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RESUMO

Rocha MCV. Efeitos do tratamento com cocaina sobre parametros comportamentais
e na expressao de CREB/pCREB e BDNF em camundongos adolescentes e adultos
[dissertagdo (Mestrado em Farmacologia)]l. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2011.

A fase da adolescéncia difere da fase adulta em parametros comportamentais e
neuroquimicos. Alteracbes do fator de transcricdo CREB, da neurotrofina BDNF e
seu receptor TrkB tém sido encontradas no circuito dopaminérgico-mesolimbico com
0 uso de cocaina. Este estudo avalia os efeitos da administracdo de cocaina em
camundongos adolescentes e adultos na sensibilizagdo psicomotora, no
comportamento tipo ansiedade, nos niveis protéicos de CREB/pCREB, BDNF e TrkB
e na expressao génica de BDNF e TrkB no cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo
desses animais. Os adolescentes mostraram-se mais suscetiveis aos efeitos da
droga, com maior ativacdo locomotora, maior efeito de condicionamento ao
ambiente, maior nivel de ansiedade induzido pela droga e alteragbes neuroquimicas
distintas dos adultos (diminuicdo dos niveis de CREB com o tratamento repetido e
aumento na abstinéncia em CPF e hipocampo; aumento de RNAmM de BDNF apos
tratamento agudo, repetido e abstinéncia em CPF e diminuicdo no hipocampo),

sugerindo maior vulnerabilidade desse grupo no desenvolvimento da dependéncia.

Palavras-chave: Adolescentes. Cocaina. Camundongos. Comportamento.

Proteinas. Expressao génica.



ABSTRACT

Rocha MCV. Effects of cocaine treatment in behavioral parameters and in the
expression of CREB/pCREB and BDNF in adolescent and adult mice. [Masters thesis
(Pharmacology)]. Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2011.

The adolescence differs from adulthood in behavioral and neurochemichal aspects.
Changes in the activity of the transcriptional factor CREB, neurotrofin BDNF and its
receptor TrkB have been found in the mesolimbic-dopaminergic circuitry following the
use of cocaine. This study evaluates the effects of cocaine administration in
adolescent and adult mice in the locomotor sensitization and in the anxiety-like
behavior. The study also accesses the protein levels of CREB/pCREB, BDNF and
TrkB, and gene expression of BDNF and TrkB in the prefrontal cortex and
hippocampus of these animals. In a general way, adolescents were more susceptible
to drug effects, with increased levels of locomotor activity, environmental
conditioning, anxiety-like behavior and greater neurochemichal alterations,

suggesting an increased risk in the development of drug dependence.

Keywords: Adolescents. Cocaine. Mice. Behavior. Proteins. Gene expression.



1 INTRODUCAO

A dependéncia a substancias psicoativas como alcool, anfetamina e cocaina
€ caracterizada por um comportamento compulsivo de busca e uso da droga em
detrimento das sérias consequéncias negativas e estd entre um dos distarbios
psiquiatricos de maior prevaléncia, contribuindo significativamente para a
mortalidade e a morbidade fisica e social. De acordo com o Il Levantamento
Domiciliar sobre Uso de Drogas Psicotrépicas no Brasil, 2005, realizado pelo Centro
Brasileiro de Informacao sobre Drogas (CEBRID), 2,9% dos 7.939 entrevistados ja
haviam feito uso de cocaina ao menos uma vez na vida. A situac¢do encontrada foi
pior no estudo realizado pelo CEBRID em 2003 com 2.807 criangas e adolescentes
em situagdo de rua nas 27 capitais brasileiras. De acordo com o estudo, 24,5% dos
entrevistados ja haviam feito uso de cocaina ou seus derivados ao menos uma vez
na vida e 12,6% relataram uso recente (no més).

Em humanos, os disturbios relacionados a dependéncia geralmente comegcam
na adolescéncia ou inicio da fase adulta. Por exemplo, estudos epidemiolégicos
mostraram que a maioria dos fumantes nos Estados Unidos comecou a fumar antes
dos 18 anos (Giovino, 1999), e o inicio do uso diario de cigarro € incomum apés 0s
25 anos (Breslau et al., 2001). Cerca de 40% dos adultos dependentes de alcool
experimentam sintomas de alcoolismo entre 15 e 19 anos, e 80% dos casos de
alcoolismo tém inicio antes dos 30 anos de idade (Helzer et al.,, 1991). A idade
média de inicio do uso de drogas ilicitas relatada por adultos dependentes € de 16
anos, com 50% dos casos comecando entre 15 e 18 anos e raramente apés os 30
anos (Anthony et al., 1991).

