos com primatas ndo-humanos foram realizados no intuito de identificar os
efeitos de antagonistas de NMDA na resposta de IPP desses animais. Um grupo de pesquisa
realizou alguns estudos de IPP com macaco-prego (Cebus apella) e macaco-cinomolgo
(Macaca fascicularis). O primeiro estudo foi realizado com nove fémeas e um macho de
macacos-prego, os quais receberam administragdo aguda de PCP (0,12 ml/kg i.m.) e tiveram a

resposta de sobressalto mensurada a partir da contragdo de musculos da palpebra. Os animais
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apresentaram diminuicdo da resposta de IPP, sem alteragao da resposta sobressalto quando
apresentado apenas o estimulo de pulso (Linn & Javitt, 2001). Posteriormente, com oito fémeas
de C. apella, repetiram o protocolo de IPP, porém realizaram pré-tratamento com clozapina (2,5
mg/kg i.m.) ou haloperidol (0,035 mg/kg i.m.). A clozapina reverteu o efeito da PCP na resposta
de IPP, ao contrario do haloperidol (Linn et al., 2003). Além desses dois estudos, esse grupo
também realizou um estudo com um unico individuo de cinomolgo para identificar o efeito da
PCP (0,25 mg/kg i.m.) na resposta de IPP. Da mesma forma, a PCP diminuiu a resposta de
IPP nesse animal (Javitt & Lindsley, 2001). Nenhum outro estudo com IPP foi realizado

posteriormente para testar efeitos de drogas antagonistas de NMDA em macacos.

Dizocilpina (MK-801)

A administracdo de antagonistas do receptor glutamatérgico NMDA provoca um
aumento nos niveis extracelulares de glutamato, dopamina, serotonina e acetilcolina na area
frontal do cérebro de roedores e macacos (Moghaddam et al., 1997; Martin et al., 1998;
Jentsch & Roth, 1999). O uso de substancias antagonistas do receptor NMDA, como a PCP,
guetamina e MK-801 é extremamente comum em estudos de modelo de esquizofrenia em
animais, isso devido ao fato dessas drogas serem capazes de provocarem efeitos
esquizotipicos.

O MK-801 ((+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[1,d]ciclohepten-5-10-iminemaleato),
também conhecido como dizocilpina, € um potente antagonista do receptor glutamatérgico
NMDA que apresenta uma alta afinidade pelo sitio de ligagao da fenciclidina (Wong et al.,
1986). MK-801 é aproximadamente dez vezes mais potente que a PCP (Boireau et al., 1996).
Além disso, diferente da PCP, MK-801 n&o apresenta afinidade pelo transportador de
dopamina (Maurice et al., 1991). Tem sido demonstrado que a PCP aumenta a reabsorgao
vesicular de dopamina, ao passo que o MK-801 nao afeta a proteina transportadora (Crosby et
al., 2002).

Varios estudos com roedores mostraram efeitos esquizotipicos causados pela

administracdo de MK-801, como por exemplo, prejuizos na memoria de reconhecimento,
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hiperatividade e hiperlocomocédo (Park et al., 2014; Basurto et al., 2015), déficits de
aprendizagem e memoéria espacial (Hikichi et al., 2013; Karamihalev et al., 2014),
reconhecimento social (Yoshimi et al., 2015) e na IPP (Long et al., 2006; Arai et al., 2008; Ishii
et al., 2010; Gururajan et al., 2011; Gomes et al., 2014; Khella et al., 2014; Park et al., 2014).

Estudos com primatas ndo-humanos também demonstraram que o MK-801 é eficaz na
inducdo de efeitos esquizotipicos nesses animais. Ogura & Aigner (1993), realizaram um
estudo com macacos rhesus (Macaca mulatta) e demonstraram que o MK-801 causou
prejuizos na memoaria visual de reconhecimento. No mesmo sentido, Buffalo et al., (1994)
realizou uma Bateria de Teste Operante, também em rhesus. Eles demonstraram que o MK-
801 prejudicou o aprendizado, motivagdo, memoria de curto-prazo e a discriminagao de cores.
Memoaria operacional também foi prejudicada apds administragdes agudas e crénicas de MK-
801 em rhesus (Tsukada et al., 2005). Do mesmo modo, em saguis-de-tufos-brancos (Callithrix
Jachus jachus), o MK-801 provocou danos na aquisigao visuo-espacial no Wisconsin General
Test Apparatus (Harder et al., 1998; Harder & Ridley, 2000). Em um estudo mais recente com
macacos rhesus foi evidenciado que uma unica administracido de MK-801 nas doses de 0,02 e
0,04 mg/kg foi suficiente para prejudicar a memoria operacional quando comparado a resposta
dos mesmos animais antes da administragao da droga (Wang et al., 2012).

O MK-801 parece ter seus efeitos mais pronunciados quando administrado de forma
repetida. Na resposta de IPP em roedores foi observado um efeito temporal em administragées
crbnicas. Apos nove dias consecutivos de administracao de MK-801 em ratos, foi observado
uma diminuicdo da IPP, além de um aumento na resposta de sobressalto na auséncia do pré-
pulso (Schulz et al., 2001). Gomes et al., (2014) também observaram um efeito de
sensibilizacdo apdés um tratamento de 28 dias consecutivos em camundongos, mesmo
administrando a droga um dia antes do teste de IPP.

Apesar disso, o MK-801 perde o efeito apds a familiarizagdo com o ambiente em que é
realizado o teste ou com o objeto de reconhecimento quando o paradigma experimental
envolve memoaria e aprendizagem (Shapiro & O’Connor, 1992; Uekita & Okaichi, 2005; Chan &

McNally, 2009; Ennaceur et al., 2011), da mesma maneira que acontece com outros
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antagonistas de NMDA (Saucier et al., 1996; Roesler et al., 1998; Otnaess et al., 1999;

Sanders & Fanselow, 2003), pelo menos em roedores.

1.5.3. Tratamento Farmacolégico da Esquizofrenia
O tratamento da esquizofrenia €& usualmente realizado com o uso de drogas
antipsicéticas. Substancias antipsicoéticas aliviam sintomas caracteristicos da esquizofrenia,
como alucinagdes e delirios, entretanto podem variar em eficacia e efeitos adversos

dependendo de seu mecanismo de agao.

Antipsicoticos tipicos

Os antipsicéticos tipicos, ou de primeira geragcdo, foram desenvolvidos na primeira
metade do século XX. Esses farmacos foram desenvolvidas com base na hipdtese
dopaminérgica da esquizofrenia, a qual esta relacionada com a desequilibrio da
neurotransmissao dopaminérgica, ou seja, excesso de atividade dopaminérgica na via
mesolimbica e redug¢ao na via mesocortical (Davis et al., 1991). Assim, os antipsicoéticos tipicos
atuam como antagonistas de receptores pds-sinapticos dopaminérgicos D, e diminuem a
liberacdo de dopamina na via mesolimbica, reduzindo os sintomas positivos (Seeman, 1992).
No entanto, essa classe de antipsicotico ndo é muito eficaz no que diz respeito aos sintomas
negativos e déficits cognitivos.

Antagonistas de D, ndo atuam apenas em areas desejadas quando administrado, logo
essas substancias provocam diversos efeitos adversos nos pacientes. Devido ao bloqueio dos
receptores dopaminérgicos na via nigro-estriatal surgem efeitos extrapiramidais, hipercinesia,
discinesia tardia, tremores, distonia. O bloqueio na via tdbero-hipofisal causa
hiperprolactinemia (De Hert et al., 2011), que pode provocar em alguns casos ginecomastia,

galactorreia, disforia, osteoporose e cancer de mama (Bushe et al., 2008).
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Antipsicoticos atipicos

Os antipsicéticos atipicos, também chamados de segunda geracdo, foram
desenvolvidos para ampliar o foco terapéutico. Essas substéncias geram a modulagdo de
outros neurotransmissores, como a norepinefrina, acetilcolina e serotonina, e apresentam
menor afinidade pelo receptor D, e D3 (Meltzer, 2012). Dessa forma, os tratamentos com
antipsicéticos atipicos englobam melhor sintomas positivos, negativos e cognitivos, devido a
interacdo desses farmacos com sistemas dopaminérgicos e serotoninérgicos (Lewis &
Lieberman, 2000).

A interacdo dessas drogas com o sistema serotoninérgico é bastante importante no
tratamento dos sintomas da esquizofrenia. Os antipsicéticos atipicos variam conforme a
afinidade com o receptor serotoninérgico. Por exemplo, a amisulprida € um potente antagonista
de 5-HT7, a cariprazina € um potente antagonista de 5-HT,s e agonista parcial de 5-HTqa
(Meltzer, 2012). Assim, em uma revisdo, foi constatado que quatro antipsicoticos atipicos,
amisulprida, clozapina, olanzapina e risperidona apresentam maior eficacia na alteragao de
sintomas positivos, negativos e cognitivos do que antipsicoéticos tipicos, ao passo que
aripiprazol, quetiapina, sertindol, ziprasidona, zotepina s&do comparaveis aos antipsicoticos
tipicos (Leucht et al., 2009).

A clozapina foi a primeira droga antipsicética considerada como atipica, desenvolvida
em 1961. Este antipsicotico € um antagonista do receptores dopaminérgicos D+, D, D3, D4 € Ds
e é um antagonista do receptor serotoninérgico 5-HT,a, além de agonista parcial de 5-HTp e é
considerado o antipsicotico mais eficaz até agora (Meltzer, 1994; Moghaddam & Javitt, 2012).

Na via mesocortical, antipsicéticos antagonistas de receptores 5-HT,n provocam
aumento dopaminérgico e revertem os efeitos negativos e cognitivos, além de nao causarem
tantos efeitos adversos como discenesia tardia e hiperprolactinemia Isso provavelmente ocorre
porque, 0 antagonismo de 5-HT;a reverte o antagonismo de D, tanto na via nigro-estriatal como
na tubero-infundibular (Stahl, 2000). Assim, os antipsicoéticos atipicos ndo apenas tém afinidade
por receptores D,, mas também envolvem neurotransmissores como a serotonina, cuja

atividade reduz efeitos adversos e tém acdo em uma maior gama de efeitos positivos e
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negativos (Peluso et al., 2012). Embora os efeitos adversos sejam menores que os causados
por antipsicoticos tipicos, alguns sdo ainda observados em pacientes apds a administracao de
clozapina, tais como sedagao, taquicardia, constipagao, tremores, disturbios visuais (Safferman

et al., 1991).

1.5.4. O Papel do Sistema Endocanabinoide na
Esquizofrenia

O termo endocanabinoide origina-se da descoberta de receptores de membrana, nos
quais se ligam componentes de plantas do género Cannabis, como o A°-tetrahidrocanabinol
(THC) (Di Marzo et al., 2004). Cannabis sativa e C. indica sao plantas cultivadas pelo homem
ha pelo menos 3000 anos e desde a antiguidade, na india e na China, j4 eram descritas
propriedades ansioliticas, analgésicas e anticonvulsivantes (Baker et al., 2003; Mechoulam &
Parker, 2011).

O isolamento dos compostos da Cannabis, chamados de fitocanabinoides, ou
simplesmente canabinoides, permitiu o aprofundamento de estudos a respeito do sistema
endocanabinoide (ECS). Ja foi identificada a existéncia de dois tipos de receptores
endocanabinoides CB1 e CB,, os quais pertencem a familia dos receptores de membrana
acoplados a proteina G inibitdria, que quando é ativada, inibe a agcdo da enzima adenilato
ciclase, levando, assim, a diminuicao dos niveis de AMP ciclico e a consequente inibigdo de
canais de calcio (Pacher & Ba, 2006; Piomelli et al., 2003). Os receptores CB; sdo os
receptores mais abundantes nos cérebros de mamiferos, predominantemente em neurénios
pré-sinapticos e também sao encontrados em menor concentragdo em areas periféricas do
sistema nervoso (Pacher & Ba, 2006). Os CB, sao principalmente encontrados em células dos
sistemas imunolégico e hematopoético (Munro et al., 1993), mas também em células cerebrais
(Gong et al., 2006). Alguns estudos ja indicam uma possivel existéncia de outros receptores no
ECS (pra revisao veja Di Marzo et al., 2004).

Os ligantes enddgenos dos receptores do ECS sdo chamados de endocanabinoides e

todos até agora identificados sdo derivados de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa,
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os mais estudados sao o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) e a anandamida (N-
araquidonoiletanolamina) (Di Marzo et al., 2004). A sintese desses endocanabinoides ocorre a
partir de fosfolipidios na membrana de neurbnios pds-sinapticos, assim agem como
mensageiros cerebrais retrogrados (Petrocellis et al., 2004). Isso significa que, o influxo de
calcio ocasiona a liberagao desses ligantes na fenda sinaptica que, por sua vez, estimulam os
receptores CB; em terminais pré-sinapticos (Di Marzo & Matias, 2005). Essa ativacdo de CB;
inibe a liberagdao de neurotransmissores como GABA e glutamato (Volk & Lewis, 2015). Além
disso, a anandamida também ativa receptores vaniloides de potencial transitério subtipo 1
(TRPV,). Esses receptores sdo abundantes em neurbnios sensoérios e na medula espinhal, e
também sao encontrados no SNC e estdo envolvidos na regulacdo glutamatérgica e em
respostas inflamatérias (Robson et al., 2014). Sabe-se que existe um aumento seletivo e
transitério de endocanabinoides em determinadas areas cerebrais durante condi¢des
patologicas do SNC, como por exemplo no hipocampo apds excitotoxicidade glutamatérgica e
ap6s muitos estimulos estressores, assim como no hipotalamo e no sistema limbico apos
privacao de alimento (Di Marzo et al., 2004).

