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“A alma se perturba e confunde quando se serve do
COrpo para apreciar qualquer assunto; sente
vertigens como se estivesse €ébria, pois se une a
coisas que sao, por sua natureza, sujeitas a
mudancas. Em vez disso, quando ela contempla sua
prépria esséncia, volta-se para o que € puro, eterno,
imortal e, sendo dessa mesma natureza, ai
permanece ligada pelo maior tempo que puder. E ai
gue suas perturbacdes entéo findam, pois ela esta
unida ao que é imutavel, e a este estado de alma é o

gue se chama de sabedoria.”

Socrates/ Platao



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)]. 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. Alterages 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 sensibilizacdo 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.
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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 situacdo 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 a0 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 epidemioldgicos
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 é 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
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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 relagédo 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 metabolica 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
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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 informacao 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 informacao 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, cognicao 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
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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).

st >

Nucleo ¥

Accumbens n zgg:;en?bens
Globo palido Globo palido
ventral ventral

Area ventral Area ventral

tegmental tegmental

_—
| —> ABA D i
Glutamato G —) opamina )

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
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consequéncias motivacionais de longo prazo mais profundas e predispondo os
adolescentes a um aumento de acdes impulsivas e comportamentos de risco,
incluindo a experimentacgéo 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 sensibilizagéo 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 magquinaria de transcricdo basal, levando a transcricédo
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 ligacado 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 acOes 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 manutengdo 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 ativacao na memoaria,
por exemplo, em roedores, o CREB esta envolvido na memodria de condicionamento
do medo, no condicionamento ao sabor aversivo, na memoria olfativa, na memdria
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).
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ciclase
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\ AKT RSK MSK
PKA PP1
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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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2 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da administracdo de cocaina em camundongos adultos e
adolescentes sobre os seguintes parametros:

- Sensibilizacdo locomotora pela técnica do campo-aberto.

- Comportamento ansioso pelas técnicas do campo-aberto e labirinto em cruz

elevado.
- Expressao protéica do CREB e CREB fosforilado por Western blotting.
- Expressao génica e protéica do BDNF e seu receptor de alta afinidade, TrkB,

pela Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) e
Western blotting.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram usados camundongos Swiss webster machos, adolescentes (28-30
dias) e adultos (58-60 dias), provenientes do Biotério de camundongos do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Os
camundongos foram mantidos no biotério do Laboratério de Neuroquimica e
Farmacologia Comportamental do ICB-USP alojados em caixas de polipropileno
(27,5 cm x 16,5 cm x 13,0 cm), em grupos de cinco, mantidos sob temperatura
constante (22 + 1 °C) e sob ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas as 7 h), com
agua e comida ad libitum. Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados

pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal do ICB-USP.

3.2 Drogas

A cocaina (Merck AG, Darmstadt, DEU) foi diluida em solucao salina (NacCl
0,9% em agua destilada) na concentracdo de 1,0 mg/ml, e a dose administrada foi

de 10,0 mg/Kg de peso do animal por via intraperitoneal.

3.3 Delineamento experimental

Os camundongos foram submetidos a dois dias de habituacdo (H1 e H2), em
gue receberam uma injecdo de salina e foram expostos ao campo-aberto (CA). Em
seguida foram divididos aleatoriamente em dois grupos iniciais denominados Salina
e Cocaina. Do primeiro ao oitavo dia de tratamento (D1 a D8), os animais do grupo
Salina receberam uma injecdo diaria de salina e os animais do grupo Cocaina
receberam uma injecao diaria de cocaina e, durante esse periodo, foram submetidos
ao CA somente em D1 e D8. No nono dia de tratamento (D9), todos os animais
receberam uma injecdo de salina e foram expostos ao CA para testar a ocorréncia
de condicionamento dos efeitos da droga ao ambiente. No periodo de abstinéncia,
do décimo ao décimo nono dia (D10 a D19), os animais ndo receberam qualquer tipo
de injecdo nem foram submetidos ao CA e, no dia dezoito (D18), foram testados no

labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliagdo dos niveis de comportamento tipo
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ansiedade. No ultimo dia de tratamento (D20), metade dos animais de cada um dos
grupos recebeu uma injecéo desafio de salina e a outra metade uma inje¢céo desafio
de cocaina, originando os quatro grupos finais: Controle (tratado repetidamente com
salina e desafiado com salina), Agudo (tratado repetidamente com salina e
desafiado com cocaina), Repetido (tratado repetidamente com cocaina e desafiado
com cocaina) e Abstinéncia (tratado repetidamente com cocaina e desafiado com
salina). Por fim, os animais foram sacrificados por deslocamento tronco-cervical 1 h
apos terem recebido a injecdo desafio e tiveram suas estruturas encefalicas (cortex
pré-frontal e hipocampo) retiradas a fresco, lavadas em agua autoclavada ultrapura
deionizada Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) e rapidamente
congeladas em gelo-seco a temperatura de -20 °C e armazenadas a -80 °C. Todo o
procedimento foi realizado com material previamente autoclavado e esterilizado com
alcool 70% por 30 min. O tempo de sacrificio foi baseado em artigo publicado (Filip
et al., 2006), os quais mediram os niveis de RNAm de BDNF e TrkB apoés
administracdo aguda e repetida de cocaina em ratos adultos.

LCE
habituacao tratamento repetido  condicionamento (D18)
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@@ Grupos D2-D7 D10-D19 Grupos finais
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7 salina — Controle
. . . . . sem <

Salina . salina salina salina salina tratamento\\‘;

7 cocaina —» Agudo
salina salina®,
N , ) ) _ sem .~ salina > Abstinéncia
Cocaina—> cocaina cocaina cocaina salina
tratamento = ) .

cocaina — Repetido

Figura 4 - Delineamento experimental - H1 e H2: habituac@o - os animais receberam uma injecao
diaria de salina. D1 a D8: tratamento repetido - os animais receberam uma injecdo diéria
de salina ou cocaina. D9: os animais receberam uma injecdo de salina para testar o
condicionamento dos efeitos da droga ao ambiente. D10 a D19: periodo de abstinéncia -
0s animais nao receberam injecdes, e em D18 foram testados no LCE. D20: os animais
receberam uma injecdo desafio de salina ou cocaina, originando os grupos finais Controle,
Agudo, Repetido e Abstinéncia e foram sacrificados 1 h apés a injecdo. Os dias circulados
sdo aqueles em que os animais foram submetidos ao CA.