A adolescéncia é um periodo do desenvolvimento humano caracterizado por
aumento do comportamento de risco, procura por novidades e aumento do valor
atribuido as interacdes sociais fora do ambiente familiar. Por esse motivo, ndo é
surpreendente que diversas evidéncias clinicas apontem para esse periodo como
uma fase de maior vulnerabilidade biolégica a dependéncia e aumento tanto no uso
de drogas licitas como cigarro e alcool, quanto ilicitas como marijuana e cocaina
(Spear, 2000). De fato, os adolescentes demonstram uma progressdao mais
precipitada no uso de drogas ilicitas como a cocaina do que os adultos (Warner et
al., 1991; Estroff et al., 1989) e comparados a individuos que iniciam o uso de alcool

e cannabis quando adultos, apresentam periodos mais curtos entre o primeiro uso e



a dependéncia (Clark et al., 1998). Outro estudo mostrou que apesar de fumarem
menos cigarros que os adultos, os adolescentes mostram maiores taxas de
dependéncia (Kandel et al., 2000) e embora as taxas de uso de bebidas alcodlicas
sejam semelhantes entre adultos e adolescentes, as taxas de abuso e dependéncia
variam inversamente com a idade (Grant, 1997).

Além das evidéncias clinicas e epidemioldgicas, existem diferencas
anatbmicas e funcionais das estruturas cerebrais que ainda estdo em
desenvolvimento. De um modo geral, o desenvolvimento do encéfalo continua além
da infancia e da adolescéncia (Sowell, 2004). O encéfalo do adolescente é
caracterizado por mudangas vigorosas no crescimento e conectividade. Por
exemplo, entre aproximadamente seis e 12 anos, a proporcao do ventriculo lateral
em relagéo ao volume cerebral permanece constante e aumenta consistentemente
dos 12 aos 18 (Giedd et al., 1996). Dos quatro aos 17 anos ha um aumento
progressivo na densidade da substancia branca dessa estrutura, provavelmente
devido ao aumento da mielinizacdo neuronal e do calibre dos axénios, contribuindo
para 0 aumento na eficiéncia da propagacdo do potencial de acdo (Paus et al.,
1999). Alem de alteracbes marcantes na taxa metabdlica cerebral, que refletem
neuroplasticidade (Kety, 1956).

O cortex pre-frontal (CPF) € uma area importante para o julgamento, tomada
de decisdo, controle das respostas emocionais e esta associado a funcdes
executivas. Anormalidades nessa estrutura aumentam o risco do desenvolvimento
de disturbios relacionados a drogas de abuso, possivelmente por envolver
alteracdes nas respostas motivacionais a essas substancias (revisado em Chambers
et al., 2003). O hipocampo é uma estrutura cerebral envolvida principalmente nos
processos de aprendizado e memoria, e também pode sofrer alteracdes decorrentes
da acado de drogas de abuso (Nixon e Crews, 2002). O hipocampo e o cortex pré-
frontal atingem a maturidade mais tardiamente do que as areas cerebrais primarias
sensario-motoras (Durston e Casey, 2006; White e Swartzwelder, 2004), e disturbios
no desenvolvimento cerebral induzidos por drogas podem levar a consequéncias
adversas de longo prazo (Adriani e Laviola, 2004), uma vez que o inicio do uso de
alcool e de outras drogas durante a adolescéncia esta fortemente relacionado ao
abuso e a dependéncia em fases posteriores da vida (Spear, 2000).

Diversos trabalhos apontam para o envolvimento de regibes subcorticais,

estriatais e do coértex pré-frontal em processos emocionais e cognitivos de tomada



de decisdo e como alvos da acao de drogas de abuso (Groenewegen et al., 1999;
Woodward et al., 1999; Masterman e Cummings, 1997; Chang et al., 2000; Breiter et
al.,, 2001), e a diferenca de resposta as drogas nessas regides, durante o
desenvolvimento, parece estar envolvida com a maior predisposicdo dos
adolescentes a ocorréncia de um comportamento de alto risco e exploracdo, como
discutido a sequir.