Acredita-se que alteracdes no nivel de neuromoduladores do ECS estejam associados
a esquizofrenia. Leweke et al., (1999) observou um aumento da concentragdo de anandamida
e palmitiletanolamida (PEA), outro endocanabinoide, no fluido cérebro-espinhal (FCE) de
pacientes com esquizofrenia quando comparados com pacientes saudaveis. Isto refletiria um
possivel estado “hipercanabinérgico” na esquizofrenia. Em outro estudo, Giuffrida et al., (2004)
identificaram niveis de anandamida oito vezes maior no FCE de pacientes em primeiro episédio
de esquizofrenia paranoide ndo medicados quando comparados com pessoas saudaveis. Além
disso, encontraram uma correlagdo negativa entre os niveis de anandamida no FCE e sintomas
psicopatolégicos nesses pacientes. Os autores sugerem que esta correlagdo negativa indica
gue a anandamida pode exercer um papel adaptativo na esquizofrenia aguda (Giuffrida et al.,
2004), ou seja, a liberacdo de anandamida no cérebro pode servir como um mecanismo
compensatorio durante psicoses agudas. Nesse sentido, trabalhos com roedores mostram que

agonistas de D, estimulam a liberacdo de anandamida no estriado dorsal e outras estruturas
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dos nucleos da base (Leweke et al., 2007). Outro ponto importante € que pacientes tratados
com antipsicaticos tipicos (antagonistas de D;) apresentam niveis de anandamida semelhante
aos de pessoas saudaveis, ao passo que os tratados com atipicos apresentam elevados niveis
de anandamida (Giuffrida et al.,, 2004). Isso deve-se ao fato de antipsicéticos tipicos
normalizarem os niveis de anandamida bloqueando receptores D,, que iniciam a sintese de
anandamida em areas motores e limbicas. Os antipsicéticos atipicos, por outro lado, interagem
principalmente com receptores serotoninérgicos 5-HT,a (Parolaro et al., 2010).

Varios estudos mostram alteragdes na concentragao de receptores CB; em diferentes
regides cerebrais de pacientes com esquizofrenia, como coértex pré-frontal dorso-lateral, cortex
cingulado anterior e cértex cingulado posterior (Dean et al., 2001; Zavitsanou et al., 2004;
Newell et al., 2006; Eggan & Lewis, 2007). Embora os receptores CB; sejam encontrados em
todo o cérebro, como dito anteriormente, em humanos a maior densidade deles esta em areas
relacionadas a esquizofrenia, como cértex pré-frontal, nucleos da base, hipocampo e cortex
cingulado anterior (Glass, 2001).

O uso de substdncias que provocam efeitos esquizotipicos em modelos animais
também tem ajudado na compreensao do papel do ECS na esquizofrenia. Vigano et al., (2009)
observaram que a administragdo cronica de PCP em ratos provocou alteragdes na
funcionalidade de CB; e nos niveis de endocanabinoides, principalmente no cértex pré-frontal,
sendo um aumento de 2-AG e reducado de anandamida. A PCP aumentou os sitios de ligagao
no CB, na amigdala e na area tegmental ventral e reduziu no cortex pré-frontal, hipocampo,
substancia negra e cerebelo. No entanto, o mesmo nao foi observado por Seillier & Giuffrida
(2009) que nao encontrou alteracdes na expressao de CB; apds administracbes semi-crénicas
de PCP também em ratos. Ainda assim, agonistas de CB; reduzem a neurotransmissao
glutamatérgica em diversas areas cerebrais, incluindo o cortex pré-frontal (Auclair et al., 2009) .
O que mostra a existéncia de uma relagdo entre os sistemas endocanabinoide e o
glutamatérgico que pode estar associado a esquizofrenia. Apesar de estudos controversos,
muitas séo as evidéncias de que o ECS apresenta disfungcdes na esquizofrenia e mais estudos

no sentido de esclarecer essas questdes precisam ser realizados.
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1.5.5. Canabidiol (CBD)

A Cannabis é a droga ilegal mais consumida em todo o mundo (Pacher et al., 2006) e
muitos estudos tém sido realizados no sentido de identificar seus efeitos farmacoldgicos e
terapéuticos. Atualmente, cerca de 80 canabinoides ja foram identificados na Cannabis
(Console-Bram et al., 2012), sendo os mais estudados o psicoativo, A°-tetrahidrocanabinol
(THC), e o ndo-psicotropico, canabidiol (CBD) (Baker et al., 2003).

O estudo dos efeitos de fitocanabinoides tem auxiliado no entendimento do ECS na
esquizofrenia. O THC provoca euforia, sedacao, distorgdes sensérias e de percepgao de tempo
e prejuizos cognitivos, analgesia e apresenta efeitos antieméticos (Martin & Wiley, 2004). O
THC apresenta propriedade agonista do receptor CB1 e pode causar sintomas psicéticos em
pacientes saudaveis (Zuardi et al., 2012), induzir prejuizos cognitivos caracteristicos na
esquizofrenia (Emrich et al.,, 1997; Leweke et al., 1999) e, em doses altas, atua como
ansiogénico (Crippa et al., 2010).

O CBD constitui cerca de 40% do extrato da Cannabis sativa (Grlic, 1976) e apresenta
efeitos opostos ao do THC em determinadas areas do cérebro. Em um estudo com
administracao oral de CBD e THC, Bhattacharyya et al. (2010) identificou efeitos opostos entre
esses dois compostos no estriado, cértex pré-frontal cingulado anterior, medial e lateral, giro
parahipocampal, amigdala, cortex temporal e cortex occipital. Além disso, o CBD atenua os
prejuizos de memoéria causados pelo THC, possivelmente pelo seu efeito antagonista de CB;
(Morgan et al., 2010). O THC é um agonista de CB, ao passo que o CBD é um antagonista
nao competitivo de CB4 e CB, (Thomas et al., 2007).

O CBD tem efeitos ansioliticos (Zuardi et al., 1982; Crippa et al., 2004; Campos &
Guimaraes, 2008), antiepilépticos (Carlini & Cunha; Tamir et al., 1980; Mechoulam et al., 2002),
anti-inflamatoérios (Mechoulam et al., 2002), antioxidante (Hampson et al., 1998; Malfait et al.,
2000) e antipsicoticos (Zuardi et al., 1991; Leweke et al., 2004, 2012; Bhattacharyya et al.,

2010).
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O mecanismo de agdo do CBD parece ser bastante complexo e ainda nao é
completamente conhecido, porém algumas ideais surgiram para tentar explicar a agao
antipsicética do CBD. Sabe-se que, assim como a clozapina, o canabidiol € um agonista do
receptor serotoninérgico 5-HTia (Resstel et al., 2009). Esse canabinoide, como dito
anteriormente, também tem acao antagonista do receptor endocanabinoide CB, (Thomas et al.,
2007). Zuardi et al., (2012) propdem que o efeito antipsicético do CBD esta relacionado ao
aumento da disponibilidade de anandamida. O CBD é um inibidor da captagdo de anandamida,
inibindo a degradacao intracelular desse endocanabinoide que é catalizado pela enzima
hidrolase de amida de acidos graxos (FAAH: fatty acid amide hydrolase) (Bisogno et al., 2001),
0 que proporciona um aumento da acdo da anandamida (Mechoulam et al., 2002). O aumento
dos niveis de anandamida induzido pelo CBD pode atenuar a liberagdo de GABA dos
neurdnios do palido ventral, restaurando a fungdo normal do sistema em pacientes com
esquizofrenia (Zuardi et al., 2012). Além disso, o canabidiol ativa receptores TRPV4,
encontrados no cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo, areas cerebrais relacionadas a
psicose (Cristino et al., 2006). O principal agonista endégeno de TRPV; é a anadamida (Di
Marzo et al., 2001) e a ativagao pré-sinaptica desse receptor facilita a liberagdo de glutamato
(Xing & Li, 2007). O envolvimento do TRPV, parece ser bastante importante, pois os efeitos do
CBD sobre o prejuizo de IPP causado pelo MK-801 foi prevenido por um antagonista vaniloide,
a capsaicina (Long et al., 2006). Logo, o efeito antipsicotico do CBD parece ocorrer pela
facilitagcao da atividade glutamatérgica no cortex pré-frontal de forma direta, sendo um agonista
de TRPV; e indireta, por aumentar os niveis de anandamida ativando o CB4 e diminuindo a
liberacdo de GABA (Zuardi et al., 2012). De qualquer maneira, o efeito antipsicético do CBD
nao depende do receptor dopaminérgico D, como grande parte dos antipsicéticos conhecidos
(Robson et al., 2014).

O primeiro estudo clinico do efeito do CBD como um potencial antipsicoético foi realizado
por Zuardi et al. (1995) em uma paciente esquizofrénica de 19 anos de idade que recebeu CBD
por quarto semanas em doses acima de 1500 mg/dia e foi observada uma melhora significativa

dos sintomas psicéticos, inclusive de forma mais eficiente que o antipsicético haloperidol. Apos
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este, outros estudos também apontaram reducédo dos sintomas psicéticos em pacientes com
esquizofrenia (Zuardi et al., 2006; Leweke et al., 2012). Foi demonstrado inclusive um aumento
dos niveis séricos de anandamida correlacionado a alivio dos sintomas psicéticos em 42
pacientes, apds a administracdo de CBD (Leweke et al., 2012).

Alguns estudos foram realizados com teste de IPP para testar o efeito do CBD em
animais. Long et al., (2006), encontraram uma reversao dos efeitos causados por MK-801 em
camundongos. No entanto, o mesmo efeito nao foi encontrado por Gururajan et al., (2011)
quando o teste de IPP foi realizado apdés a administragdo de MK-801 em ratos pré-tratados
com CBD. Em um estudo com administracdo crénica de MK-801, Gomes et al.,, (2014)
demonstraram que o CBD ¢é eficaz na reversdo do déficit de IPP induzido pelo MK-801 em
camundongos. Da mesma forma, Levin et al. (2014) mostrou que o CBD alterou IPP na dose
de 30 mg/kg em ratos espontaneamente hipertensos, tornando a resposta de IPP semelhante a
dos animais controle. Até o presente momento, ndo ha na literatura estudos que mostrem o

efeito do CBD na resposta de IPP de primatas nao-humanos.

1.6. Primatas como modelo experimental em pesquisas biomédicas

Desde a antiguidade, primatas ndo-humanos despertavam interesse em estudiosos que
realizavam pesquisas biomédicas (Pissinatti & Andrade, 2010). O uso de animais em pesquisas
€ de extrema importancia para a compreensdo da natureza de transtornos neuroldgicos
humanos (Dam & Deyn, 2014), em especial quando se trata de primatas. A proximidade
filogenética desses animais com seres humanos possibilita uma extrapolagdo mais fidedigna
dos dados encontrados em experimentos com macacos para humanos (Bontrop, 2001).

No presente trabalho, foram empregados individuos do género Sapajus (Alfaro et al.,
2012) popularmente conhecidos como macacos-prego (Figura 4). O género Sapajus é formado
por varias espécies de macacos neotropicais encontrados na América do Sul, em uma area
que se estende da Amazénia até o sul do Brasil, passando pelo cerrado na regido central

(Alfaro et al., 2012). Sao animais onivoros de médio porte que se alimentam de frutas, folhas,
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insetos e pequenos vertebrados (Chapman & Fedigan, 1990; Canale et al., 2013). Os
macacos-prego sado animais facilmente encontrados em cativeiro e despertam interesse
cientifico por apresentarem grande capacidade cognitiva, como a utilizacdo de ferramentas,
transmissdo de conhecimento social e apresentam um complexo repertério comportamental

(Fragaszy et al., 2004).

Figura 4. Individuo jovem de Sapajus spp.

Ja foi demonstrada uma correlagcdo positiva entre o tamanho do cérebro
(proporcionalmente ao tamanho do corpo) e a longevidade em primatas (Fragaszy et al., 2004).
Sugere-se que isso ocorre devido a maior capacidade de defesa, de evitar riscos e de
solucionar problemas dos animais com maior indice de encefalizacdo. Essa caracteristica &
observada em macacos-prego, que chegam a viver até 45 anos de idade e apresentam o

volume da massa encefalica proporcionalmente ao tamanho do corpo semelhante ao de
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grandes primatas. Além disso, esses animais também possuem o cortex cerebral, o tdlamo e o
cerebelo tdo desenvolvidos quanto de catarrinos, primatas da Asia e Africa (Fragaszy et al.,
2004).

Macacos sao utilizados para diversas areas de estudos neurocientificos, como memoéria
e aprendizagem (Belham et al., 2013; Bachevalier et al., 2014; Gasbarri et al., 2014; Inoue et
al., 2014; Yang et al., 2014), visdo de cores (Araujo et al., 2008; Bunce et al., 2011; Altavini et
al., 2012; Matsushita et al., 2014; Pessoa et al., 2014; de Lima et al., 2015), neuroenddcrina
(Raper et al., 2013a, 2013b; Short & Coe, 2014), entre outros. Entretanto, no paradigma
experimental de que trata o presente trabalho, pouca informagdo se tem com primatas nao-
humanos. A maior parte dos estudos realizados com teste de inibicdo da resposta de
sobressalto por pré-pulso acustico foram realizados em roedores (ex. Li et al., 1998; Yeomans
et al., 2006), alguns poucos em primatas ndao-humanos (Winslow et al. 2002, 2007).