O delineamento experimental descrito acima foi realizado igualmente para

animais adolescentes e adultos e foi adaptado do trabalho de Camarini et al. (2008).
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3.4 Registro da atividade locomotora

O campo-aberto, adaptado do construido por Wilcock e Broadhurst (1967),
consiste em uma arena circular de 40 cm de diametro e 50 cm de altura, forrada com
madeira azul royal. Os animais foram colocados individualmente no centro da arena
imediatamente apds terem recebido uma injecéo de salina ou cocaina e tiveram sua
atividade locomotora capturada pelo programa Pinnacle Studio (Pinnacle Systems,
Mountain View, CA, USA) por meio de uma camera de video instalada acima das
arenas, no teto da sala de comportamento, durante um periodo de 15 min. As
atividades locomotoras total, central e periférica dos animais foram avaliadas por
meio do programa de monitoramento de imagens de video Etho Vision (Noldus
Information Technology, Leesburg, VA, USA).

Figura 5 - Campo-aberto: registro da atividade locomotora dos animais.

Apés cada observacdo e antes da introducdo do animal seguinte, as arenas
foram limpas com uma solucdo de alcool/agua 5% para eliminar rastros de odor
deixados pelo animal anterior. Para evitar efeitos de variacdo circadiana no
comportamento dos camundongos, os testes foram realizados sempre no mesmo

periodo, entre 10 h e 14 h.

3.5 Teste do labirinto em cruz elevado

O aparato fica a uma altura de 50 cm e possui dois bracos abertos, 33,5 cm x
7,0 cm, e dois bracos fechados, 33,5 cm x 7,0 cm x 19,0 cm, descobertos no topo,
arranjados de forma que os dois bragcos de cada tipo sejam opostos uns aos outros.

Cada animal foi colocado no centro do labirinto de frente para um dos bracos
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fechados, e a laténcia de entrada no brago aberto, bem como o nimero de entradas
e 0 tempo gasto nos bragos abertos e fechados durante 5 min foram registrados pelo
observador posicionado a aproximadamente 1 m de distancia, adaptado de Rogerio
e Takahashi (1992). A entrada em um dos bracos era considerada valida somente
apos o animal ter colocado as quatro patas dentro do braco. Apds cada teste,
limpou-se o aparato com solucdo de alcool/agua 5% para eliminar rastros de odor
deixados pelo animal anterior. Para evitar efeitos de variagdo circadiana no
comportamento dos camundongos, a observacédo de todos os animais foi realizada

sempre entre 10 h e 14 h.

Figura 6 - Labirinto em cruz elevado: avaliacdo do comportamento tipo ansiedade dos animais.

3.6 Analise dos niveis protéicos

Os niveis protéicos de BDNF, TrkB, CREB e pCREB das estruturas

encefalicas foram medidos por meio da técnica Western blot.

3.6.1 Extracdo de proteinas

O método usado foi adaptado do descrito em Rong e Baudry (1996). As
estruturas (cortex pré-frontal e hipocampo) foram descongeladas e maceradas com
homogeneizador vidro-vidro de ponta arredondada (que ndo rompe a membrana
nuclear) em 300 pl de tampéo de lise (HEPES 10 mM; MgCl, 1,5 mM; KCI 10 mM;
EDTA 0,1 mM; DTT 0,5 mM; PMSF 0,5 mM; leupeptina 2 pg/mL; antipaina 2 pg/mL;
B-glicerofosfato de sodio 10 mM; NaF 50 mM; agua Milli-Q) e incubadas em gelo por
10 min. A segquir, foram adicionados 7,5 uL de NP-40 10% seguido por agitacao

vigorosa e centrifugacdo (16.000 g, 1 min, 4 °C). O sobrenadante (extrato
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citoplasmatico) foi recolhido para avaliacdo dos niveis protéicos de BDNF e TrkB. O
precipitado foi ressuspendido em 70 ul de tampédo de extracdo (HEPES 20 mM,;
Glicerol P.A. 25%; MgCl; 1,5 mM; NaCl 300 mM; EDTA 0,25 mM; DTT 0,5 mM,;
PMSF 0,5 mM; leupeptina 2 pg/ml; antipaina 2 pg/ml; B-glicerofosfato de sédio 10
mM; NaF 50 mM; agua Milli-Q), incubado em gelo por 20 min e centrifugado (16.000
g, 20 min, 4 °C). O sobrenadante (extrato nuclear) foi recolhido para avaliacdo dos
niveis protéicos de CREB e pCREB. Os extratos foram armazenados & —80 °C até o
momento do uso. A determinacdo da concentracdo protéica foi feita em duplicata
pelo método de Bradford (1976), empregando-se albumina de soro bovino (Sigma-
Aldrich chemie, Steinhein, DEU) para a constru¢ao da curva padrao.

3.6.2 Eletroforese e transferéncia

As amostras (10 pg de proteina) foram solubilizadas em tampéao de amostra
(tris-base 60 mM; SDS; glicerol 25%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%) e fervidas
a 95 °C por 5 min. A seguir, as amostras foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS em mini cubas verticais (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Em cada um dos géis, havia sempre duas amostras do grupo Controle, e o
primeiro poco era sempre destinado ao marcador de peso molecular PageRuler
(Fermentas Life Sciences, Glen Burnie, Maryland, USA). A migracao foi iniciada em
um gel de empilhamento 5% (tris-base 1 M, pH 6,8; SDS 10%; acrilamida mix 30%;
persulfato de aménia 10%; TEMED; agua Milli-Q) e prosseguiu em gel de separacao
10% para CREB, pCREB e TrkB e 15% para BDNF (tris-base 1,5 M, pH 8,8; SDS
10%; acrilamida mix 30%; persulfato de ambénia 10%; TEMED; agua Mili-Q) sob
voltagem constante de 100 V (1 h) para CREB, pCREB e TrkB e 90 V (1 h 50 min)
para BDNF. A eletroforese foi conduzida em tampé&o de corrida (tris-base 250 mM,;
SDS 10%; glicina 960 mM).