Estudos com ratos sugerem a existéncia de um circuito motivacional primario
envolvendo o cortex pré-frontal e estriado ventral, que possui acesso direto as
estruturas de saida motora (Kalivas et al., 1999). Esse sistema anterior € regulado
por outro sistema secundario, posteriormente localizado e mais amplamente
distribuido que fornece mdltiplas modalidades de informacéo sensorial por meio de
projecfes axonais que convergem para o circuito primario (Pennartz et al., 1994;
Jentsch et al., 2000), por exemplo, o hipocampo e a amigdala enviam informacéo de
memoria contextual e afetiva relevantes para o estimulo motivacional (Bechara,
2001; Pennartz et al., 1994; Panksepp, 1998). O circuito motivacional primario
possui populacdes de neurdnios capazes de gerar padrbes de disparo que podem
codificar multiplos aspectos da resposta motivacional ou respostas motivacionais
alternativas (Woodward et al., 1999). Essas representacdes ocorrem entre 0s
neurdnios interconectados por alcas paralelas de projecdes axonais do CPF para o
estriado ventral (do nacleo accumbens ao globo palido ventral), em seguida para o
talamo e novamente para o cortex (Masterman e Cummings, 1997). Assim, a
informac&o motivacional € enviada por meio de projecdes gabaérgicas do Nucleo
Accumbens (NAc) ao globo palido ventral e em seguida para o talamo que, por sua
vez, influencia os centros de saida motora corticais e subcorticais (revisado em
Chambers et al., 2003) (Figura 1A).

Os substratos neurais promotores da motivacdo envolvem a liberacdo de
dopamina no estriado, que € o principal efeito modulatério envolvido na
transformacdo da motivacdo em acgado, operando como um sinal geral “siga”
(Panksepp, 1998). A descarga dopaminérgica no ndcleo accumbens esta associada
ao estimulo motivacional, recompensa subjetiva, cogni¢cao pré-motora e aprendizado
de um novo comportamento (Panksepp, 1998; Masterman e Cummings, 1997; Ito et
al., 2002) e pode ser aumentada por diversos estimulos como drogas de abuso,
recompensas naturais (por ex.. comida e sexo) e estimulos aversivos ou

estressantes (Panksepp, 1998; Self e Nestler, 1998; Volkow e Fowler, 2000). Alguns



trabalhos mostram que a descarga dopaminérgica tem o efeito de alterar as
respostas neuronais do NAc as aferéncias glutamatérgicas cortico-limbicas. Propde-
se que esses eventos levem a relativos extremos de padrdes de disparo neuronal no
NAc, aumentando a amplitude dos picos locais que codificam para a ativacdo de
eventos comportamentais nos sistemas motores (O’'Donnell et al., 1999; Kalivas,
1993Db; Ito, 2002; Finch, 1996) (Figura 1B).
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Figura 1 - A) Aferéncias glutamatérgicas do coértex pré-frontal, amigdala e hipocampo enviam
informacdo executiva, afetiva e de memoria contextual para o NAc, influenciando os
padrbes de disparo neuronal nessa estrutura. A informag¢do motivacional é enviada ao
globo pélido ventral por meio de projecdes gabaérgicas e entdo para o talamo, que por
sua vez influencia os centros corticais e subcorticais de saida motora. B) Eventos como a
identificagdo de uma novidade ambiental e a acdo de drogas de abuso alteram a descarga
dopaminérgica no NAc levando a relativos extremos no padrdo de disparo neuronal
(representado em verde escuro) e alterando a resposta neuronal dessa estrutura as
aferéncias glutamatérgicas limbicas e corticais.

Fonte: adaptado de Chambers et al., 2003.

Durante a adolescéncia, o cortex pré-frontal ainda estd em desenvolvimento,
limitando a capacidade de inibicdo motivacional, o que explica os comportamentos
de risco e a impulsividade caracteristicos dessa idade. Esse fato aliado a uma
robusta atividade dopaminérgica disparada pela novidade, caracteristica dos
adolescentes, pode potencializar a capacidade das drogas de abuso de manter o

circuito motivacional ativado, como representado na figura 1B, produzindo



consequéncias motivacionais de longo prazo mais profundas e predispondo os
adolescentes a um aumento de acdes impulsivas e comportamentos de risco,
incluindo a experimentacéo e uso abusivo de drogas (Chambers et al., 2003).

Muitas pessoas passam por experiéncias com drogas de potencial abusivo,
no entanto, mesmo para drogas de alto poder de dependéncia como a cocaina,
somente 15 a 16% dos usuérios se tornam dependentes dentro de dez anos do
primeiro uso (Wagner e Anthony, 2002), ou seja, o uso da droga ndo leva
inevitavelmente a dependéncia. Este distdrbio é mais do que o mero uso da
substancia, mas um padrdo comportamental compulsivo de busca e uso da droga
gue toma uma parcela extremamente alta do tempo e pensamentos do individuo,
sobrepondo-se a todas as outras atividades e persistindo apesar das consequéncias
adversas (Hasin et al., 2006).