Apenas um grupo de pesquisa realizou experimentos em macacos-prego utilizando
esse o teste de IPP (Linn & Javitt, 2001; Linn et al., 2003). Esses estudos tiveram como
objetivo verificar os efeitos da PCP na resposta inibitéria do reflexo de sobressalto acustico.
Além desses estudos que avaliaram a resposta de IPP em macacos-prego do género Cebus
realizados pelo grupo de pesquisa de Prof. Javitt, nenhum outro estudo avaliou efeitos de
antagonistas de NMDA na resposta de IPP em primatas ndo-humanos.

Dessa forma, existe uma lacuna no conhecimento acerca dos efeitos de MK-801 em
macacos no que diz respeito ao paradigma de IPP. Da mesma forma, nenhum estudo avaliou
os efeitos do CBD em primatas ndao-humanos. Considerando que muito tem-se discutido a
respeito da importancia terapéutica desse fitocanabinoide, estudos que demonstrem a acao do
CBD em primatas podem trazer dados interessantes.

Desta forma, estudos com modelos animais, principalmente primatas nao-humanos,
envolvendo inibicao da resposta de sobressalto acustico sdo importantes para auxiliar o
entendimento dos mecanismos neurais de transtornos psiquiatricos humanos. O
desenvolvimento de um novo protocolo para estudo da esquizofrenia, utilizando animais do

género Sapajus como sujeitos experimentais, possibilita a realizacdo de testes de novas
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substancias potencialmente antipsicéticas com melhor acdo e menos efeitos adversos, em um

animal relativamente de facil manipulagao e filogeneticamente préximo do ser humano.
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. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:
* Desenvolver um paradigma para o teste de inibicdo por pré-pulso da resposta de
sobressalto acustico em primatas ndo-humanos (Sapajus spp.);
* Avaliar o papel do coliculo superior na inibicado por pré-pulso de sobressalto acustico
utilizando individuos do género Sapajus;
* Avaliar o efeito de farmacos na resposta de inibicdo por pré-pulso em individuos de

Sapajus spp.

2.2. Objetivos especificos:
2.2.1. Estudo 1
* Estabelecer as intensidades sonoras mais adequadas para provocar resposta de
sobressalto em individuos do género Sapajus;
* Estabelecer os intervalos interestimulos mais adequados para inibicdo da resposta de
sobressalto acustico em individuos de Sapajus spp.;
e Avaliar a amplitude de resposta de sobressalto apdés um pré-pulso em individuos do

género Sapajus com lesao no coliculo superior;

2.2.2. Estudo 2
* Avaliar o efeito agudo do MK-801 em individuos de Sapajus spp. no teste de inibigao
por pré-pulso;
* Identificar possiveis efeitos temporais do MK-801 no teste de inibigao por pré-pulso em
individuos de Sapajus spp.;
* Avaliar os efeitos do canabidiol em individuos de Sapajus spp. no teste de inibicao por

pré-pulso;
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* Avaliar o efeito do canabidiol em individuos de Sapajus spp. apds a administragao
repetida de MK-801 no teste de inibicdo por pré-pulso da resposta de sobressalto

acustico.
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3. ESTUDO 1

3.1. Objetivo
Esse estudo foi realizado com o intuito de identificar as intensidades mais eficazes para
causar resposta de sobressalto e intervalos interestimulos mais adequados para provocar
inibicao dessa resposta em individuos de Sapajus spp. e avaliar o papel do coliculo superior na

modulacéo da resposta de IPP em primatas nao-humanos.

3.2. Materiais e Método

Todos os procedimentos experimentais foram realizados com individuos de macacos-
prego (Sapajus spp.), pertencentes ao plantel do Centro de Primatologia na Fazenda Agua
Limpa da Universidade de Brasilia (UnB) localizado a aproximadamente 30 km do centro de
Brasilia (16°30”S, 46°30"W). O Centro de Primatologia (CP/UnB) (Figura 5) € um criadouro de
primatas para fins cientificos credenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (Registro IBAMA, 1/53/1999/000006-2).

No CP/UnB, os macacos-prego sao alojados em viveiros que possuem substrato natural
de terra e serragem, com balangos de corda ou mangueira e caixas ninho. Cada viveiro possui
area de 3 mx 3 mx 1,8 m (Figura 6) onde os animais sao dispostos em pares ou triades sob
condi¢des naturais de luminosidade e temperatura. Os animais ndo foram privados de agua e
comida durante o experimento, exceto no momento em que estavam realizando o teste. A
alimentacao foi oferecida duas vezes ao dia, de manha e ao final da tarde e a agua foi
oferecida ad libitum através de bebedouros automaticos conectados aos viveiros. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados no periodo matutino, das 8h as 12h, logo apés o

periodo de alimentagcédo dos animais.
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Figura 5. Centro de Primatologia/ UnB. A. Vista frontal do Centro de Primatologia. B. Vista dos
viveiros do macacos-prego da parte inferior do CP/UnB. C. Vista de tras dos viveiros do
macacos-prego da parte inferior do CP/UnB. D. Viveiros dos macacos-prego na parte superior

do CP/UnB. (Fotos C e D de Mariana Jacobsen).

Figura 6. A. Vista frontal de um dos viveiros da parte superior do CP/UnB.
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o estabelecido pela Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), de acordo com a Lei Federal n°
11.794/08 (Lei Arouca) e pelos Principios de Cuidado de Animais de Laboratério (Principles of
Laboratory Animal Care, National Institute of Healthy no. 85-23, 1996). Esse estudo foi
autorizado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade de Brasilia (UnBDOC n° 128181/2011 e UnBDOC n° 131791/2013 em anexo).

3.2.1. Sujeitos

Nesse estudo foram utilizados um total de 12 individuos de macacos-prego (Sapajus
spp.) com idade aproximadamente de 5 a 18 anos. Foram utilizados oito (dois machos e seis
fémeas) animais sadios, que nunca foram submetidos a procedimentos cirurgicos, foram
empregados nos experimentos 1 e 2, explicados a seguir, e quatro (duas fémeas e dois
machos), que foram submetidos a neurocirurgia para lesdao do coliculo superior, participaram
do experimento 3. Os animais utilizados pesavam entre 2kg e 5kg e todos sao pertencentes ao
plantel do CP/UnB. Todas as condicbes de manejo e alojamento estdo descritas na secao

acima.

3.2.2. Procedimento
Os testes de IPP foram realizados em uma sala proxima aos viveiros. Nessa sala foi
construido um compartimento (140 x 100 x 170 cm) revestido de espuma prépria para
isolamento acustico que dificultava a entrada de som externo na sala de teste, como visto na

figura 7, no qual eram realizados os testes com os animais.
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Figura 7. Sala de teste com isolamento acustico.

Para a realizagao dos testes, os animais foram capturados no viveiro pelo tratador
responsavel com o auxilio de um puca e posicionados na cadeira de teste pelo experimentador.
Para minimizar um eventual desconforto e diminuir o estresse, os animais foram submetidos a
uma fase de condicionamento para que permanecessem dentro da cadeira de teste. Os
animais foram posicionados na cadeira de forma que a cabecga ficava posicionada na parte
superior proxima as caixas de som e as patas traseiras flexionadas em cima do acelerbmetro
de maneira que os animais ficassem sentados na plataforma do acelerdmetro.

O periodo de condicionamento variou de duas a quatro semanas conforme o
comportamento de cada individuo. Na fase inicial (Figura 8), os animais tiveram acesso ao
aparato de teste onde recebiam alimentos. Apds essa fase o animal era posicionado dentro da
cadeira de restricdo apenas com o ruido branco de 65 dB ligado durante uma hora. Como
reforgo positivo foi utilizado uva passa ou fresca quando o animal permanecia imoével dentro do

aparato experimental. Como garantia de que o animal estava condicionado de forma adequada
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para a realizacdo do teste a atividade basal do animal dentro da cadeira foi registrada e
compara ao seu comportamento com o estimulo de sobressalto.

A cadeira de restricdo (Figura 9) foi construida especialmente para este experimento
com macacos-prego, feita de material acrilico transparente de 15 mm de espessura, constituida
por uma caixa que media 60 x 30 cm, onde o animal era colocado, e uma base de madeira de
40 x 45 cm. Essa base de madeira foi feita para manter o animal longe do ch&o, melhorando o
bem-estar do sujeito durante o teste. Na parte superior da cadeira havia duas caixas de som
(Foster Model FT96H Frequency band; 4 KHz,30 KHz, E.U.A.) posicionadas a uma distancia de
10 cm da cabecga do animal. As caixas de som foram conectadas ao equipamento gerador do
estimulo sonoro (O’Hara & Co., Ltda., Japao). O movimento dos animais foi captado por um
acelerbmetro (San Diego Instruments, E.U.A.) localizado na parte inferior da cadeira de
restricdo. O acelerbmetro (Figura 10) foi ligado a um software (Animal Startle — PCl 6024E,
desenvolvido por O’Hara & Co., Ltda., Japao) que registrava a amplitude dos movimentos. Uma
camera de video (Modelo Clone #1004124, Brasil) permitiu um monitoramento continuo dos

sujeitos por um computador durante todo o procedimento.
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Figura 8. FEmea de Sapajus em fase inicial de condicionamento em contato com a cadeira de

restricdo pela primeira vez.
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Figura 9. Cadeira de restricdo para macaco-prego. Na parte superior estdo localizadas as
caixas de som por onde sao emitidos os estimulos sonoros e na parte inferior da caixa de
acrilico o acelerébmetro que registra o movimento do corpo do animal. O animal foi posicionado
na cadeira com as patas traseiras apoiadas em cima da plataforma do acelerbmetro de forma

gue permanecesse sentado na plataforma com a cabeca proxima as caixas de som.
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Figura 10. Acelerdmetro. Esse instrumento foi utilizado para captar os movimentos do corpo do
animal que permanecia sentado em cima do acelerdbmetro durante as sessdes de teste. A.

Vista superior do acelerémetro. B. Vista frontal do acelerbmetro.

Experimento 1. Amplitude da resposta de sobressalto

Na primeira etapa foram utilizados seis individuos, sendo dois machos e quatro fémeas.
Essa primeira fase experimental teve como intuito testar diferentes intensidades de pulso para
estabelecer um parametro para estudos com Sapajus spp. na mensuragao do sobressalto do
corpo inteiro.

Os animais, acomodados na cadeira de restricdo, foram submetidos a uma Uunica
sessao composta de 10 blocos iguais e consecutivos com cinco diferentes estimulos de ruido
branco pseudoaleatérios (90, 95, 100, 115, 120 dB) de 40 ms de duragao (Winslow et al.,
2002), totalizando 50 apresentagdes de estimulos, com um intervalo de 60 segundos entre as
apresentacdes (Figura 11). Antes do inicio do experimento os animais tiveram dez minutos de
aclimatacao na cadeira de teste. A resposta de sobressalto foi definida como o pico maximo da
amplitude de voltagem do acelerémetro ao longo de 400 ms apds a apresentagao do estimulo
e 400 ms antes da apresentacdo do estimulo foi registrado o pico maximo da voltagem de

acelerbmetro e essa medida foi registrada como atividade basal do animal.
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Figura 11: Representagado esquematica do teste da amplitude da resposta de sobressalto.

Experimento 2. Inibigdo por pré-pulso

No segundo experimento foram utilizados oitos animais, sendo dois machos e seis
fémeas para determinar o melhor intervalo entre o pré-pulso e o pulso para individuos de
Sapajus spp.

Nessa fase o procedimento experimental ocorreu de forma semelhante ao acima citado,
entretanto neste momento a intensidade do pulso foi determinada em 115 dB. A intensidade de
115 dB foi estabelecida como a mais adequada para causar resposta de sobressalto, como
sera melhor descrito na sec¢ao de resultados. Os animais passaram por sessao Unica de sete
blocos consecutivos com setes apresentagdes pseudoaleatérias em cada bloco. Cada bloco
consistiu na apresentagao de um estimulo sonoro, apenas com o pulso de 115 dB e 40 ms de
duragdo, um com apenas o pré-pulso de ruido branco de 80dB e 20ms de duragao e cinco
apresentacdes de pré-pulso e pulso, variando o intervalos entre esses dois estimulos (45, 70,
120, 520 e 1020 ms) (Winslow et al., 2002). O intervalo entre cada apresentacao foi de 60
segundos (Figura 12). A resposta de sobressalto foi registrada ao longo de 1800 ms apds cada
apresentacao. A porcentagem de inibicao da resposta foi calculada para cada individuo a partir

da seguinte formula:
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100*(p - pp)
p

onde p significa a resposta do animal apds a apresentacédo do pulso (115 dB) e pp significa a
resposta do animal apds a apresentagao dos estimulos de pré-pulso (80 dB) e pulso (115 dB)
com intervalo de 120 ms. A média da porcentagem de inibigao foi calculada para o grupo como

realizado por (Fendt et al., 1994; Winslow et al., 2002, 2007).
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Figura 12: Representagdo esquematica do teste da inibicdo por pré-pulso da resposta de

sobressalto.