As proteinas CREB, p-CREB e TrkB foram transferidas do gel para membrana
de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um (Bio-Rad) por meio de corrente elétrica
gerada sob voltagem constante de 100 V por 1 h, ja as proteinas BDNF foram
transferidas para membrana de PVDF com porosidade de 0,22 um (Millipore) sob
voltagem constante de 90 V por 40 min. A transferéncia foi realizada na presenca de
gelo e com mecanismo de circulacdo do tampé&o de transferéncia (tris-base 25 mM;
glicina 190 mM; metanol 10% - 20%; agua Milli-Q).
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3.6.3 Imunodetecc¢ao

As membranas foram incubadas, por 1 h, em solucdo de TTBS (tris-base 100
mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%) acrescida de leite desnatado Molico (Nestlé
Brasil Itda., Aracatuba, SP, BRA) 5% sob temperatura ambiente e agitacao
constante para bloquear ligacdes inespecificas do anticorpo. Entdo, as membranas
foram incubadas com os anticorpos primarios em solucdo de TTBS com leite
desnatado Molico (Nestlé) 3% ou com albumina de soro bovino (Sigma) 1%
overnight a 4 °C. Foram usados anticorpos primarios policlonais rabbit anti-CREB
(1:1.000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-pCREB serl133
(2:750, Millipore), anti-BDNF (Santa Cruz, 1:500) e anti-TrkB (1:1.000, Millipore) e o
anticorpo  monoclonal mouse anti-a-tubulina (1:10.000, Sigma). A seguir, as
membranas foram lavadas duas vezes em TTBS e incubadas com o anticorpo
secundario rabbit peroxidase-conjugado (1:50.000, Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, USA) por 1 h, exceto a membrana de a-tubulina, que
foi incubada com o anticorpo secundario mouse peroxidase-conjugado (1:6.000,
Sigma) por 45 min. As bandas imunorreativas foram visualizadas com reagentes de
deteccdo ECL plus Western Blotting (GE Healthcare Bio-Sciences UK Limited, Little
Shalfont, Buckinghamshire, UK) e exposicdo em filme fotografico ECL Hyperfilm
(GE).

Apbs a revelacao do filme fotografico, as membranas usadas para a deteccéo
de pCREB, BDNF e TrkB foram lavadas em solucéo de acido acético 5% e em TTBS
para remocdo dos anticorpos e incubadas novamente, desta vez, com o anticorpo
primario anti-a-tubulina, em seguida foram submetidas aos mesmos procedimentos
detalhados anteriormente. Para medir os niveis de fosforilacdo de CREB, primeiro foi
detectado pCREB, em seguida a-tubulina e por ultimo CREB, todos na mesma
membrana.

Os filmes fotograficos foram escaneados por impressora HP Photosmart
C4280, e as densidades das bandas quantificadas por meio do programa ImageJ e

expressas como porcentagem das amostras controle da mesma membrana.
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3.7 Analise da expressao génica

A andlise da expressdo génica de BDNF e TrkB das estruturas encefélicas foi
realizada por meio da técnica Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (QPCR).

3.7.1 Extracdo de RNA

A manipulagcéo de RNA exige um preparo diferenciado de todo o material e de
todas as solucgdes a serem utilizadas visando a reducéo de ribonucleases (RNAses).
Desta forma, foram adotados os seguintes procedimentos: esterilizacdo da bancada
e de todos os materiais colocados sobre ela com alcool 70% por 30 min, preparo de
solugcbes com agua Milli-Q autoclavada e utilizacdo de vidraria e materiais
autoclavados.

As estruturas encefalicas foram homogeneizadas manualmente em 500 pl de
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e incubadas por 5 min a temperatura
ambiente. Em seguida foram adicionados 100 pl de cloroférmio por tubo, e as
amostras foram centrifugadas por 15 min a 13000 g, 4 °C. Foram adicionados 500 pl
de alcool isopropilico ao sobrenadante recolhido, seguido de incubac¢do por 15 min a
temperatura ambiente e centrifugacao por 15 min a 12000 g, 4 °C. Os pellets, agora
visiveis, foram lavados com etanol 75% e as amostras centrifugadas por 15 min a
12000 g, 4 °C. O excesso de alcool foi removido com o auxilio de uma pipeta e os
pellets secos a temperatura ambiente por 15 min. As amostras foram, entao,
solubilizadas em 100 pl de agua Milli-Q autoclavada.

Algumas amostras foram escolhidas aleatoriamente e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2,5% sob voltagem constante de 80 V por 1 h para a
verificacdo do material extraido. Apos a eletroforese, o gel foi banhado em solucao
de brometo de etideo 0,5%, e as bandas de RNAr (18S e 28S) visualizadas por meio
de luz UV.
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Figura 7 - Visualizacdo do RNA extraido (gel de agarose 2,5%). As setas indicam as bandas de RNAr
em 18S e 28S.

Os extratos de RNA foram quantificados em duplicata por meio de fotdmetro
(Eppendorf AG, Hamburg, DEU) sob comprimento de onda 260 nm, seguindo as

instrugdes do fabricante.

3.7.2 Transcricao reversa

Antes de iniciar a transcricdo reversa, os extratos de RNA foram tratados com
DNAse | (Invitrogen) para a eliminacdo de moléculas de DNA presentes nas
amostras. A sintese de DNA complementar (DNACc) foi realizada a partir de 1 ug de
RNA total e seguiu as instrucfes do fabricante, sendo usada a enzima SuperScript
Il Reverse Transcriptase, Oligo(dT)12-18 Primer e desoxinucleotideos dNTP Set,
PCR Grade (Invitrogen). Durante a sintese de DNAc, as amostras foram tratadas
com o inibidor de RNAse RNAseOUT (Invitrogen).