Diversos estudos sugerem que a transicdo para a dependéncia seja
decorrente de um aprendizado aberrante, uma vez que as drogas subvertem os
mecanismos neuronais envolvidos nas fun¢des de aprendizado e memoria normais
(White, 1996; Berke e Hyman, 2000; Everitt et al., 2001; Hyman e Malenka, 2001).
Embora essa teoria ndo seja capaz de explicar completamente a natureza
compulsiva da adicdo (Robinson e Berridge, 2003), a memadria e aprendizado tém
importante atuacdo na dependéncia, por exemplo, as drogas podem distorcer o
processo pelo qual o usuario conecta um sinal especifico, como um lugar particular,
com o estado induzido por ela (Robbins e Everitt, 1999). Além disso, as associacoes
gue ocorrem durante o uso repetido da droga também podem levar a manifestacdes
posteriores que disparam os processos de recaida. Por exemplo, usuarios de
cocaina abstinentes reportaram intenso desejo subjetivo e excitacdo autonémica
guando expostos a estimulos pareados a cocaina (Avants et al., 1995; Ehrman et al.,
1992).

O circuito relacionado ao NAc (descrito anteriormente) € critico para
recompensas naturais adquirirem e exercerem controle motivacional sobre o
comportamento (Kelley e Berridge, 2002). No entanto, drogas de abuso ndo apenas
envolvem esses circuitos de recompensa frequentemente de forma mais potente que
as recompensas nhaturais, como também os transformam. Neuroadaptactes
persistentes induzidas por drogas no circuito relacionado ao NAc tém sido
encontradas nos niveis molecular, celular e de sistemas neurais (Nestler et al. 1993;

Robinson e Berridge, 1993, 2000; Vanderschuren e Kalivas, 2000; Hyman e
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Malenka, 2001). Essas neuroadaptacdes tém sido apontadas como criticas na
transicdo do uso controlado de drogas de abuso para o descontrolado.

A teoria da sensibilizagdo do incentivo, originalmente publicada em 1993 por
Robinson e Berridge, sugere que as drogas alteram de forma duradoura os sistemas
cerebrais relacionados ao NAc, que medeiam uma funcéo béasica de incentivo
motivacional, a atribuicdo de saliéncia ao incentivo. Como consequéncia, esses
circuitos podem tornar-se hipersensiveis (sensibilizados) aos efeitos de incentivo
motivacional da droga e estimulos a ela associados, provocando um “querer”
excessivo pela droga que € desvinculado da hedonia. Estudos com dependentes
mostraram que doses de drogas muito baixas para produzir qualquer experiéncia
consciente de prazer podem ativar um “querer” implicito que é visto pelo aumento no
comportamento de busca pela droga (Lamb et al., 1991; Fischman e Foltin, 1992).
Esse processo € de fundamental importancia na compulséo e na recaida.

A ativacdo psicomotora desencadeada por diversas drogas de potencial
abusivo € mediada por um sistema neural que se sobrepde aqueles envolvidos na
recompensa, refletindo o engajamento de sistemas de incentivo cerebrais, incluindo
os sistemas dopaminérgicos mesotelencefalicos (Wise e Bozarth, 1987). Portanto, a
sensibilizacdo psicomotora fornece um meio de estudar a sensibilizacdo do circuito
motivacional. Mas € a sensibilizacdo deste ultimo circuito, e ndo a sensibilizacédo
psicomotora, que contribui para a dependéncia (Robinson e Berridge, 2008).

A sensibilizacdo comportamental €é considerada um modelo de
neuroadaptacdo caracterizado por aumento progressivo dos efeitos estimulantes
motores induzidos pela administracao repetida de uma droga de abuso, tendo sido
primeiramente descrita para drogas psicoestimulantes como anfetaminas (Segal e
Mandell, 1974; Shuster et al., 1982) e cocaina (Shuster et al., 1977). As alteracdes
biolégicas da sensibilizacdo se correlacionam com um estado motivacional descrito
como “desejo”, “compulsao” ou “fissura”, que aumenta progressivamente com o uso
continuo da droga. Acredita-se que a sensibilizacdo comportamental esteja
relacionada principalmente a neuroadaptacdes caracterizadas pela sensibilizacdo da
via dopaminérgica mesolimbica (Wise e Bozarth, 1987), em que se observa o
aumento na liberacdo de dopamina da Area Ventral Tegmental (AVT) no NAc
(Robinson e Berridge, 2000). Além disso, receptores dopaminérgicos do tipo D;
(RD;) tornam-se hipersensiveis apés a sensibilizacdo, provavelmente

potencializando o sinal dopaminérgico mesolimbico (White e Kalivas, 1998). As
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neuroadaptacfes associadas a sensibilizacdo comportamental & cocaina ocorrem
em estruturas mesolimbicas, particularmente na AVT (McFarland e Kalivas, 2001,
Vezina e Stewart, 1989), NAc (Nestler, 2001; Robinson e Kolb, 1999) e cértex pré-
frontal medial (Sorg et al., 1997).