Experimento 3. Efeito da lesao no coliculo superior na inibigdao por pré-pulso

Nessa fase experimental os animais utilizados passaram por neurocirurgia (detalhada
abaixo), dois machos tiveram lesado bilateral do coliculo superior (LCS) e duas fémeas
passaram por lesdo ficticia (LF). Os oito animais do experimento 2 (Inibicdo por pré-pulso)
também foram submetidos a esse experimento e serviram como controle (CTRL).

Esses animais passaram por uma sessao unica de dez blocos iguais e consecutivos,
com apresentagdoes peseudoaleatérias da seguinte forma: um pulso de 115dB e 40ms de
duracgao, um pré-pulso de 80dB e 20ms de duragdo e uma apresentagao de pré-pulso e pulso
com intervalo de 120 ms. O intervalo de 120 ms foi escolhido para este experimento devido aos
resultados encontrados no experimento 2 (para maiores detalhes vide se¢ao de resultados). A

resposta de sobressalto foi registrada ao longo de 600 ms apds cada apresentacgao (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo esquematica do teste de inibicdo por pré-pulso com animais dos
grupos LCS, LF, CTRL.

Cirurgia Estereotaxica

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados antes do inicio do presente trabalho,
assim maiores detalhes podem ser encontrados em Maior et al. (2011).

Para a realizagao das cirurgias estereotaxicas foi utilizado um atlas estereotaxico para o
género Sapajus (Manocha et al., 1968). Os individuos foram anestesiados com isoflurano e
tiveram os sinais vitais monitorados durante toda a cirurgia por um veterinario. Os animais
foram fixados no aparelho estereotaxico para registrar as coordenadas referenciais, baseadas
no atlas estereotaxico.

Ap0s a tricotomia, a area de incisao foi desinfetada e foi aplicado um anestésico local. A
craniotomia foi realizada por uma broca cirurgica em regides acima do coliculo superior. Uma
micropipeta de vidro conectada a uma seringa contendo acido iboténico (IBO) foi inserida
verticalmente pelas incisbes. Foram injetados de 0,4 a 0,6 yL de IBO ou a mesma quantidade
de veiculo (10 mg/kg de Phosphate-Buffered Saline — PBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
E.U.A.) em cada estrutura, a uma taxa de 1 ml/ 5 min para evitar danos mecanicos no tecido
nervoso. Apos a inje¢cao a micropipeta foi deixada no local por aproximadamente 2 min para
dispersdo do IBO ou PBS e para evitar refluxo durante a retirada. A lesdo no cranio foi

preenchida com acrilico dental e as incisdes suturadas. Apos 10 a 15 dias os animais foram
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submetidos a sessao de ressonancia magnética (Figura 14) para verificar a extensao da area
atingida. Foram realizadas imagens de T-2 e FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) com
separacao de cortes de 2 mm em GE Gyroscan de 1,5 T. As inje¢cdes de IBO resultaram em
lesdes bilaterais circunscritas, caracterizadas por perda neuronal recoberta por gliose, em
todos os animais do grupo lesdo. As lesbes ocorreram em todas as camadas do CS até o limite

inferior e se estenderam em dois tergos do eixo rostrocaudal do CS.

Figura 14. Ressonancia magnética (corte axial) de um dos sujeitos experimentais do grupo
LCS apos sete dias da neurocirurgia. Os circulos brancos mostram o edema bilateral no CS.

Fonte: Rafael S. Maior.

3.2.3. Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no IBM SPSS Statistics Versao 20.

Amplitude de sobressalto: Foram realizados teste de analise de variancia de medidas
repetidas de um fator (ANOVA) e teste post hoc Bonferroni para examinar os efeitos das

intensidades sonora do estimulo na amplitude de sobressalto sobre a atividade basal, a
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resposta de sobressalto a diferentes intensidades de estimulos e a média de resposta de

sobressalto para todas as intensidades ao longo dos blocos de apresentacéo de estimulos.

Inibigcao por pré-pulso: A porcentagem de inibicdo da resposta de sobressalto foi calculada

para cada individuo pela seguinte formula (explicada anteriormente):

100*(p - pp)
p

ANOVA de um fator foi realizada para comparacdo da resposta dos sujeitos nos
diferentes intervalos interestimulos e a resposta ao longo dos blocos. O post hocBonferroni foi

realizado para examinar os efeitos individuais.

Lesao no coliculo superior: A porcentagem de inibicdo foi calculada como explicado acima.
Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparar as médias da porcentagem de inibigao
para cada grupo (LCS, CF, CTRL).

Para todos os dados analisados foi considerado como significativo valores de p<0,05.
Os dados foram representados como a média da resposta de sobressalto ou da IPP % erro

padrao da média (E.P.M.).

3.3. Resultados

Experimento 1. Amplitude da resposta de sobressalto

A resposta de sobressalto apresentou um aumento gradativo na amplitude de resposta
com o aumento da intensidade do estimulo sonoro. Nao foi encontrada diferenca na atividade
basal dos animais (F4205=0,816; p=0,516). Entretanto, o comportamento dos animais antes da
apresentacdo do estimulo (atividade basal) diferiu do comportamento dos animais apds a
apresentacao do estimulo. A figura 15 apresenta a média da resposta de sobressalto acustico
relativo a cada estimulo sonoro apresentado e a atividade basal do animal dentro da cadeira de

restricdo. ANOVA seguido do post hoc Bonferroni mostrou que apenas as respostas de
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sobressalto causadas pelas intensidades de 90 dB vs. 95 dB (F4205=30,133; p=1,000) e 115 dB
vs. 120 dB (F4295=30,133; p=1,000) nao tiveram diferenca significativa quando comparadas
entre elas.

Nao houve diferenca significativa na resposta de sobressalto dos animais durante a

apresentacdo dos dez blocos repetidos de estimulos (Fg290=0,862; p=0,55) (Figura 16).
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Figura 15. Média da amplitude da resposta de sobressalto para cada intensidade de estimulo (*
representa diferenga estatistica entre atividade basal e todas as intensidades; # significa que

nao houve diferenca estatistica. (x E.P.M.) (n=6).

48



Amplitude de Sobressalto (N)
N

Blocos
Figura 16. Média da amplitude de resposta de sobressalto para cada bloco de apresentacéo de

estimulos (xE.P.M.) (n=6).

Experimento 2. Inibigdo por pré-pulso

A figura 17 mostra que apenas a apresentacao do pré-pulso (Fg441=5,535; p<0,001) € a
apresentacdo do pré-pulso+pulso com intervalo de 120 ms (Fs441=5,535; p=0,01) provocou
resposta estatisticamente diferente da resposta de sobressalto causada pela apresentagao do
pulso (Pulso vs. 45 ms: Fg441=5,535; p=1,000; Pulso vs. 70 ms: Fgs441=5,535; p=0,618; Pulso vs.
520 ms: Fg441=5,535; p=1,000; Pulso vs. 1020 ms: Fg441=5,535; p=1,000). Na figura 18 pode-se
observar a porcentagem de inibicdo causada pelo pré-pulso nos diferentes intervalos

interestimulos testados.
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Figura 17. Média da amplitude de resposta de sobressalto para cada situacdo experimental,
apenas pulso; apenas pré-pulso; cinco diferentes intervalos entre o pré-pulso e o pulso

(+E.P.M.) (n=8).
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Figura 18. Porcentagem de IPP provocada pelo pré-pulso nos diferentes intervalos

apresentados (zE.P.M.) (n=8).

Nao houve diferenga estatistica da média da resposta de sobressalto durante a

apresentacao dos sete blocos de estimulos (Fs335=0,99; p=0,43) (Figura 19).
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Figura 19. Média da amplitude de resposta de sobressalto para cada bloco de apresentacao de

estimulos (xE.P.M.) (n=8).

Experimento 3. Lesao no coliculo superior

Como visto na figura 20, o teste de Kruskal-Wallis mostrou nao haver diferenca
significativa na porcentagem de inibicdo quando comparado os trés grupos, apesar de ser
possivel observar que porcentagem de inibicdo no grupo LCS tende a diminuir (X*=2,965;
p=0,227).

Nao foi encontrada diferenga entre os dez blocos de apresentagdes de estimulos.

[CTRL: Fg230=1,116; p=0,15; LF: F979=0,858; p=0,57; LCS: Fg70=1,19; p=0,31) (Figura 21).
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Figura 20. Porcentagem de inibicdo de cada grupo experimental (tE.P.M.) (Controle - CTRL:

n=8; Lesao Ficticia - LF: n=2; Lesao no Coliculo Superior - LCS: n=2).
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Figura 21. Média da amplitude de resposta de sobressalto para cada bloco de apresentacéo de
estimulos (xE.P.M.) (Controle - CTRL: n=8; Lesao Ficticia - LF: n=2; Lesdo no Coliculo

Superior - LCS: n=2).

3.4. Discussio

Os resultados demonstram o padrao de resposta de sobressalto de individuos do
género Sapajus em um protocolo que mensura o reflexo do corpo todo do animal. Pode-se
observar um aumento gradual da resposta de sobressalto conforme aumenta-se a intensidade
do estimulo sonoro. Nossos dados corroboram um estudo realizado em macacos rhesus que
revelou a possibilidade de se avaliar o padrao de resposta de sobressalto de individuos da
espécie Macaca mulatta neste tipo de protocolo (Winslow et al., 2002). Assim, mostramos que
0 padrao de resposta de sobressalto dessas duas espécies € o mesmo. As intensidades de
115 dB e 120 dB foram igualmente eficientes para causar resposta de sobressalto nos animais.
Dessa forma, considerando que 115 dB foi intenso o suficiente para causar o reflexo esperado,

essa intensidade foi a selecionada para o teste de IPP (experimentos 2 e 3).
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O primeiro trabalho que mensurou a resposta de IPP em primatas ndao-humanos foi
publicado em 2001, no entanto os autores ndo mostraram o padrao da resposta de sobressalto
dos animais. Em tal estudo, um aparato experimental para testes em humanos foi adaptado
para macacos-prego (Cebus apella). Os autores conseguiram, entdo, mensurar a IPP a partir
do reflexo de piscada por meio de um eletrodo preso a palpebra e encontraram um resultado
similar ao apresentado no presente estudo (Linn & Javitt, 2001). A intensidade de estimulo
utilizada para gerar o sobressalto também foi de 115 dB.

O padrao da resposta de IPP dos animais testados no presente estudo foi semelhante
ao encontrado em primatas ndo-humanos em outros estudos (Linn & Javitt, 2001; Winslow et
al., 2002). Da mesma forma que foi observado em outros primatas, a intensidade de 80 dB foi
ideal para inibir a resposta de sobressalto acustica quando apresentada a intensidade de 115
dB como pulso. Como mostrado nas figuras 17 e 18, o intervalo que melhor inibiu a resposta de
sobressalto foi o de 120 ms, esse resultado também corrobora estudos realizados em outros
primatas ndo-humanos (Linn & Javitt, 2001; Winslow et al., 2002, 2007; Linn et al., 2003).

O presente trabalho foi o primeiro estudo a demonstrar a resposta de IPP de macacos
com lesdo no CS. No experimento 3, tivemos a intengcdo de avaliar o nosso protocolo
experimental e testar o papel do CS na resposta de IPP em primatas. Nao foi detectada
diferenca significativa entre a porcentagem de inibicdo da resposta de sobressalto dos grupos
experimentais. A pequena quantidade de individuos nos grupos LF e LCS foi uma limitagao
para a analise dos dados nesse experimento. No entanto, ainda foi possivel identificar uma
tendéncia a diminuigdo da porcentagem de inibicdo nos individuos com lesdo no CS como
observado em ratos (Fendt et al., 1994; Fendt, 1999). Assim, é possivel que com o aumento do
numero de animais seja possivel uma melhor analise a respeito do papel do CS na resposta de
IPP de macacos.

Sabe-se que o CS é uma importante estrutura relacionada a informagdes visuais (para
revisao veja Isbell, 2006), entretanto o CS também recebe informagdes multissensoriais, como
tateis e auditivas (Stein et al., 1975; King & Hutchings, 1987; Sparks & Nelson, 1987). Além

disso, as camadas profundas do CS estao relacionadas a comportamentos de defesa tanto em
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roedores quanto em macacos (Northmore et al., 1988; Brandao et al., 2003; Ignashchenkova et
al., 2004; Maior et al., 2011b, 2012). Em um antigo estudo, Leitner et al., (1981) observaram
que lesdes na formacao reticular do mesencéfalo causavam alteragcdées na resposta de inibigao
do sobressalto com pré-pulsos visuais e auditivos e sugeriram que o CS pudesse estar
envolvido nessa resposta. Essa hipétese foi corroborada pelo estudo realizado com lesdo no
CS de ratos (Fendt et al., 1994). Posteriormente, foi demonstrado que o bloqueio farmacolégico
da atividade GABAérgica por meio de microinjecdes de picrotoxina no CS aumenta a resposta
de IPP, o que significa que a inibicao GABAérgica provoca uma excitagdo dos neurénios do CS
e esta envolvida na resposta de IPP (Fendt, 1999).