Algumas amostras foram escolhidas aleatoriamente e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2,5% sob voltagem constante de 80 V por 1 h para
verificar a sintese de DNAc. Apoés a eletroforese, o gel foi banhado em solucao de
brometo de etideo 0,5% e a visualizacdo na luz UV revelou auséncia das bandas
18S e 28S de RNAr.
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Figura 8 - Verificagdo da sintese de DNAc (gel de agarose 2,5%). As bandas de RNAr 18S e 28S
estdo ausentes.

3.7.3 Reacado em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

Os oligonucleotideos iniciadores foram confeccionados pela empresa Qiagen
(Qiagen Sciences, Inc., Germantown, MD, USA) sendo assim denominados:
Mm_Bdnf vc.1_SG (QT01545362) para BDNF, Mm_Ntrk2_1 SG (QT00132111)
para TrkB e Mm_Rnl8s 2 SG (QT01036875) para o gene referéncia 18S
ribossomal, e as sequéncias utilizadas para a confeccédo foram aquelas depositadas
no banco publico do NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov).

A gPCR foi realizada no equipamento Rotor Gene 6000 (Corbett Research,
Concord, Australia). As reacdes continham 1 ul de amostra (DNAc), 2 pl de
oligonucleotideos iniciadores (senso e antisenso), 12 ul de agua livre de nucleases e
15 ul do sistema de reagentes GoTag gqPCR Master Mix (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) que possui um marcador que emite fluorescéncia ao se ligar a
dupla fita do DNA.

As reacdes foram incubadas a 95 °C por 2 min para ativacdo da DNA
polimerase, seguidas por 40 ciclos alternados de denaturacdo (95 °C, 15 s),
anelamento e extensédo (60 °C, 60 s) e um ciclo final (60 °C por 90 s seguido de
aumento gradual de temperatura, 1 °C a cada 5 s, até atingir a temperatura de 95
°C). Esse ciclo final foi usado para avaliar a cinética de dissociacdo dos produtos
amplificados (curva de melting), e as amostras que apresentaram um pico muito
baixo ou em temperatura diferente das demais foram descartadas. Para cada corrida
foi feito o controle negativo, sem DNAc (NTC), e todas as amostras referentes aos
grupos controle e experimental para cada gene foram processadas na mesma

corrida.


http://ncbi.nlm.nih.gov/
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3.7.4 Quantificacéo relativa pelo método 244

Para a andlise dos resultados, uma linha horizontal (threshold) foi fixada na
fase exponencial da reagdo, onde a amplificagcdo ocorre em condi¢des 6timas, sendo
que, o numero do ciclo em que cada amostra atingiu a linha do threshold
corresponde ao Ct (Ciclo do threshold) da amostra. Seguindo o método 224
descrito em Livak e Schmittgen (2001), o valor do Ct de cada amostra foi

normalizado com o Ct do gene referéncia 18S ribossomal, pela formula:
ACt = [Ct (amostra) - Ct (189)] Q)
E a expressao relativa do gene de interesse foi dada por:
2-AACt (2)
Onde,
AACt = [ACt (grupo tratado) - média ACt (grupo controle)] (3)

Desta forma, o AACt do grupo controle é igual a zero, e como 2° = 1, a
mudanca na expressao génica em relacédo ao grupo controle €, por defini¢cdo, igual a
um, e o valor de 2% indica quantas vezes a expressdo do gene alvo nos grupos
tratados foi maior ou menor do que a do grupo controle.

No entanto, para que a quantificacdo relativa pelo método 222! seja valida, a
eficiéncia da amplificacdo do gene alvo e a da amplificacdo do gene referéncia
devem ser aproximadamente iguais. Um método para verificar se duas reacdes de
amplificacdo tém a mesma eficiéncia é observando como o ACt varia com a diluicdo
da amostra. Se o valor da inclinacdo da reta em um grafico ACt x log diluicdo DNAc
for préximo de zero, as eficiéncias do gene alvo e do gene referéncia sdo similares
(Livak e Schmittgen, 2001). Portanto, foi preparada uma curva de diluicdo seriada
em duplicata para cada um dos oligonucleotideos iniciadores utilizando-se um pool
das amostras (quantidade inicial de DNAc em cada tubo: 1 - 0,5 - 0,25 - 0,125). O Ct
médio foi calculado para cada um dos genes (BDNF, TrkB e 18S), e o ACt entre

cada gene alvo e o gene referéncia determinado pela formula 1. Os valores de ACt
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foram plotados em um grafico ACt x log diluicdo DNAc. O valor da inclinagéo da reta
do gréfico do TrkB foi de 0,05 e o do BDNF 0,02, validando o uso do método 224

para essa analise.

3.8 Analise estatistica

A Andlise de Variancia (ANOVA) 1-via, 2-vias e 3-vias foi usada para testar
diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos grupos comparados.
O intervalo de confianca adotado foi de 95%, e o teste usado na andlise de
comparacdes cuja significancia estatistica fosse menor ou igual a 5% (p<0,05) foi o
teste de Newman-Keuls.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade locomotora no campo-aberto

4.1.1 Habituagédo e sensibilizagéo locomotora

Antes do inicio do tratamento com a droga e avaliagdo comportamental no
campo-aberto, os animais foram submetidos a dois dias de habituacdo ao aparato
(H1 e H2, figura 9A). A ANOVA-2 vias (idade x dias) para medidas repetidas (dias)
revelou efeito do fator dias [F1,80 = 9,93; p<0,01] e do fator idade [F(1,80 = 6,30;
p<0,05]. A andlise post hoc do fator dias revelou diminuicdo da atividade locomotora
total em H2 em relagcdo a H1l, e a do fator idade mostrou que o0s animais
adolescentes apresentaram uma atividade locomotora menor que a dos adultos.
Fazendo-se a desconstrucdo da ANOVA-2 vias para cada uma das idades, vemos
gue a diminuicdo da atividade locomotora em H2 ocorre apenas no grupo
adolescente [F(1.41) = 8,04; p<0,01], mas ndo no grupo adulto [F(39 = 2,37; p>0,05],
indicando uma habituacdo mais proeminente naquele grupo etério.