A acdo primaria da cocaina se da por inibicdo do transportador de dopamina e
consequente bloqueio de sua recaptacao, resultando em aumento da concentracao
extracelular do neurotransmissor. A cocaina também pode aumentar a concentracdo
extracelular de serotonina e noradrenalina pelo bloqueio dos transportadores dessas
monoaminas. No entanto, a maioria dos efeitos de recompensa da droga vem da
inibicdo dos transportadores dopaminérgicos, aumento da disponibilidade de
dopamina e subsequente ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCRS).
O aumento de dopamina na fenda sinaptica, por acdo da cocaina, atua
principalmente por ligacdo ao receptor dopaminérgico acoplado a proteina G
estimulatoria do tipo D1. Esta ligacao ativa a enzima adenilil ciclase que catalisa a
transformacéao de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
(AMPc). O aumento deste mensageiro ativa a proteina quinase A dependente de
AMPc (PKA), levando a dissociacédo de sua subunidade catalitica (Ca) da regulatéria
(R). A Ca pode migrar para o nucleo e fosforilar a proteina de ligacao responsiva ao
AMPc (CREB) (revisado em Ron e Jurd, 2005).

O CREB pertence a superfamilia bZIP de fatores de transcricdo caracterizada
por um dominio basico c-terminal que medeia a ligacdo ao DNA e por um dominio
zipper de leucina que facilita a dimerizagdo. As principais isoformas de CREB
contém o dominio bZIP e dois dominios ricos em glutamina denominados Q1 e
Q2/CAD que sao separados pelo dominio indutivel de quinase (KID). Enquanto o
dominio bZIP medeia a ligagdo ao DNA e dimerizacdo, os dominios restantes
servem para facilitar a interacdo com co-ativadores e componentes da maquinaria
transcricional que levam a sintese de RNA. Dentro do KID esta o residuo de serina
133 (serl33), que quando fosforilado de maneira estimulo-dependente promove a
ligacdo do CREB as regides promotoras de genes que possuem o sitio de ligacéo
para o CREB (CRE) e torna o dominio alvo de ligacdo para a proteina de ligacdo ao
CREB (CBP), envolvida na co-ativacdo transcricional de varios fatores de transcri¢ao
(Figura 2). A CBP acetila histonas e outras proteinas regulatdrias e interage
diretamente com a maquinaria de transcricdo basal, facilitando o inicio da

transcricdo génica (revisado em Bonnie et al., 2002).
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Figura 2 - A subunidade catalitica da PKA (Ca) desloca-se para o nucleo e fosforila os residuos de
serl33 do CREB (representado em rosa), levando a sua ativagdo. O CREB fosforilado é
capaz de ligar-se ao sitio CRE, presente na regido promotora de diversos genes, e
reAcr'utar a CBP, que atua na maquinaria de transcricdo basal, levando a transcricdo
génica.

Em 2003, uma analise gendémica das sequéncias de ligacdo para CREB
revelou 1.349 sitios no genoma de camundongo e 1.663 sitios no genoma humano
(Conkright et al., 2003). Experimentos posteriores de imunoprecipitacdo de
cromatina estimaram que o numero total de sitios de ligagdo para CREB no genoma
de mamiferos € de 4.000 a 30.000 (Impey et al., 2004; Zhang et al., 2005). A grande
guantidade de genes supostamente regulados por CREB e a diversidade funcional
de suas ac0Oes indicam o importante papel biolégico desse fator de transcricdo em
diversos processos celulares. Outra forma de estudar o envolvimento de CREB na
regulacdo de um gene-alvo especifico € verificando se o estimulo conhecido por
ativar a expressdo desse gene induz fosforilacdo da serl33. Desta forma,
encontraram-se muitos estimulos capazes de fosforilar CREB incluindo receptores
dopaminérgicos, glutamatérgicos e gabaérgicos, cocaina, anfetamina, opidides,
canabindides, antidepressivos, entre outros (revisado em Johannessen et al., 2004).
E a lista de genes-alvo do CREB inclui aqueles que controlam neurotransmissao,
estrutura celular, transducéo de sinal, transcricdo e metabolismo, entre outros, e sua
ativacdo modula o balanco intracelular entre fatores de sobrevivéncia e de morte
celular a favor daqueles responsaveis pela sobrevivéncia. (revisado em Bonnie et
al., 2002).
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O envolvimento de CREB na formagdo e manutengcdo da memoria tem sido
extensivamente estudado. Na década de 90, estudos com Drosophila e Aplysia
mostraram o envolvimento direto desse fator de transcricdo na formagao e
plasticidade sinaptica da memoria (Yin et al., 1994; Bartsch et al., 1995), e esses
estudos foram seguidos por diversos outros investigando sua ativacdo na memoaria,
por exemplo, em roedores, o CREB esta envolvido na memodria de condicionamento
do medo, no condicionamento ao sabor aversivo, ha memdria olfativa, na memoria
de reconhecimento e memdria espacial (Benito e Barco, 2010).