A habituacdo € um processo de aprendizagem pelo qual respostas comportamentais
diminuem apos estimulos repetidos (Rankin et al., 2009; Thompson, 2009). Como visto nas
figuras 16, 19 e 21, observa-se uma leve redugao, porém nao significativa da amplitude do
sobressalto durante a sessao de teste, o que significa que ndo houve habituagdo durante os
testes. Em seres humanos, 13 repeticdes de estimulos sonoros sao o suficiente para reduzir as
respostas comportamentais com um estimulo de 100 dB como gerador de sobressalto (Lane et
al,. 2013). Em macacos rhesus uma pequena diminuigdo na amplitude de sobressalto foi
observada ap6s 5 blocos de apresentacao de estimulos dentro de uma unica sessao (Winslow
et al., 2002). E interessante notar que déficits de habituacdo de sobressalto foram observados
em pacientes com esquizofrenia (Geyer & Braff, 1987; Braff et al., 1992). A habituagao em
individuos com lesdes no CS, também n&o foi observada (Figura 21). No entanto, sabe-se que
pacientes com esquizofrenia mostram déficits de habituagdo, devido a disfungdo do
hipocampo. Isso indicaria que esta reducdo de resposta de comportamento pode ser
correlacionada com o desempenho de memoéria (Williams et al., 2013) e, talvez, ndo haja
necessariamente uma relagdo com o CS. Independentemente disso, a falta de habituagao aqui
observada sugere que os testes IPP nesta espécie podem ajudar a compreender os padrdes

de habituagao observados em pacientes com esquizofrenia.
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3.5. Conclusido

No presente estudo ficou demonstrado, a possibilidade de se testar a resposta de IPP
em macacos-prego. A IPP é uma forma objetiva de mensuragcdo da modulagdo do filtro
sensorio-motor prejudicado em diversos transtornos neurolégicos como, por exemplo, na
esquizofrenia. O desenvolvimento de um teste de IPP como protocolo experimental que
mensura, em primatas, o sobressalto a partir do movimento do corpo inteiro permite que novos
estudos pré-clinicos sejam realizados para testar substéncias com potencial antipsicaético.
Muitos estudos envolvendo novas drogas antipsicéticas tém sido realizados em roedores (p.e.
Gacsalyi et al.,, 2013; Douma et al.,, 2014; Gomes et al., 2014; Pedrazzi et al., 2015).
Entretanto, poucos estudos utilizam primatas para testar o efeito de drogas na resposta de IPP
(Javitt & Lindsley, 2001; Linn et al., 2003). Em funcdo da proximidade filogenética entre
macacos e seres humanos, o uso de primatas ndao-humanos como modelos experimentais para
testes de drogas pode produzir resultados de grande valor para o entendimento e tratamento

de transtornos psiquiatricos.

57



4. ESTUDO 2

4.1. Objetivo
Identificar os efeitos do antagonista do receptor NMDA, MK-801, no teste de IPP em

individuos de Sapajus spp. Testar os efeitos do canabidiol apds a administragao de MK-801.

4.2. Materiais e Método

Nesse estudo foram utilizados oito macacos-pregos (Sapajus spp.), sendo dois machos
e seis fémeas. Sete animais foram utilizados no estudo apresentado no Estudo 1, apenas uma
fémea nao havia sido submetida ao teste de IPP e devido a isso precisou passar pelo processo
de condicionamento explicado anteriormente. E importante frisar que nenhum macaco havia
recebido droga experimental antes desse estudo. As analises de dados dos experimentos 1 e 2
(explicados a seguir) foram realizadas de maneira que o experimentador nao tinha
conhecimento de qual tratamento o animal havia recebido.

Todas as informagdes a respeito de questdes éticas, manutengdo dos animais no
CP/UnB, bem como os procedimentos experimentais do teste de IPP estdo explicados
detalhadamente na sec¢éo 3.2 (Estudo 1).

Apos o teste de IPP os animais foram monitorados no proprio viveiro por uma camera
de video (Sony DCR-SR65) durante 30 min para avaliagdo do comportamento e para garantir

gue estavam bem apds a administragao da droga.

Experimento 1. Efeitos do MK-801 no teste de IPP
No primeiro experimento os animais foram submetidos ao teste de IPP apds receberem
uma dose de MK-801. O objetivo desse experimento foi identificar os efeitos dessa droga sobre

a inibicao por pré-pulso em macacos-prego.
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Droga:

Dizocilpina (MK-801) (0; 0,01; 0,02; 0,03 mg/kg — Sigma-Aldrich, Brasil) foi dissolvida
em Tween 80 (Sigma-Aldrich, Brasil) e solugdo salina 0,9% (1:19) e administrada por via
intramuscular (i.m.), no volume de 1 ml/kg. A escolha das doses utilizadas foi baseada em
estudos anteriormente realizados em primatas ndo-humanos (Buffalo et al., 1994; Harder et al.,

1998).

Procedimento:

Oito animais foram submetidos ao teste de IPP apds 20 min da administragdo de MK-
801. Cada animal recebeu uma Unica vez cada dose da droga, assim como a solugéo veiculo
(VEH) com um intervalo de pelo menos duas semanas entre cada administragcao (Tsukada et
al., 2005). Ap6s a administragdo o sujeito foi posicionado na cadeira de restricdo, onde
permaneceu durante 20 min até o inicio do teste de IPP.

O teste de IPP consistiu em uma sessao de dez blocos iguais e consecutivos, com
apresentacdes pseudoaleatérias de estimulos sonoros sendo: um pulso de 115dB e 40ms de
duracgao, um pré-pulso de 80dB e 20ms de duragdo e uma apresentagao de pré-pulso e pulso
com intervalo de 120 ms. A resposta de sobressalto foi registrada ao longo de 600 ms apos
cada apresentacao. O procedimento do teste de IPP foi 0 mesmo realizado no Experimento 3
do Estudo 1 (para mais detalhes veja seg¢ao 3.2.2.).

A sequéncia de doses de MK-801 foram administradas nos animais aleatoriamente uma
vez por semana como observado na figura 22. A administracdo de VEH foi realizada da
seguinte forma: 4 animais receberam VEH na primeira semana (grupo 1 — G1), e outros 4
receberam doses aleatérias de MK-801 (grupo 2 — G2). Na ultima semana de teste o G1
recebeu doses de MK-801 e o G2 recebeu VEH. Nas duas semanas intermediarias todos os

animais receberam doses de MK-801.
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2 semanas 2 semanas 2 semanas

12 Semana 22 Semana ’ 3% Semana ‘ ’ 42 Semana ‘
VEH VEH
G1 - G2 —
0,01 0,01 0,01 0,01
MK-801 -0,02mg/kg MK-801 - 0,02mg/kg MK-801 -0,02 mg/kg MK-801 -0,02
s 0,03 0,03 0,03 o1 0,03

Figura 22. Representacido esquematica do experimento 1.

Experimento 2. Efeitos do CBD no teste de IPP

Essa etapa teve o intuito de identificar o efeito do CBD no teste de IPP em macacos-
prego. Os animais utilizados foram os mesmos do experimento anterior, no entanto devido a
problemas técnicos no registro dos dados comportamentais duas fémeas foram excluidas das

analises.

Droga:

Canabidiol (CBD) (15; 30; 60 mg/kg — STI Pharm, Inglaterra) foi dissolvido em Tween 80
(Sigma-Aldrich, Brasil) e solucao salina 0,9% (1:19) e administrada por via intraperitoneal (i.p.),
no volume de 1 ml/kg. A escolha das doses utilizadas foi baseada em estudos anteriormente

realizados em roedores (Moreira & Guimaraes, 2005; Almeida et al., 2013; Levin et al., 2014).

Procedimento:

Essa etapa foi realizada um més apds a conclusdo da etapa anterior. Oito animais
foram submetidos ao teste de IPP apés 30 min (Levin et al., 2014) da administracdo do CBD.
Para administracdo de CBD os animais foram levemente anestesiados com isoflurano, como
explicado no estudo 1, para que fosse possivel realizar a inje¢do no lugar correto sem causar
lesdo no animal. Cada macaco recebeu cada dose da droga uma vez por semana com um
intervalo de pelo menos duas semanas entre cada administracdo (Figura 23). Apds a

administracdo o sujeito foi posicionado na cadeira de restricdo, onde permaneceu durante 30
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min até o inicio do teste de IPP. A administragdo da solugao veiculo (VEH) nao foi repetida
para evitar dupla captura e contencdo dos animais e para evitar habituagdo ao teste de IPP,
assim a resposta de sobressalto utilizada na analise de dados foi a mesma do experimento
anterior. O procedimento experimental do teste de IPP foi o mesmo realizado no experimento

1.

2 semanas 2 semanas
12 Semana 22 Semana 32 Semana
‘15 ‘15 J15
CBD 30 mg/kg CBD 30 mg/kg CBD 30 mg/kg
160 160 l60

Figura 23. Representacido esquematica do experimento 2.

Experimento 3. Efeitos do pré-tratamento de CBD apds repetidas administragées de MK-

801 no teste de IPP

Drogas:
MK-801 (0,02 mg/kg; i.m.) e CBD (60 mg/kg; i.p.) foram dissolvidas em Tween 80

(Sigma-Aldrich, Brasil) e solu¢ao salina 0,9% (1:19), no volume de 1 ml/kg.

Procedimento:

Essa etapa foi realizada quatro meses ap6s a conclusao da etapa anterior. Os animais
passaram por administracdes repetidas de MK-801 (i.m. 20 min antes do teste de IPP) uma vez
por semana durante trés semanas consecutivas e na quarta semana receberam o CBD e o
MK-801 com intervalo de 10 min, como visto na figura 24. O CBD foi administrado 30 min antes
do inicio do teste de IPP, e o MK-801 20 min. Apds duas semanas 0s animais receberam

solugao veiculo (salina e Tween 80 i.m.).
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12 Semana

\ MK-801(1) (0,02 mg/kg i.m.) \% Teste IPP

22 Semana

| MK-801(2) (0,02 mghkg im.) | —20mn_» | Teste Ipp

32 Semana

‘ MK-801(3) (0,02 mg/kg i.m.) ‘% Teste IPP

42 Semana
| CBD (60 mg/kg) ip. | '®™> | MK-801(0,02mg/kgim) |—2MN > | Teste IPP

62 Semana

' Solugéo veiculo (VEH2) im. | —2min_5 | Teste IPP

Figura 24. Representacdo esquematica dos procedimentos experimentais do experimento 3.

4.2.1. Analise Estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas no IBM SPSS Statistics Versao 20.
O teste de normalidade Shapiro Wilk indicou que os dados desse estudo ndo apresentam
distribuicdo normal. Para a normalizagdo dos dados novamente foi realizado o calculo da

porcentagem de inibigdo pela formula (explicada anteriormente):

100* (p - pp)
D

Efeitos do MK-801 no teste de IPP: Foi realizado o teste de Friedman para examinar os
efeitos de cada dose do MK-801 na amplitude de sobressalto e porcentagem de inibigdo. O

teste de Wilcoxon Rank Sum foi realizado para comparar a porcentagem de inibicdo na
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avaliacdo temporal dos efeitos do MK-801 nos dados independentes e o teste de Wilcoxon

Signed Rank nos dados dependentes.

Efeitos do CBD no teste de IPP: Foi realizado o teste de Friedman para examinar os efeitos

de cada dose do CBD na amplitude de sobressalto e porcentagem de inibigao.

Efeitos do pré-tratamento de CBD apds repetidas administragcées de MK-801 no teste de
IPP: Foi realizado o teste de Friedman para comparacdo da amplitude de resposta e
porcentagem de inibicdo em cada semana de administragcdo do MK-801 e do CBD com MK-
801, bem como da resposta com administragao de solugao veiculo.

Para todos os dados analisados foi considerado como significativo valores de p<0,05.
Os dados foram representados como a média da resposta de sobressalto ou da IPP % erro
padrao da média (E.P.M.). Apenas na figura 26, foi representada a mediana da porcentagem

de IPP.

4.3. Resultados
Experimento 1. Efeitos do MK-801 no teste de IPP
O teste de Friedman indicou uma diminuicdo na porcentagem de inibicdo quando
administrado o MK-801 apenas na dose de 0,03 mg/kg comparado com o veiculo (X%3=9.800;

p=0.002) como observado na figura 25.
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Figura 25. Mediana da porcentagem de inibicdo para cada dose de MK-801 (n=8). * significa

diferenca estatistica em comparagao ao veiculo.

A figura 26 mostra a média da amplitude da resposta de sobressalto quando
apresentado apenas o pulso e quando apresentado o pré-pulso com o pulso com intervalo de
120 ms. Quando apresentado apenas o pulso, a resposta de sobressalto apenas diferiu do
VEH na dose de 0,03 mg/kg (X%=5.000; p=0.025). Quando apresentado os dois estimulos,
condicdo pré-pulso+pulso, ndo houve diferenca estatistica em nenhuma dose e VEH
(X%=7.738; p=0.052).