A figura 9A mostra o efeito da administracéo repetida de salina ou cocaina na
atividade locomotora de camundongos adolescentes e adultos no primeiro e no
oitavo dias de tratamento. A ANOVA-3 vias (idade x tratamento x dias) para medidas
repetidas (dias) revelou efeito do fator tratamento [F(1s0 = 51,16; p<0,01] com o
aumento da atividade locomotora total nos animais tratados com cocaina em
comparacao aos tratados com salina. Um efeito do fator dias [F 80 = 26,90; p<0,01]
mostrou aumento de atividade locomotora em D8 comparado a D1. A interacéo
tratamento x dias [F(1,80 = 32,00; p<0,01] também foi observada, e a analise post hoc
da interacdo mostrou que a atividade locomotora total dos animais tratados com
cocaina foi maior em D8 do que em D1, indicando desenvolvimento de
sensibilizacdo locomotora em ambas as idades.

No ultimo dia de tratamento (Figura 9B), a ANOVA-2 vias (idade x grupo)
revelou significancia estatistica do fator idade [F(1,74) = 8,50; p<0,01] com uma maior
atividade locomotora nos grupos adolescentes do que nos grupos adultos, e do fator
grupo [F,74 = 21,06; p<0,01] devido a maior atividade locomotora dos grupos Agudo
e Repetido em comparagdo aos grupos Controle e Abstinéncia, bem como interacéo

entre os fatores [F(74) = 2,85; p<0,05]. A analise post hoc da interagdo mostrou que
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a atividade locomotora dos grupos Agudo e Repetido adolescentes foi maior do que
a de seus respectivos grupos Agudo e Repetido adultos, além de revelar aumento
de atividade locomotora no grupo Repetido em comparagdo ao grupo Agudo para
cada uma das idades, indicando expressao de sensibilizacdo locomotora.
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Figura 9 - A) Efeito da habituacdo e do tratamento repetido com salina ou cocaina na atividade
locomotora total. Houve diminuicdo de atividade locomotora em H2 comparado a H1 nos
animais adolescentes (* p<0,01). Os adolescentes e adultos tratados com cocaina (Coc
adol e Coc adult, respectivamente) apresentaram maior atividade locomotora em D8 do
que em D1 (+ p<0,01). B) Efeito da injecdo desafio sobre a atividade locomotora total em
D20. Houve aumento de atividade locomotora nos animais do grupo Repetido de cada
uma das idades em comparacdo ao seu respectivo grupo Agudo (+ p<0,05). Os grupos
Agudo e Repetido adolescentes apresentaram aumento de atividade locomotora em
comparacdo aos seus respectivos grupos adultos (* p<0,05). Os dados representam
média + erro padrdo médio. Em H1 e H2, n=40. Em D1 e D8, n=20. Em D20, n=10.

4.1.2 Condicionamento dos efeitos da droga ao ambiente

No nono dia de tratamento, todos os animais receberam uma injecdo de
salina para testar os possiveis efeitos de condicionamento da droga ao ambiente
(Figura 10). A ANOVA-2 vias (idade x pré-tratamento) mostrou significancia
estatistica dos fatores idade [F,s0 = 9,81, p<0,01] e pré-tratamento [F( 0 = 16,42;
p<0,01]. A analise post hoc indicou que os animais tratados repetidamente com
cocaina tanto adolescentes quanto adultos apresentaram atividade locomotora maior
do que aqueles tratados com salina, sugerindo efeito de condicionamento ao
ambiente. A andlise também mostrou que os animais adolescentes apresentaram

maior atividade locomotora do que os animais adultos.
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Figura 10 - Efeito da inje¢do de salina na atividade locomotora total em D9 apés tratamento repetido
com salina ou cocaina. Houve aumento de atividade locomotora nos animais pré-tratados
com cocaina em comparacdo aos pré-tratados com salina (+p<0,01). Os adolescentes
apresentaram maior atividade locomotora em comparacdo aos adultos (*p<0,01). Os
dados representam média + erro padrdo médio. N=20.

4.1.3 Tigmotaxia

A figura 11A mostra a porcentagem de atividade locomotora na regido central
em relacdo a atividade locomotora total no campo-aberto durante a habituacéo (H1 e
H2) e no tratamento repetido com salina ou cocaina (D1 e D8). A ANOVA-2 vias
(idade x dias) para medidas repetidas no periodo de habituacdo mostrou efeito do
fator idade [F(181) = 4,28; p<0,05] e do fator dias [F(1,s1) = 36,64; p<0,01], e a analise
post hoc do fator idade mostrou que os animais adolescentes apresentaram maior
atividade locomotora na regido central quando comparados aos animais adultos,
enquanto a analise do fator dias mostrou diminuicao de atividade locomotora central
em H2 em relacdo a H1. A ANOVA-3 vias (idade x tratamento x dias) para medidas
repetidas (dias) no periodo de D1 a D8 mostrou significAncia estatistica do fator
tratamento [F(1,s0) = 9,06; p<0,01], do fator dias [F(1s0 = 51,44; p<0,01] e interacdo
entre os fatores idade e tratamento [Fus0) = 5,34; p<0,05]. A andlise post hoc do
fator tratamento mostrou que os animais tratados com cocaina apresentaram menor
atividade locomotora na regido central em relagcdo aos animais tratados com salina,

a andlise do fator dias mostrou aumento de atividade locomotora na regido central
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em D8 comparado a D1 e a anadlise da interagdo mostrou uma maior atividade
locomotora central do grupo Salina adolescente em relacdo a todos os outros
grupos.