Em regibes do sistema nervoso central envolvidas na dependéncia, a
fosforilacio de CREB e a expressdo génica mediada por CRE variam
dramaticamente de forma dependente da exposicdo a drogas como opiaceos,
cocaina, anfetamina, alcool e nicotina. A exposi¢cao repetida a psicoestimulantes
altera a expressao de varios fatores de transcricdo, 0 que parece ter uma relacéo
causal com os efeitos subjetivos das drogas, sendo o CREB um dos principais
fatores de transcricdo envolvidos nos processos de dependéncia. A administracao
de drogas de abuso causa uma ativacdo do CREB, via fosforilagcdo, em regides do
circuito motivacional (Yamamoto et al., 1988; Walters et al.,, 2003). Alteracdes na
ativacao da via do AMPc e CREB nessas regides tém sido relatadas em resposta a
administracdo de diversas drogas (Cole et al.,1995; Carlezon et al.,1998; Berke e
Hyman, 2000; Nestler, 2001; Walters et al., 2003). Mais especificamente, a via do
AMPc-PKA no NAc tem sido associada a dependéncia a cocaina porque seu efeito
recompensador é mediado pelos receptores dopaminérgicos que modulam a
formacdo do AMPc. De fato, a exposicao repetida a cocaina induz uma ativacao
dessa via em neurdnios do NAc (Self et al., 1998). Acredita-se que a ativacdo de
CREB induzida por drogas nesses centros de motivacdo seja responsavel por
algumas caracteristicas comuns encontradas na adicao.

Diversos estimulos que produzem diferentes tipos de resposta funcionam por
meio de um mesmo efetor. Isso s6 é possivel devido a diversidade de vias que
regulam a fosforilacdo de CREB. Como vimos, CREB pode ser fosforilado pela via
da PKA por meio da ligacdo de moléculas sinalizadoras as GPCRs. No entanto, a
habilidade de ativar CREB por essa via ndo esta restrita a ativacdo de proteina G, ja
gue alguns subtipos de adenilil ciclase sao ativados por célcio e, portanto, a ativacéo
pode ocorrer em resposta a estimulos que aumentem o nivel de célcio intracelular

(revisado em Poser e Storm, 2001). O influxo de calcio neuronal pode ocorrer, por
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exemplo, por meio de canais de célcio dependentes de voltagem (VSCC) apés
despolarizacdo ou pela ativacdo de receptores ionotropicos, como 0 receptor
glutamatérgico NMDA. O calcio também pode ligar-se a proteina calmodulina,
formando o complexo célcio-calmodulina (Ca-Cam) que pode ativar algumas calcio-
calmodulinas quinases (Ca-CamK) capazes de fosforilar CREB, especialmente a Ca-
CamKIV (Anderson e Means, 2002). Outra via capaz de fosforilar CREB € a via da
Ras/proteina quinase regulada por sinal extracelular (Ras/ERK) caracterizada por
uma cascata de quinases, dentre as quais estdo membros da familia RSK e MSK.
As quinases MSK1, MSK2, RSK1, RSK2 e RSK3 séo ativadas por proteinas quinase
ativadas por mitégeno (MAPKs), como a ERK, e tém a capacidade de fosforilar
CREB em resposta a fatores de crescimento (De Cesare et al., 1998; Arthur e
Cohen, 2000). Muitos desses fatores de crescimento sinalizam via receptor tirosina
quinase (TrK) e podem ativar outra via de sinalizagdo, a via do fosfatidilinositol-3-
quinase/Akt (PI3/Akt) (Cantley, 2002). A fosforilagdo de CREB também é induzida
por estimulos estressores como hipéxia e radiacéo ultravioleta (UV), e 0 mecanismo
parece envolver MAPKs (Deak et al., 1998). Por outro lado, mecanismos e vias
como as fosfatases PPl e PP2A podem levar a desfosforilacdo de CREB,

controlando a cinética e duracao de sua ativacao (revisado em Bonnie et al., 2002).