A figura 27 mostra uma comparagao do efeito de VEH e MK-801 no tempo,
independente da dose administrada. E possivel observar um déficit da porcentagem de inibicdo
nos animais que receberam MK-801 na primeira semana (grupo G2) em comparagdo com o
grupo que recebeu VEH (grupo G1) (Z=-3.830; p<0.001). Além disso, houve um aumento na

porcentagem de inibicao apds repeticdo do tratamento (Z=-4.359; p<0.001). Na comparagéao o
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comportamento dos animais do grupo G2, foi observado diferenga significativa entre a resposta
dos animais quando receberam MK-801 na 1% semana (MK-801/G2) e quando receberam VEH
na 4° semana (VEH/G2) (Z=-2.151; p=0.032). Ndo houve diferenga estatistica entre a
porcentagem de inibicdo nas administracbes dos VEH/G1 e VEH/G2 (Z=-0.414; p=0.684),
assim como nao houve diferenca entre o VEH/G2 e MK-801/G1 (Z=-0.799; p=0.429). Da

mesma forma, ndo houve diferenga entre VEH/G1 e MK-801/G1 (Z=-1.116; p=0.265).
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Figura 26. Média da amplitude de sobressalto Colunas pretas representam a resposta de
sobressalto apds a apresentagdo do pulso, colunas cinzas representam a resposta de

sobressalto apos a apresentagao do pré-pulso+pulso (+E.P.M.) (n=8). * significa diferenga entre
dose e VEH.
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Figura 27. Média da porcentagem de inibicdo da resposta de sobressalto na 1% e na 4 semana
de administragao (xE.P.M.) (n=4 em cada grupo). Circulos representam a reposta de IPP do
grupo G1, tridngulos representam a resposta de IPP do grupo G2. Simbolos brancos

representam a resposta de IPP apds a administracdo de VEH e pretos significam a resposta de

*

IPP apdés a administracdo de MK-801 (média de todas as doses). * significa diferenca

estatistica da resposta do MK-801/G2 para todas as outras.

A figura 28 mostra a média da amplitude de sobressalto quando apresentado apenas o
pulso e quando apresentado a pré-pulso com o pulso. Na apresentagao apenas do pulso, a
resposta de sobressalto do VEH na 4% semana (VEH/G2) foi diferente de todos as outras
respostas nessa situacao (vs. VEH/G1: Z=-2.223, p=0.026; vs. MK-801/G2: Z=-2.850, p=0.004;
vs. MK-801/G1: Z=-2.098, p=0.036). Na apresentagdo do pré-pulso+pulso, MK-801 na 4°
semana (MK-801/G1) foi estatisticamente diferente do todos os outros (vs. VEH/G1: Z=-2.139,
p=0.032; vs. VEH/G2: Z=-3.662, p<0.001; vs. MK-801/G2: Z=-2.560, p=0.010). Além disso,
VEH na 1% semana (VEH/G1) diferiu do MK-801 na 1% semana (MK-801/G2) (Z=-2.035,

p=0.042).
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Figura 28. Média da amplitude de sobressalto na 1% e na 4% semana de administragédo
(xE.P.M.) (n=4 para cada grupo). Colunas pretas representam resposta de sobressalto apds a
apresentacdo do pulso e colunas cinzas representam resposta de sobressalto apods a
apresentacao de pré-pulso+pulso. * significa diferenga comparado a todas as outras respostas
de pulso. + significa diferente de todas as respostas de pré-pulso+pulso; # significa diferenca

estatistica entre VEH/G1 e MK-801/G2.

Experimento 2. Efeitos do CBD no teste de IPP:

O teste de Friedman nao indicou diferenga estatistica na porcentagem de inibigado entre
as doses de CBD entre elas e nem comparadas com o VEH (X%=3,860; p=0,277) (Figura 29).
Assim como também nao indicou diferenca entre a porcentagem de inibigdo durante as

semanas de administracdo da droga, independente de dose (X%=3,600; p=0,165) (Figura 30).
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Figura 29. Média da porcentagem de inibicdo para cada dose de CBD (xE.P.M.) (n=6).
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Figura 30. Média da porcentagem de IPP em cada semana de administragdo de CBD,

independente de dose administrada (zE.P.M.) (n=6).

A figura 31 mostra a amplitude de resposta de sobressalto quando apresentado apenas
o pulso e quando apresentado o pré-pulso+pulso. Nao houve diferenca entre as respostas de
sobressalto quando apresentado o pulso (X%=0,340; p=0,952). Porém houve diferenca na
resposta de sobressalto quando apresentado pré-pulso+pulso. Essa resposta na dose de 15
mg/kg foi diferente da resposta quando administrado VEH (X?3=5,400; p=0,020), da dose de 30
mg/kg (X%=5,586; p=0,018) e de 60 mg/kg (X?s=10,593; p=0,001), além disso a resposta na

dose de 30 mg/kg foi diferente da resposta quando administrado VEH (X?3=4,267; p=0,039).
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Figura 31. Média da amplitude de sobressalto (xE.P.M.) (n=6). Colunas pretas representam
resposta de sobressalto apds a apresentagdo do pulso. Colunas cinzas representam respota
de sobressalto quando apresentado pré-pulso+pulso. * significa diferenca na resposta apds a
apresentacao de pré-pulso+pulso na comparacgao das doses 15 mg/kg vs. VEH, e 30 mg/kg vs.
VEH. # significa diferenga quando apresentado pré-pulso+pulso na comparagao das doses 30

mg/kg vs. 15 mg/kg, e 60 mg/kg vs. 15 mg/kg.

Experimento 3. Efeitos do pré-tratamento de CBD apds repetidas administragées de MK-
801 no teste de IPP

Apos a administragdo de MK-801 houve um aumento da porcentagem de inibigdo ainda
na primeira semana em relacdo ao VEH1 (X%=14,450; p<0,001), que se manteve apos trés
semanas consecutivas (VEH1 vs. MK-801(2): X%=6,050; p=0,014; VEH1 vs. MK-801(3):
X?=8,450; p=0,004) (Figura 32). Ainda na figura 32 pode-se observar que com a administracéo
do CBD na quarta semana consecutiva de teste de IPP a porcentagem de inibigdo diminuiu

tornando-se estatisticamente igual ao do VEH realizado no experimento 1 (X25=0,001;

70



p<0,001), porém diferente da resposta de inibicdo com administracdo de VEH2 (X?s=7,200;

p=0,007).
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Figura 32. Média da porcentagem de inibicdo em cada situagao experimental (zE.P.M.) (n=8)
(VEH(1) significa administragdo de VEH do experimento 1, estudo 2; MK-801(1) significa
administragdo de MK-801 na 1% semana; MK-801(2) significa administragdo de MK-801 na 22
semana; MK-801(3) significa administragdo de MK-801 na 3% semana; CBD+MK-801 significa
administragdo das duas drogas na 4® semana de teste; VEH(2) significa administragdo de VEH
na 6° semana de teste). * significa diferente de VEH(1); # significa diferente de CBD+MK-801.

A figura 33 mostra a amplitude da resposta quando apresentado apenas o pulso e
quando apresentado o pré-pulso+pulso em cada situagao experimental. Quando apresentado
apenas o pulso, o teste de Friedman indicou diferenga estatistica entre: VEH(1) vs. MK-801
(X?%=7,200; p=0,007), vs. MK-801(2) (X%=7,200; p=0,007); MK-801(1) vs. MK-801(3)
(X?5=5,000; p=0,025), vs. CBD+MK-801 (X?*5=12,800; p<0,001); e MK-801(3) vs. CBD+MK-801
(X?5=5,000; p=0,025). Quando apresentado o pré-pulso+pulso, foram diferentes do VEH(1) as
seguintes respostas de sobressalto: MK-801(1) (X%=12,800; p<0,001); MK-801(3) (X*s=26,450;

p<0,001); CBD+MK-801 (X%=10,646; p=0,001) e VEH2 (X%=26,450; p<0,001). A resposta de
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sobressalto quando administrado MK-801(1) foi diferente de MK-801(3) (X?s=4,050; p=0,044) e
VEH2 (X?5=9,800; p=0,002). Além disso, quando administrado MK-801(2) a resposta foi
diferente de: MK-801(3) (X?%=23,405; p<0,001); CBD+MK-801 (X?s=4,050; p=0,044) e VEH2

(X%s=14,450; p<0,001).
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Figura 33. Média da amplitude de sobressalto (xE.P.M.) (n=8). Colunas pretas significam
resposta quando apresentado pulso. Colunas cinzas significam resposta quando apresentado

pré-pulso+pulso. * significa diferente de VEH(1). # significa diferente de CBD+MK-801.

4.4. Discussido
O presente estudo mostra o efeito do antagonista de NMDA, MK-801, na resposta de
IPP de macacos-prego. O tratamento com MK-801 induziu uma diminuigdo na resposta de IPP,
assim como na amplitude da resposta de sobressalto (sem apresentagdo do pré-pulso), na
dose mais alta utilizada (0,03 mg/kg). Estudos que avaliaram os efeitos do MK-801 em outras
espécies de primatas utilizaram outros paradigmas comportamentais, como testes de memoaria,
porém também indicaram que as alteragdes comportamentais aparecem principalmente

guando administrada a dose de 0,03 mg/kg ou doses mais altas (Ogura & Aigner, 1993; Buffalo
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et al., 1994; Harder et al., 1998). E possivel que se utilizando doses acima de 0,03 mg/kg o
déficit da resposta de IPP fosse mais acentuado. Entretanto, doses mais altas de MK-801
induzem severos quadros de ataxia e parkinsonismo, o que poderia interferir na reposta de
sobressalto dos animais (Crossman et al., 1989; Rupniak et al., 1992). Assim, optou-se por
doses mais baixas, especialmente por este se tratar do primeiro estudo de IPP com
administracdo de MK-801 em primatas ndo-humanos. Mesmo assim, foi observado (porém nao
quantificado) alteragdes no comportamento motor dos animais nas duas doses mais altas
(0,02; 0,03 mg/kg). Essas alteragbes de comportamento caracterizaram-se pela falta de
coordenacgédo dos movimentos e desequilibrio, tipicos da ataxia. Boyce et al., (1991) e Rupniak
et al., (1992) chegaram a observar comportamentos semelhantes na administragcdo destas
mesmas doses em micos-de-cheiro (Saimiri scuireus) e macacos rhesus (Macaca mulatta).

A resposta de IPP foi reduzida apds a administracdo aguda de MK-801, como ocorrido
em estudos com roedores (ex. Feifel & Priebe, 1999; Gururajan et al., 2011; Khella et al., 2014;
Long et al., 2006). Como visto na figura 28, a amplitude de sobressalto, quando apresentado
apenas o pulso, ndo foi diferente comparando os dois grupos na primeira semana. A diferenca
mais acentuada foi encontrada na resposta de sobressalto quando apresentados os dois
estimulos (pré-pulso+pulso), o que demonstra que a alteragéo teria ocorrido na resposta de
IPP. Nosso protocolo experimental envolveu a repeticao da administragdo da droga em doses
diferentes, pois utilizamos o sujeito como controle dele mesmo. Assim, os animais receberam
tratamento uma vez por semana, com intervalo de duas semanas entre cada administracio.
Sendo assim, apds a quarta semana de administragado da droga, a resposta de IPP tornou-se
semelhante a IPP dos animais quando nao administrado MK-801, ou seja, o déficit causado
pelo MK-801 foi revertido. Alguns estudos mostram que, apds a repeticdo do teste de IPP,
concomitantemente a administragcdo de MK-801 em roedores, o efeito da droga tende a se
intensificar e causar maiores déficits de IPP (Schulz et al., 2001; Gomes et al., 2014). Apesar
disso, nossos resultados indicam que a repeti¢cao do teste e da administragdo da droga causou

a reversao do efeito inicial do MK-801 em macacos do género Sapajus.
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Resultados semelhantes foram encontrados em roedores apés sucessivas injegdes de
agonistas do receptor dopaminérgico do tipo D,, como a anfetamina, cocaina, apomorfina e
quinpirole, simultaneamente a repeticdo do teste de IPP (Druhan et al, 1998; Byrnes &
Hammer, 2000; Feifel et al., 2002; Culm & Hammer, 2004; Culm et al., 2004; Li et al., 2011).
Essas drogas, quando administradas de forma aguda, causam déficit de IPP, porém apés
administracdes repetidas perdem o efeito e a resposta de IPP é revertida. Esse fenbmeno foi
interpretado como efeito de tolerancia a droga. No mesmo sentido, o efeito de tolerancia foi
observado com a administragcdo repetida de MK-801 sobre a atividade motora de ratos
(Dall’Olio et al., 1992). Além disso, a repeticao do tratamento com MK-801 diminui a densidade
de receptores D, no estriado de ratos (Dall’Olio et al., 1992). Considerando que agonistas de
D, causam déficits de IPP (Ralph & Caine, 2005), a tolerancia causada pelo MK-801 no nosso
estudo pode ser atribuida a diminuicdo da densidade de receptores D..