A figura 11B mostra a porcentagem de atividade locomotora na regiao central
do campo-aberto no dltimo dia de tratamento. A ANOVA-2 vias (grupo x idade)
mostrou um efeito do fator grupo [F@s76 = 3,40; p<0,05] devido a diminui¢cdo da
atividade locomotora central dos grupos Agudo em relagdo aos grupos Controle,
independentemente das idades. Fazendo-se, no entanto, a desconstrugdo da
ANOVA-2 vias em ANOVA-1 via para cada uma das idades, encontram-se
diminuicdo de atividade locomotora central nos grupos Agudo e Abstinéncia
adolescentes em relacdo ao Controle [F(3s) = 4,66; p<0,01] e auséncia de alteragcéo
nos grupos adultos [F3s = 0,37; p>0,05].
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Figura 11 - A) Efeito da habitua¢@o e do tratamento repetido com salina ou cocaina na atividade
locomotora central. Houve diminuicdo da atividade locomotora central em H2 em
comparacdo a H1 (+ p<0,01). Os animais adolescentes tratados com salina (Hab adol e
Sal adol) apresentaram maior atividade locomotora na regido central do campo-aberto em
comparacdo aos demais grupos tanto na habituacdo (H1 e H2) quanto em D1 e D8 (*
p<0,05). Os animais tratados com cocaina (Coc adol e Coc adult) apresentaram menor
atividade locomotora na regido central do que os tratados com salina (Sal adol e Sal adult)
(# p<0,01). B) Efeito da injecdo desafio sobre a atividade locomotora central em D20.
Houve diminuicdo de atividade locomotora central nos grupos Agudo e Abstinéncia
adolescentes em comparagdo ao grupo Controle adolescente (*p<0,05). Os dados
representam média + erro padrdo médio. Em H1 e H2, n=40. Em D1 e D8, n=20. Em D20,
n=10.
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A figura 12 mostra a porcentagem de atividade locomotora na regido central
do campo-aberto em D9. A ANOVA-2 vias (idade x tratamento) ndo mostrou
significancia estatistica ou interacdo entre os fatores [Fui0 = 1,40; Fago = 1,67;
F.80 = 3,76; p>0,05].
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Figura 12 - Efeito da injecdo de salina apds tratamento repetido com salina ou cocaina na atividade
locomotora central em D9. Os dados representam média + erro padrdo meédio. N=20.

4.2 Comportamento tipo ansiedade no labirinto em cruz elevado

Durante o periodo de abstinéncia, no décimo oitavo dia, os animais foram
avaliados no labirinto em cruz elevado. O tempo gasto nos bracos abertos foi
calculado como porcentagem do tempo total despendido em ambos os bracos
(Figura 13). A ANOVA-2 vias (idade x pré-tratamento) mostrou efeito dos fatores
idade [Fag0) = 20,48; p<0,01], pré-tratamento [Fus0 = 11,13; p<0,01] e interagédo
entre ambos [F(1g0) = 4,17; p<0,05]. A analise post hoc do fator idade mostrou que os
animais adolescentes passaram mais tempo nos bracos abertos do que os adultos, e
a andlise do fator pré-tratamento indicou diminuicdo do tempo gasto nos bragos
abertos pelos animais pré-tratados com cocaina em relacdo aos animais pré-
tratados com salina. No entanto, pela analise da intera¢do, vemos que o aumento do
tempo gasto nos bracos abertos ocorreu somente no grupo Salina adolescente em
relacdo a todos os outros grupos, e que o grupo Cocaina adulto nédo diferiu do Salina

adulto.
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Figura 13 - Tempo despendido nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado durante o periodo de
abstinéncia. Os animais adolescentes pré-tratados com salina passaram mais tempo nos
bracos abertos em comparacdo a todos os outros grupos (*p<0,05). Os animais
adolescentes gastaram mais tempo nos bracos abertos em comparacdo aos adultos
(+p<0,05). Os animais pré-tratados com salina gastaram mais tempo nos bracos abertos
comparados aos tratados com cocaina (#p<0,05). Os dados representam média * erro
padrdo médio. N=20.

A figura 14 mostra o numero de entradas nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado. A ANOVA-2 vias (idade x pré-tratamento) revelou efeito dos fatores
idade [F@180 = 6,03; p<0,05] e pré-tratamento [Fag0 = 4,77; p<0,05], bem como
interagdo entre ambos [Fa,80 = 4,04; p<0,05]. O post hoc do fator idade indicou
maior numero de entradas nos bragos abertos pelo grupo adolescente do que pelo
grupo adulto, o do fator pré-tratamento indicou, por sua vez, maior numero de
entradas nos bracos abertos pelos grupos Salina em comparagcdo aos grupos
Cocaina, enquanto a andlise da interacdo revelou que o aumento no numero de
entradas nos bracos abertos ocorreu somente no grupo Salina adolescente em

comparacao a todos 0s outros grupos.
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Figura 14 - Numero de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado durante o periodo
de abstinéncia. Os animais adolescentes pré-tratados com salina entraram mais vezes nos
bracos abertos em comparac¢éo a todos os outros grupos (p<0,05). Os dados representam
média + erro padrdo médio. N=20.

A figura 15 mostra o numero de entradas nos bragos fechados do labirinto em
cruz elevado. A ANOVA-2 vias (idade x pré-tratamento) indicou auséncia de
significancia e de interacdo para os fatores [F(1,s0) = 0,41; F(1,80) = 0,005; F(1,80) =0,32;
p>0,05].
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Figura 15 - Nimero de entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado durante o periodo
de abstinéncia. Os dados representam média + erro padrdo médio. N=20.
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A figura 16 mostra a laténcia de entrada no brago aberto do labirinto em cruz
elevado cuja ANOVA-2 vias (idade x pré-tratamento) indicou auséncia de
significancia estatistica e de interagdo para os fatores [Fa,g0) = 0,71; F(1,809) = 0,21;
Fa.80) =0,03; p>0,05].
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Figura 16 - Laténcia de entrada no braco aberto do labirinto em cruz elevado durante o periodo de
abstinéncia. Os dados representam média + erro padrdo meédio. N=20.