GPCR NMDAR VSCC TrK Stress
Ac!enilato calcio Ras
ciclase
| o
ERK
AMPC Ca-Cam M APK
\ AKT RSK MSK
PKA PP1
Ca- Cam
CamKIV
CREB

Nucleo celular

Figura 3 - Vias de regulagédo da ativacdo do CREB. Neurotransmissores excitatérios, ligantes de
GPCRs, fatores de crescimento neuronais e stress estdo entre os estimulos que ativam as
vias de sinalizagdo que levam a ativacéo de CREB.

Fonte: adaptada de Bonnie et al., 2002.
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O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) € um dos genes-alvo da
ativacdo de CREB. O BDNF pertence a familia de neurotrofinas polipeptidicas que
inclui o fator de crescimento neural (NGF), a neurotrofina-3 (NT3) e a neurotrofina-
4/5 (NT4/5). E inicialmente sintetizado na forma de um precursor com 32 KDa, 0 pro-
BDNF, que é quebrado intracelularmente originando a proteina madura de 14 KDa, o
BDNFm (Mowla et al., 2001), que pode formar dimeros n&o-covalentes estaveis
(Chao, 2003).

Existem duas vias de secrecdo de BDNF nos neurdnios, a via dependente de
regulacdo e a constitutiva. Na via de secre¢do dependente de regulacdo, o BDNF é
estocado em vesiculas grandes que se fundem & membrana plasmatica ap6s um
aumento de célcio intracelular. Na via constitutiva, ele é armazenado em granulos
menores e continuamente liberado por um processo de fusédo independente de
célcio, que ocorre na auséncia de qualquer evento especifico. A liberacdo da
neurotrofina pela via dependente de regulacdo requer o aumento de calcio
intracelular. O aumento do célcio intracelular pode resultar de um influxo por canais
de calcio dependentes de voltagem ou por receptores NMDA apos despolarizacao
da membrana ou pela ativacdo de estoques de calcio intracelulares apos ativacao de
receptores glutamatérgicos metabotropicos. Além disso, a PKA pode regular a
cinética de liberacao vesicular do BDNF. Os estimulos capazes de levar a liberacéo
de BDNF sé&o diversos, incluindo glutamato, estimulacdo elétrica, cafeina, entre
outros, e essa heterogeneidade nas fontes de célcio e de estimulos sugere que
diversas modalidades de secrecdo da neurotrofina podem co-existir (revisado em
Kuczewski et al., 2009).

A transducédo do sinal de BDNF é mediada pela ligacdo a dois receptores
transmembrana diferentes: o receptor de alta afinidade tirosina quinase B (TrkB),
gue reconhece especificamente BDNF, e o receptor de neurotrofina de baixa
afinidade p75, que reconhece outras neurotrofinas. A ligacdo de BDNF com TrkB
induz a dimerizacdo do receptor, autofosforilacdo de tirosinas intracelulares
especificas e ativacdo de trés cascatas de transducédo de sinais diferentes, incluindo
MAPK/ERK, PI3K e fosfolipase C (revisado em Corominas et al., 2007). As vias da
MAPK, PI3K, Calcio-Calmodulina e AMPc-PKA regulam CREB (Figura 3), e a
ativacao deste, por sua vez, leva a transcricdo de BDNF (Tao et al., 1998).

As neurotrofinas s&o essenciais no desenvolvimento, funcionamento,

sobrevivéncia e plasticidade dos neurbénios (Lu et al., 2005; Huang e Reichardt,
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2001). E diversos estudos mostram o envolvimento de BDNF na potenciacado de
longo prazo (LTP) tanto na fase inicial como na tardia, na modulacéo da transmissao
sinaptica, na sintese de proteinas dendriticas, na formacéo de espinhas dendriticas
e em modelos animais de aprendizagem e memadria (Bramham et al.,1996; Kang e
Schuman,1996; Messaoudi et al.,1998; Heldt et al., 2007; Soule et al., 2006). Essa
neurotrofina e suas vias de sinalizacdo intracelular também estdo envolvidas nas
mudancas neuroadaptativas dos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico que séao
a base do abuso e dependéncia a psicoestimulantes (Filip et al., 2006; Horger et al.,
1999; Lu et al., 2004; Grimm et al., 2003), por exemplo, a infusdo de BDNF no NAc
aumentou os efeitos locomotores da cocaina, além de aumentar a resposta induzida
pela droga a um refor¢o condicionado a ela, e o aumento dos efeitos da cocaina
persistiu por mais de um més apos o término da infusdo, sugerindo que o BDNF
promove alteracbes de longo prazo no sistema dopaminérgico-mesolimbico,
ativando mecanismos de aprendizado associativo envolvidos na persisténcia do
comportamento de adi¢cdo (Horger et al., 1999).