Outra questao que pode estar associada a perda do efeito do MK-801 & a familiarizagao
com o ambiente de teste. Varios estudos de memdria e aprendizagem em roedores
evidenciaram que MK-801 perde o efeito apds o animal se familiarizar com o ambiente de teste
(Chan & McNally, 2009; Shapiro & O’Connor, 1992; Uekita & Okaichi, 2005). Seguindo o
mesmo raciocinio, Ennaceur et al. (2011) demonstraram que o MK-801 aumenta os niveis de
ansiedade em camundongos e que esse efeito ansiogénico diminui apds o animal ser exposto
repetidas vezes ao aparato experimental durante o tratamento com a droga. Outros
antagonistas de NMDA também induzem efeitos semelhantes quando o animal esta
familiarizado com o ambiente (Saucier et al., 1996; Roesler et al., 1998; Sanders & Fanselow,
2003). Antagonistas de NMDA bloqueiam a potenciagcao de longa duragao (LTP: Long-term
potentiation) no hipocampo, e esse efeito pode ser alterado pelo pré-treinamento ou pela
familiarizacado ao teste por um efeito de aprendizagem latente (Otnaess et al., 1999; Ennaceur
et al., 2011). Ademais, sabe-se que o hipocampo é uma estrutura responsavel pela modulagao
da resposta de IPP (Swerdlow et al., 2001a; Wolf et al., 2006; Kohl et al., 2013).

Embora a resposta de IPP reflita um processo automatico que ocorre antes da

percepcao do estimulo (pré-attentive) (Graham, 1975), niveis mais altos de processamento
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cognitivo possivelmente estdo envolvidos nessa resposta. Isso porque existe uma correlagao
positiva entre o aumento da resposta de IPP e habilidades superiores na formagao de
estratégias em humanos mostrando que pessoas que possuem altas respostas de IPP
apresentam processamento de informagdes mais eficientes (Bitsios et al., 2006). Além disso,
varios estudos tém demonstrado que uma maior atengdo ao sinal do estimulo de pré-pulso
aumenta a resposta de IPP (para revisdo veja Li et al., 2009). Nossos sujeitos foram
familiarizados com o ambiente de teste e com o teste em si, 0 que modificou o efeito da droga.
Além disso, a familiarizagdo com o teste de IPP pode ter ocasionado uma maior atengao ao
pré-pulso pelos animais, 0 que esta relacionado a uma aprendizagem latente, e pode ter
induzido um aumento na resposta de IPP dos animais.

Como relatado por Li et al. (2011), o teste de IPP consiste em apresentagdes repetidas
de estimulos de sobressaltos que sao considerados estressores, e a constante repeticao
desses estimulos pode provocar alteragdes no efeito de drogas na resposta de IPP.
Considerando que a meia-vida do MK-801 é de aproximadamente duas horas (Hatfield et al.,
1992), e nossas sessbes de teste ocorreram sempre com intervalo de pelo menos duas
semanas, a reversao da resposta de IPP observada nido pode ser atribuida apenas ao efeito do
MK-801. Portanto, sugerimos que essa inesperada reversdo da IPP, demonstrada nesse
estudo, seja resultado de uma interagéo droga-treino.

Os experimentos 2 e 3 do presente estudo mostram efeitos no IPP apds a
administracdo de CBD. Os resultados mostram que o CBD n&o alterou a porcentagem de
inibicdo dos animais. Embora tenha havido um aumento no sobressalto quando apresentado o
pré-pulso na dose de 30 mg/kg, a resposta de IPP néo foi alterada. Esses dados corroboram
estudos com roedores que mostram que o CBD n&o interfere na resposta de IPP quando
administrado sozinho (Long et al., 2006; Gomes et al., 2014; Levin et al., 2014; Pedrazzi et al.,
2015). Apenas Gururajan et al., (2011) observaram uma redugao na porcentagem de inibicao
na dose de 10 mg/kg, entretanto nas doses de 3 e 30 mg/kg também nao houve alteragao em
comparagdo ao VEH. Alguns desses estudos mostraram também que ha mudangas na

resposta de sobressalto com administragdo do CBD (Long et al., 2006; Gururajan et al., 2011).
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Considerando que todos os animais receberam trés doses de CBD optou-se por nao
repetir a administragao do controle para evitar um excesso de captura dos animais e evitar que
0s animais fossem expostos ao teste mais vezes do que o necessario. Portanto, a resposta de
IPP do VEH utilizada para comparacao foi a mesma do experimento 1 com MK-801. Como os
animais foram expostos varias vezes ao teste, mesmo com duas semanas de intervalo, foi
realizada uma analise para identificar algum efeito temporal ou de interagdo droga-treino.
Diferente do que foi observado na administracdo de MK-801, o CBD nao induziu um efeito
temporal e o padrao de resposta dos animais se manteve o mesmo quando analisada a média
da porcentagem de inibicao das doses administradas por semana de teste.

No experimento 3, tivemos o objetivo de testar um possivel efeito antipsicético do CBD,
0 que nao foi possivel devido ao fato de nao ter sido encontrado uma reducgéo na resposta de
IPP apos trés administragdes de MK-801. Apesar da dose de 0,03 mg/kg ter diminuido a IPP
na administragdo aguda (Figura 25), optou-se por utilizar a dose de 0,02 mg/kg no experimento
3 para evitar alto grau de ataxia nos animais. Da mesma forma, Harder et al., (1998),
observaram que a dose de 0,03 mg/kg causou muita ataxia em micos (Callithrix jacchus
Jacchus), por isso optaram por nio utilizar essa dose em estudos subsequentes (Harder &
Ridley, 2000).

Como dito anteriormente, a hipétese original do presente estudo era de que o MK-801
seria eficaz na redugéo da resposta de IPP apds administragdes repetidas (Schulz et al., 2001;
Gomes et al., 2014). Dessa maneira, a administragdo do canabidiol apdés quatro semanas
consecutivas de administracdo de MK-801 indicaria a existéncia ou ndo de um efeito
antipsicético do CBD. Alguns estudos mostram que o CBD reverte o déficit de IPP causado
pelo MK-801 (Long et al., 2006; Gomes et al., 2014) e pela anfetamina (Pedrazzi et al., 2015).
Embora ndo se conhega completamente os mecanismos de acdo do CBD como antipsicotico
(Gomes et al., 2015), possivelmente esse efeito esta relacionado a facilitacdo da
neuromodulagcdo do ECS através do aumento da anandamida (Zuardi et al., 2012; Pedrazzi et

al., 2015).
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Os resultados mostraram um efeito contrario ao esperado em relagdo ao MK-801
administrado em trés semanas consecutivas, em fungdo de uma possivel interagdo droga-
treino. Na figura 32, é possivel ver que em comparacédo ao VEH administrado inicialmente, a
IPP é aumentada apdés a administracdo de MK-801. Esse efeito pode ter ocorrido devido a
familiarizacdo dos animais ao teste de IPP, como ja explicado anteriormente. O pré-tratamento
com CBD fez a resposta de IPP voltar ao padrao original. Entretanto, como houve uma
tendéncia a habituagdo da resposta de sobressalto com a administracdo de MK-801 e a
realizagdo do teste de IPP (Figura 33), ndo é possivel afirmar que a redugdo da IPP foi
causada por um efeito do CBD, ou simplesmente por uma diminuicdo da resposta de

sobressalto quando apresentado apenas o estimulo de pulso.

4.5. Conclusido

O estudo 2 mostrou pela primeira vez os efeitos do MK-801 e do CBD na resposta de
sobressalto acustico em primatas ndo-humanos. Os resultados demonstram que é possivel
utilizar o macaco-prego (Sapajus spp.) como um modelo experimental de esquizofrenia
utilizando-se um protocolo de IPP com a mensuragao do movimento do corpo inteiro do animal
com a administragdo aguda de MK-801. Diferentemente do que ja foi observado em roedores,
com a repeticdo da administracdo de MK-801, ndo encontramos sensibilizagdo da resposta de
IPP. Como foi observado, uma habituacido na resposta de IPP apds administracdo de MK-801,
nao foi possivel demonstrar efeito antipsicotico do CBD em macacos-prego. Nesse sentido,
nossos resultados enfatizam a importancia da utilizacdo de primatas em pesquisas basicas e
estudos pré-clinicos, pois demonstra diferengas neurofarmacolégicas existentes entre macacos

e roedores (Martignoni et al., 2006).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O teste de IPP tem sido considerado uma importante forma de mensurar danos na
modulacdo do filtro sensério-motor por ser uma medida simples e objetiva. Esse teste é
largamente utilizado em modelos animais de esquizofrenia, especialmente em roedores. O
presente trabalho demonstrou que macacos-prego do género Sapajus sao bons modelos
experimentais para estudos de déficits da resposta de IPP.

Foi possivel identificar o padrdo da resposta de sobressalto e a resposta de IPP desses
animais quando apresentado um estimulo acustico e mensurar o movimento do corpo todo do
sujeito. Apos estabelecermos nosso protocolo experimental, demonstramos uma tendéncia a
diminuicdo da resposta de IPP em animais com o CS lesado, corroborando estudos com
roedores que indicam a participagao dessa estrutura no circuito neural da IPP.

No mesmo sentido, o presente estudo demonstrou que os macacos-prego podem ser
utilizados como sujeitos em teste de IPP em modelos experimentais de esquizofrenia baseados
no efeito agudo de MK-801 na modulagdo do filtro sensdrio-motor. Interessantemente, no
presente trabalho, encontrou-se uma interagao droga-treino apds os animais serem expostos a
repetidas apresentacdes do teste de IPP durante o tratamento do MK-801. Mostrou-se, assim,
gue os macacos-prego apresentam habituacdo da resposta de IPP nessas condigbes, o que
impossibilitou o teste do potencial antipsicético do CBD nesses animais. Portanto, para se
estabelecer um protocolo experimental para testes de antipsicéticos em primatas utilizando-se
a resposta de IPP, é necessario que seja realizada administragdo aguda de antagonista de
NMDA. Em relagao a estudos crbnicos, pode-se realizar a administragao crénica da droga sem
a repeticao do teste de IPP.

Assim, os resultados do presente estudo destacam a importdncia da utilizacdo de
primatas como modelos experimentais de transtornos neurolégicos, em especial por termos
observado diferengas neurofarmacologicas em relagdo ao que se encontra na literatura em

diversos estudos realizados com roedores.
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Abstract

Prepulse inhibition (PPI) is the decrease of startle reflex amplitude when a slight stimulus is previously generated. This
paradigm may provide valuable information about sensorimotor gating functionality. Here we aimed at determining the
inhibited and uninhibited startle response of capuchin monkeys (Sapajus spp.), and to evaluate the role of the superior
colliculus in PPI. Capuchin monkeys were tested in a whole-body protocol, to determine the best startle amplitude and
interstimuli interval. Additionally we tested two subjects with bilateral superior colliculus damage in this protocol. Results
show that 115 dB auditory pulse has induced the best startle response. In contrast to reports in other species, no
habituation to the auditory stimuli was observed here in capuchins. Also, startle reflex inhibition was optimal after 120 msec
interstimuli interval. Finally, there was a downward tendency of percentage inhibition in superior colliculus-lesioned
monkeys. Our data provides the possibility of further studies with whole-body protocol in capuchin monkeys and reinforces
the importance of the superior colliculus in PPI.
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Introduction

Acoustic startle reflex (ASR) is an innate response that causes a
rapid contraction of facial and bodily muscles provoked by an
intense and sharp noise [1,2]. ASR can be used as an
experimental model for the study of sensitization, habituation,
prepulse inhibition, fear potentiated startle, as well as to test the
effects of drugs on behaviour [3-6]. Prepulse inhibition (PPI)
paradigm is the decrease of ASR when a slight acoustic stimulus
is previously generated [2,7,8]. PPI depends on some stimuli-
related variables, chiefly: intensity, duration, and interstimuli
interval. This behavioural paradigm may provide valuable
information about sensorimotor gating functionality. Understand-
ing the neural circuitry underlying PPI may provide important
insights into neurological disorders, such as schizophrenia [9].
Indeed, PPI test is generally used as a screening procedure for
substances with potential antipsychotic effects [10,11]. In this
sense, tests in nonhuman primates are crucial since their results
may be more readily extrapolated to humans due to brain and
behavioural similarities between monkeys and human beings.
Some PPI paradigm-studies have identified interstimuli intervals,
as well as stimuli intensities and duration for some nonhuman
primates [5,6,12].

Midbrain is essential for PPI [3,13]. In an experiment with
rats Yeomans el al [13] suggested that the mesencephalic

PLOS ONE | www.plosone.org

pathways are involved in acoustic PPI. They found that a fast
auditory pathway from cochlear nucleus starting from inferior
colliculus to the intercollicular nucleus, then it reaches interme-
diate layers of the superior colliculus (SC) and proceeds to
tegmental pedunculopontine nucleus, which in turn projects to
the basal ganglia and into the spinal cord. Yeomans et al [13]
also emphasized a slower multisensory pathway started in SC
intermediate layers. These results support previous studies that
demonstrated the importance of such structures in PPI [3,14].
Although SC is involved in responses to visual stimuli, including
detection of salient stimuli, head and eyes orientation, saccadic
movements and shifts of attention [15-20], this subcortical
structure is strongly implicated in defensive behaviours [21-24].
In addiction, SC receives auditory inputs from inferior colliculus
[25] that must be related to PPI [13]. Therefore, SC is an
important center of multisensory integration that receives visual,
auditory, and somatosensory information from several cortical
and subcortical areas [26-28].

The present study aimed to determine the pattern of startle
response of individuals of Sapajus spp. using whole-body protocol,
to determine the best intensity and PPI interstimuli interval as well
as to evaluate the role of the SC in capuchin monkeys in PPL
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Materials and Methods

Ethics Statement

All procedures involving animals had been conducted according
to guidelines of the Brazilian Society of Animal Experimentation
(COBEA) and followed the Principles of Laboratory Animal Care
(NIH publication no. 85-23, revised 1996). This study was
approved by the Animal Ethics Committee of the Institute of
Biology, University of Brasilia (UnBDOC no 128181/2011). All
experiments were conducted at Primate Center at University of
Brasilia, Brazil.