4.3 Avaliacéo dos niveis protéicos por Western blot

O nivel protéico de cada um dos grupos foi comparado ao respectivo grupo
Controle e expresso na forma de porcentagem. Pelo fato dos dados representarem
uma medida relativa, a analise de variancia foi realizada entre os grupos de mesmo
controle, desta forma, cada uma das idades foi analisada separadamente.

A banda de BDNF foi visualizada em aproximadamente 45 KDa, sugerindo a
formacdo de dimero pela neurotrofina (Lambert et al., 2001; Ghinelli et al., 2003), a
banda de TrkB foi visualizada em aproximadamente 145 KDa, CREB e pCREB em

aproximadamente 43 KDa e a-tubulina em aproximadamente 55 KDa.
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4.3.1 Niveis protéicos de CREB e pCREB no cortex pré-frontal

A figura 17 mostra um gel representativo e os niveis protéicos de CREB (17A)
e pCREB (17B) no cortex pré-frontal de camundongos adultos e adolescentes. A
ANOVA-1 via para os niveis protéicos de CREB nos animais adolescentes revelou
diminuicdo no grupo Repetido em relagdo a todos 0s grupos e aumento NOS grupos
Agudo e Abstinéncia em relacdo aos grupos Controle e Repetido [F 15 = 16,66;
p<0,01], na andlise dos niveis de pCREB, houve aumento do grupo Agudo em
relagdo aos demais grupos adolescentes [Fs 15 = 5,66; p<0,01]. A ANOVA-1 via
para os grupos adultos revelou aumento no nivel protéico do grupo Agudo em
relagdo a todos os outros grupos adultos tanto para CREB [F16 = 5,33; p<0,01]
quanto para pCREB [F3,16) = 4,59; p<0,05].
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Figura 17 - A) Nivel protéico de CREB no cortex pré-frontal. Nos animais adolescentes, houve
diminui¢é@o do nivel protéico no grupo Repetido em relagédo a todos os grupos (# p<0,01) e
aumento nos grupos Agudo e Abstinéncia em relagdo aos grupos Controle e Repetido (*
p<0,01). Nos animais adultos, houve aumento no grupo Agudo comparado aos demais
grupos (+ p<0,01). B) Nivel protéico de pCREB no cortex pré-frontal. Houve aumento do
nivel protéico no grupo Agudo em relacdo aos demais grupos tanto nos adolescentes (*
p<0,01) quanto nos adultos (# p<0,05). Os dados representam média + erro padrdo médio.

N=5.
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4.3.2 Niveis protéicos de CREB e pCREB no hipocampo

A figura 18 mostra um gel representativo e os niveis protéicos de CREB (18A)
e pCREB (18B) no hipocampo de camundongos adultos e adolescentes. A ANOVA-
1 via para analisar os niveis protéicos de CREB nos animais adolescentes revelou
diminuicdo no grupo Repetido em relagdo ao Controle e aumento no grupo
Abstinéncia comparado a todos os grupos [F@sis) = 14,06; p<0,01], e os niveis de
pCREB apresentaram a mesma modulag¢éo encontrada na andlise de CREB [F3,14) =
10,66; p<0,01]. A ANOVA-1 via para os grupos adultos revelou aumento no nivel
protéico de CREB no grupo Abstinéncia em relagcdo ao Repetido [Fsi7) = 3,40;
p<0,05], bem como tendéncia de diminuicdo no grupo Repetido em relagdo ao

Controle (p = 0,06) e auséncia de efeito no nivel de pCREB [F3.16) = 0,53; p>0,05].
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Figura 18 - A) Nivel protéico de CREB no hipocampo. Nos animais adolescentes, houve diminuigcao
do nivel protéico no grupo Repetido em relacdo ao grupo Controle (* p<0,01) e aumento no
grupo Abstinéncia comparado a todos os grupos (+ p<0,01). Nos animais adultos, houve
tendéncia de diminuicdo no grupo Repetido comparado ao grupo Controle (p=0,06). B)
Nivel protéico de pCREB no hipocampo. Nos animais adolescentes houve diminui¢do no
grupo Repetido em relagcdo ao grupo Controle (* p<0,01) e aumento no grupo Abstinéncia
comparado a todos os grupos (# p<0,01). Os dados representam média + erro padréo

médio. N=5.
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4.3.3 Niveis protéicos de BDNF e TrkB no cortex pré-frontal

A figura 19 mostra um gel representativo e os niveis protéicos de BDNF (19A)
e TrkB (19B) no cortex pré-frontal de camundongos adultos e adolescentes. A
ANOVA-1 via para os animais adolescentes mostrou auséncia de efeito no nivel
protéico de BDNF [F14) = 0,53; p>0,05] e de TrkB [F,15 = 2,13; p>0,05]. A ANOVA-
1 via para os animais adultos revelou aumento do nivel protéico de BDNF nos
grupos Repetido e Abstinéncia em relacdo ao Controle [Fz14) = 4,45; p<0,05] e

auséncia de efeito no nivel de TrkB [Fs 15 = 0,37; p>0,05].
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Figura 19 - A) Nivel protéico de BDNF no cértex pré-frontal. Houve aumento dos niveis protéicos nos
grupos Repetido e Abstinéncia adultos em relagdo ao grupo Controle (* p<0,05). B) Nivel
protéico de TrkB no cértex pré-frontal. Os dados representam média + erro padrdo médio.

N=5.

4.3.4 Niveis protéicos de BDNF e TrkB no hipocampo

A figura 20 mostra um gel representativo e os niveis protéicos de BDNF (20A)

e TrkB (20B) no hipocampo de camundongos adultos e adolescentes. A ANOVA-1
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via para os animais adolescentes mostrou auséncia de efeito no nivel protéico de
BDNF [F@.14) = 1,07; p>0,05] e de TrkB [F@1s) = 0,60; p>0,05]. A ANOVA-1 via para
0s grupos adultos revelou aumento do nivel protéico de BDNF nos grupos Agudo e

Repetido em relagéo ao Controle [F 14) = 5,01; p<0,05] e auséncia de efeito no nivel

de TrkB [F(3|16) =0,87; p>0,05].
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Figura 20 - A) Nivel protéico de BDNF no hipocampo. Houve aumento do nivel protéico nos grupos
Agudo e Repetido adultos em relacdo ao grupo Controle (* p<0,05). B) Nivel protéico de
TrkB no hipocampo. Os dados representam média + erro padrao médio. N=5.