Uma vasta literatura mostra que a exposicéo repetida de cocaina durante a
vida adulta resulta em mudancas multiplas nos mecanismos dopaminérgicos,
incluindo aumento na liberacdo de dopamina (Camarini et al., 2008). Em relacdo ao
efeito da cocaina sobre animais adolescentes, estes apresentam um pico
extracelular de dopamina no NAc mais rapido do que os adultos. Aumentos precoces
na sinalizacdo dopaminérgica tém sido uma observagcdo consistente em estudos
sobre os efeitos reforcadores das drogas de abuso, por representar uma
combinacédo do efeito da droga per se mais o influxo dopaminérgico induzido pela
expectativa pela droga (Philpot e Kirstein, 1999). Esses dados mostram existir
diferencas na resposta dopaminérgica a cocaina entre adolescentes e adultos.

Dessa forma, este trabalho propde o estudo dos efeitos da cocaina sobre o
CREB, o qual pode ser modulado pela via de sinalizacdo ativada por receptores
dopaminérgicos, e do produto de um de seus genes-alvo, o0 BDNF, em animais

adolescentes e adultos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados dos testes de atividade locomotora mostraram que embora 0s
animais de ambas as idades tenham sensibilizado, os adolescentes apresentaram
maior ativacdo locomotora em resposta a cocaina, além de maior efeito de
habituacdo e de condicionamento ao ambiente de teste. Os testes de ansiedade, por
sua vez, mostraram que os adolescentes partem de um nivel de ansiedade basal
mais baixo e sdo mais sensiveis aos efeitos ansiogénicos da droga.

A administracdo aguda de cocaina levou ao aumento dos niveis protéicos de
CREB e pCREB no cortex pré-frontal dos animais, o que pode estar relacionado ao
processo de aprendizagem da associacdo do contexto com os efeitos da droga. Ja a
administracdo prolongada da droga levou a diminuicdo dos niveis protéicos de
CREB nessa mesma estrutura nos animais adolescentes, o que pode, em parte,
estar relacionado ao aumento do comportamento ansioso.

Durante a abstinéncia, houve aumento dos niveis protéicos de CREB e/ou
pPCREB no cortex pré-frontal e hipocampo e da expressédo génica de BDNF e TrkB
no cortex pré-frontal dos adolescentes, sugerindo uma facilitacdo neuroplastica que
poderia estar envolvida em alteracbes neuronais de longo prazo, levando ao
aumento do risco de recaida relatado por diversos autores nesse grupo de idade.

O aumento da expressdo de BDNF e TrkB no coértex pré-frontal dos animais
adolescentes em contraposicdo a diminuicdo da expressdo nos adultos reforca
nossa hipétese de que o sistema nervoso daquele grupo possa ser mais suscetivel
as alteracdes de longo prazo induzidas pela cocaina por estar sujeito a uma
facilitacdo da plasticidade neuronal que poderia resultar em um aprendizado
aberrante. J4 a diminuicdo de RNAmM de BDNF e TrkB no hipocampo desses animais
parece indicar uma maior suscetibilidade a neurotoxicidade induzida pela cocaina.

Portanto, apesar dos animais de ambas as idades sofrerem os efeitos da
droga, de maneira geral, os adolescentes parecem ter respondido de forma mais
proeminente a varios efeitos, sugerindo que a acdo das substancias psicoativas em
um sistema nervoso ainda em desenvolvimento possa provocar alteracdes mais
intensas do que em um sistema nervoso ja formado e levar ao aumento do
comportamento de busca pela droga, recaida e consumo relatado por diversos

autores nesse grupo de idade.
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A regulacdo de BDNF mostrou-se independente da acdo do CREB/pCREB
apos o tratamento com cocaina, 0 que sugere que essa neurotrofina esteja sendo
regulada por outras vias (por ex., MAPK) ou que essa variacdo esteja sendo
determinada pelo transporte anterdgrado/retrogrado. O estudo também mostrou que
a cocaina tem atuacdo diferente dependente da regido cerebral, isto €, pode haver
aumento de um fator no cortex pré-frontal ao mesmo tempo em que ha diminuigédo
desse mesmo fator no hipocampo.

Esses resultados mostram a complexidade do tratamento da dependéncia e a
necessidade das abordagens terapéuticas considerarem as diferencas ontogénicas.
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