Animals were pair-housed in cages with natural substrate, with
rope swings and nest boxes, measuring 3 X3 x1.8 m, under natural
conditions of lightness and temperature. Animals were given
access to food and water ad libitum. New supply of food was
offered twice daily, early morning and late in the day, and water
was offered by automatic drinking fountain. Animals were under
constant environmental enriching tasks as usual in our Primate
Center. No animal was submitted to any kind of suffering. In order
to minimize stress during experiments, animals were submitted to
acclimation sessions (see below), in which they received fruits
reward for quiet standing in test equipment. Since animals are still
under behavioural studies, no individual has been euthanized after
the present study.

Subjects

A total of 12 capuchin monkeys (Sapajus spp.), 8 females and 4
males, weighing between 2 and 5 kg were employed in this study.
Animals were submitted to test sessions after feed time between 8—
12 am, five days a week.

Subjects were placed inside the experimental chamber (see
description below) by an experimenter and were submitted to 5-8
sessions for acclimation. Animals remained for 60 min per day
inside the chamber with 65 dB white noise on. During this period
the monkeys received fruits reward for quiet standing. Similar
procedure was used for 10 min before every test session.

Procedures

Three different tests were performed in the following sequence:
startle response amplitude, prepulse inhibition and superior
colliculus lesion. In startle response amplitude test, 6 animals (4
females and 2 males) were employed. In prepulse inhibition test, all
the same 6 subjects were employed and we added 2 females. The 8
subjects used in prepulse inhibition test were also employed in the
SC-lesion test as a control group. Beyond these 8 subjects, we
employed 2 females as the sham-group and 2 males as the lesion-
group. All those tests are detailed below at next sections.

Tests were conducted in a room next to the house cage inside an
acoustically isolated compartment (140x100x170 cm), with a
permanent white noise of approximately 65 dB. A bottomless
chamber measuring 60x30x30 cm was built in transparent
acrylic material of 15 mm thick and placed above a wooden box
measuring 45x40x40 cm (Fig. 1). This wooden box was built to
keep the animal away from the ground improving the welfare of
the subjects during tests. Subjects were placed inside the acrylic
chamber with its head out. The top of the chamber had an
adjustable hole that held the subjects neck. A device
(30x30%25 cm) equipped with two speakers (Foster Model
FT96H Frequency band; 4 KHz~30 KHz) was placed above
subject’s head, whereas each speaker was 10 cm away from the
head. Speakers were connected to a sound generator (O’Hara &
Co., Ltd., Tokyo) and a video camera (Model Clone #1004124),
which allowed continuous monitoring of the subject by an external
computer during the procedure. Subject’s whole-body movement

PLOS ONE | www.plosone.org
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were captured by an accelerometer (Inntechno Japan Co.ltd.,
Model: BDK3) located on the bottom of chamber and connected
to an amplifier (O’Hara & Co., Ltd.). The whole system was
connected to a recording software (Animal Startle — PCI 6024E,
developed by O’Hara & Co., Ltd.), interfaced with Windows XP
operational system, which allowed adjustment of some recording
features.

Startle response amplitude

Six animals (two males and four females) were employed in this
experiment. The startle amplitude was measured in a single session
with 10 equal and consecutive blocks of 5 pseudorandom white
noise stimuli each (90, 95, 100, 115, 120 dB). Inter-stimulus
interval was 60 sec and the duration of each stimulus was 40 msec.
Startle response was defined as the maximum peak voltage
amplitude of the accelerometer over 400 msec after stimulus
presentation. Basal activity was defined as the maximum peak
voltage over 400 msec before stimulus presentation.

Prepulse inhibition

Eight animals (two males and six females) were employed on a
single session of 7 equal and consecutive blocks of 7 pseudoran-
dom trials each (pulse-alone, prepulse-alone and 5 prepulse-pulse
trials ranging inter-stimulus intervals: 45, 70, 120, 520,
1020 msec). Pulse and prepulse were 115 dB and 80 dB white
noise stimuli respectively and inter-trial interval was 60 sec. Startle
response was recorded over 1800 msec after each presentation.

Superior colliculus lesion

PPI was conducted in two males submitted to bilateral
neurotoxic lesions of the SC and two females that were submitted
to SC-sham surgery. Ibotenic acid (IBO) was infused in four
injection sites, two in each SC (10 mg/kg in phosphate-buffered
saline (PBS); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a rate of
1 ul/5 min not to cause mechanical damages on those structures.
In each site 0.4-0.8 ul IBO was delivered and the glass pipette was
left inside the brain for 2 min to allow the dispersion and to avoid
reflux during removal. Injection sites were determined by means of
a stereotaxic atlas for Sapajus [29]. The SC-sham group was
submitted to the same overall procedure, but instead IBO, the
same volume of PBS vehicle was infused. For more details about
surgery and evaluation of extent of injury, see Maior et al [23]. We
also submitted the same eight animals (control group) cited above
to the PPI test described in this session. Animals were employed on
a single session of 10 equal and consecutive blocks of 3
pseudorandom stimuli each (pulse-alone, 115 dB, 40 msec dura-
tion; prepulse-alone, 80 dB, 20 msec duration and pulse-prepulse,
120 msec interval). Startle response was recorded as maximum
peak amplitude over 600 msec after each presentation.

Statistical Analysis

Startle response amplitude. One-factor repeated-measures
analysis of variance (ANOVA) and post hoc Bonferroni test were
performed to examine the effects of stimulus intensity on startle
amplitude relative to basal activity, the startle response to different
stimulus intensities and the mean startle response for all intensities
along trial blocks.

Prepulse inhibition. The percent inhibition of the startle
response was calculated for each subject by the following formula:
100x ([pulse-alone]| - [prepulse-pulse])/(pulse-alone) as done in
previous PPI studies [5,6]. One-factor ANOVA was performed

using prepulse interval and trial block as within-subjects factors.
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Figure 1. Primate test chamber. Monkeys were positioned with the neck at the neck-hole in a standing position on the accelerometer platform.

doi:10.1371/journal.pone.0105551.g001

Also a post hoc Bonferroni test was performed to examine
individual main and interaction effects.

Superior colliculus lesion. The details of the lesion were
published elsewhere [23]. IBO injections resulted in circumscribed
bilateral lesions, characterized by cell loss filled with gliosis,
identified as hypersignal in T-2weighed and FLAIR scans (2-mm
thick images). The lesions encompassed all SC layers down to
inferior colliculus and central gray and extended two-thirds of the
rostrocaudal SC axis in all subjects. No discernible damage was
found in the tissues above SC due to IBO leaking during cannula
retraction. Percent inhibition was calculated as explained in
session 2.6.2. A Kruskal-Wallis analysis comparing the means for
cach group was performed to compare the percentage inhibition
of the startle response among lesion, sham-lesion and control
groups.

PLOS ONE | www.plosone.org

Results

Raw data of the three tests (startle response amplitude, prepulse
inhibition and superior colliculus lesion) are available in table S1,
table S2 and table S3 respectively.

Startle response amplitude

Acoustic startle response amplitude showed a gradual increase
with increasing of stimulus intensity in the control monkeys. No
difference was found in basal activity [F (0.81); p=0.51]. There
was no statistical difference over the course of 10 repeated trial
blocks, showing that there was no habituation during the test trial
[F (0.862); p=0.55] (Fig. 2-A). Figure 2-B shows the mean
amplitude startle response relative to baseline activity. All
intensities caused greater startle responses than the basal activity
(p<<0.05). ANOVA followed by post hoc Bonferroni test indicated
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that only 90x95 dB and 115x120 dB intensities had no
significant difference between themselves (p>0.05).

Prepulse inhibition

There was no habituation over the course of 7 trial blocks in the
control monkeys [/ (0.99); p=0.43] (Fig. 3-A). ANOVA followed
by post hoc Bonferroni test indicated that only in prepulse-pulse
120 msec-interval trial mean amplitude was different of pulse-
alone trial amplitude (p=10.01). In all others cases, prepulse-pulse
trials had the same response amplitude as pulse-alone trials (p>
0.17). Also, prepulse-alone was different of pulse-alone response
(p<<0.01) (Fig. 3-B). Figure 3-C shows percentage of inhibition of
startle response of each interstimulus interval tested.

Superior colliculus lesions

There was no habituation over the course of 10 trial blocks for
any of the groups [control: F (1.11); p=0.15, sham: F (0.86);
p=0.57, lesion: F (1.19); p=0.31] (Fig. 4-A). As seen in Fig. 4-B,
Kruskal-Wallis analyses yielded no significant difference on

percent inhibition between the three groups despite a tendency
to deficit of prepulse inhibition in SC-lesion animals (x* = 2.965;
p=0.227).

Discussion

In the present study, we demonstrated startle response in
Sapajus spp. in a whole-body paradigm. Our findings are
consistent with the study accomplished by Winslow et al. [5] in
rhesus monkeys, which revealed the possibility to evaluate Macaca
startle pattern with the measurement of whole-body activity. Now
we demonstrated that with the same protocol, capuchin and rhesus
monkeys exhibit the same pattern of startle and PPI responses. To
our knowledge there is only one previous report of PPI in capuchin
monkeys. Linn and Javitt [12] adapted an eyeblink protocol
apparatus for testing in humans and found similar results as the
present study.

The pattern of PPI response followed expectations. We found
that 115 dB and 120 dB were equally good to cause startle
response. Considering that 115 dB was capable of inducing the
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Figure 3. Monkeys startle response with and without prepulse stimuli. A - Mean relative startle responses, collapsed across interstimulus
intervals, across 7 blocks of test trials. B - Mean relative startle responses in each test situation. * difference of pulse-alone response (p<<0.05). C -
Mean relative percent of startle inhibition provoked by each interval between prepulse and pulse stimuli. (n=8).
doi:10.1371/journal.pone.0105551.g003
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Figure 4. SC-lesion, sham and control monkeys startle response. A - Mean relative startle responses, collapsed across the three test trials,
across 10 blocks. B — Mean relative percent inhibition of startle response in control (n=8), sham (n=2) and lesion (n=2) groups in prepulse-pulse

120 msec-interval protocol.
doi:10.1371/journal.pone.0105551.g004

expected response in our subjects and that it is also the same
intensity found in literature for other primates [5,6,12,30], this
intensity was selected as startle intensity for the subsequent tests.
As in other nonhuman primate species, a prepulse intensity of
80 dB was ideal to inhibit the startle response generated by an
115 dB pulse. Also, the interstimuli interval that best inhibited
startle response was 120 msec, in keeping with previous reports in
other nonhuman primates [5,6,12,30].

In the SC-lesion test, we intended to evaluate our experimental
protocol and test the role of SC on PPI response in primates. Thus,
it was possible to show that there is a downward tendency of
prepulse inhibition in animals with SC damage as well as
demonstrated in rats [14,31]. Although caution should be taken
when analysing this tentative study, the percentage inhibition
found was not significant across the experimental groups. SC is an
important and well-known structure related to visual information
(for review [22]), however SC also receives multisensory informa-
tion, such as tactile and auditory [26,32,33]. SC deep layers are
also related to defensive behaviours such as freezing, darting and
shift of attention in rodents [20,34,35], as well as prey-predator
behaviour in primates [23,24]. Therefore, further testing might
lead to a better understanding of SC’s role in nonhuman primate
PPL

Habituation is a learning process whereby behavioural
responses decrease after repeated stimulations [36,37]. As seen
in Figs. 2-A and 3-A, we observe a non-significant reduction of the
startle amplitude during the session test, i.e., no habituation was
observed. In humans, 13 trials are optimal to reduce behavioural
responses with a 100 dB startle stimulus [38] and in rhesus
monkeys a small decrease in startle amplitude has been observed
after 5 blocks of stimuli presentation within session [5]. Interest-
ingly, deficits in startle habituation have been observed in
schizophrenic patients [39,40]. Habituation in subjects with
damage to the superior colliculus was also not observed (Fig. 4-
A). Nevertheless, it is known that schizophrenia patients show
deficits in habituation due to dysfunction on the hippocampus,
which indicates that this reduction of behavioural response may be
correlated with memory performance [41] and perhaps there is no
relation with the superior colliculus. Regardless, the lack of

PLOS ONE | www.plosone.org

habituation in observed here suggests that PPI testing on this
species may help understand the habituation patterns seen in
schizophrenic patients.

The validation of the PPI test with whole-body experimental
protocol using capuchin monkeys enables new preclinical studies
to test potential antipsychotic substances. Many studies have been
conducted with rodents [42-44], but due to Sapajus phylogenetic
proximity with humans, the use of these animals as experimental
models for drug testing may yield more reliable results.

Conclusions

The present study validates the PPI paradigm for testing in
capuchin monkeys. Habituation to auditory stimuli was not seen
here in Sapajus as reported in humans and rhesus. This was the
first study that shows PPI responses of SC-lesioned primates, thus
the results might be relevant to understand the role of the SC in
humans’ neurological disorders with impairment in sensorimotor
gating mechanisms, as schizophrenia. Further validation of our
experimental protocol enables future studies in order to find new
antipsychotic drugs.
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