4.4 Avaliacédo da expressdo de RNAm por gPCR

Pelo fato dos dados representarem uma medida relativa, a andlise de

variancia foi realizada entre os grupos de mesmo controle, desta forma, cada uma

das idades foi analisada separadamente.
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4.4.1 Expressédo de BDNF e TrkB no cortex pré-frontal

A figura 21 mostra a expresséo relativa de RNAm de BDNF (21A) e TrkB
(21B) no cortex pré-frontal de camundongos adolescentes e adultos. A ANOVA-1 via
para os animais adolescentes mostrou aumento da expressao de BDNF nos grupos
Agudo e Repetido em relagéo ao grupo Controle e no grupo Abstinéncia em relagao
a todos os grupos [F14) = 15,20; p<0,01], e na andlise do TrkB, houve aumento de
expressao nos grupos Agudo, Repetido e Abstinéncia em relagcéo ao grupo Controle
[Feie = 3,99; p<0,05]. Por outro lado, a ANOVA-1 via para 0s grupos adultos
revelou diminuicdo da expressédo de BDNF nos grupos Agudo e Repetido em relacao
ao Controle [F16) = 6,87; p<0,01] e diminui¢cdo da expresséo de TrkB nos grupos
Agudo, Repetido e Abstinéncia em relacéo ao Controle [F(16) = 8,34; p<0,01].
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Figura 21 - A) Expressao de BDNF no cortex pré-frontal. Nos animais adolescentes, houve aumento
de expressédo nos grupos Agudo e Repetido em relacdo ao Controle (* p<0,01) e aumento
no grupo Abstinéncia em relacé@o a todos os grupos (+ p<0,01). Nos animais adultos, houve
diminuic@o de expressdo nos grupos Agudo e Repetido em compara¢éo ao grupo Controle
(# p<0,01). B) Expressao de TrkB no cértex pré-frontal. Nos animais adolescentes, houve
aumento de expressdo nos grupos Agudo, Repetido e Abstinéncia em relacdo ao Controle
(* p<0,05). Nos animais adultos, houve diminuicdo nos grupos Agudo, Repetido e
Abstinéncia em relagédo ao Controle (+ p<0,01). Os dados representam média + erro padréo
médio. N=5.
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4.4.2 Expressao de BDNF e TrkB no hipocampo

A figura 22 mostra a expressao relativa de RNAm de BDNF (22A) e TrkB
(22B) no hipocampo de camundongos adolescentes e adultos. A ANOVA-1 via para
os animais adolescentes mostrou diminuicdo de expressao de BDNF nos grupos
Repetido e Abstinéncia em relagédo ao grupo Controle e diminuicdo no grupo Agudo
em relagdo aos grupos Controle e Repetido [F16 = 9,58; p<0,01], e na andlise do
TrkB houve diminuicdo nos grupos Repetido e Abstinéncia em relagdo ao grupo
Controle e diminuicdo no grupo Agudo em relacdo aos grupos Controle e
Abstinéncia [F3 15 = 11,34; p<0,01]. A ANOVA-1 via para os grupos adultos revelou
diminuicdo da expressdo de BDNF no grupo Agudo em relacdo a todos os outros
grupos [F@si6 = 3,82; p<0,05] e auséncia de efeito na expresséo de TrkB [F 16 =
0,36; p>0,05].
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Figura 22 - A) Expressdo de BDNF no hipocampo. Nos animais adolescentes, houve diminuicdo de
expressdo nos grupos Repetido e Abstinéncia em relagdo ao Controle (* p<0,01) e
diminui¢cdo no grupo Agudo em relagdo aos grupos Controle e Repetido (+ p<0,01). Nos
animais adultos, houve diminui¢@o de expressdo no grupo Agudo em comparacao ao grupo
Controle (# p<0,05). B) Expressao de TrkB no hipocampo. Nos animais adolescentes,
houve diminuicdo de expresséo nos grupos Repetido e Abstinéncia em relacdo ao Controle
(* p<0,01) e diminui¢@o no grupo Agudo comparado aos grupos Controle e Abstinéncia (+
p<0,01). Os dados representam média * erro padrao médio. N=5.
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5 DISCUSSAO

Os resultados mostraram sensibilizacdo locomotora nos animais de ambas as
idades e uma resposta exacerbada a cocaina pelos adolescentes, sugerindo uma
maior sensibilidade aos efeitos da droga por esses animais, 0 que corrobora
resultados do laboratério conduzidos com outra linhagem de camundongos
(Camarini et al., 2008).

A diferenca de resposta comportamental e neuroquimica entre adultos e
adolescentes no tratamento com psicoestimulantes tem sido relatada por diversos
autores (Laviola et al., 1995; Philpot e Kirstein, 1999; Collins e Izenwasser, 2002;
Ehrlich et al., 2002; Stansfield e Kirstein, 2005; Frantz et al., 2007), no entanto, ha
divergéncias nos estudos sobre os efeitos da administracdo de psicoestimulantes
dependente da idade. Por exemplo, muitos trabalhos tém mostrado que roedores
adolescentes e periadolescentes apresentam sensibilidade reduzida a ativacao
locomotora da cocaina e anfetamina (Laviola et al., 1995; Maldonado e Kirstein
2005; Bolanos et al., 1998; Mathews e McCormick 2007; Mathews et al., 2009),
enquanto outros mostram uma maior estimulagdo nesse grupo em comparagao aos
adultos, especialmente no tratamento com cocaina (Badanich et al., 2008; Caster et
al., 2007; Catlow e Kirstein 2005). O mesmo ocorre em estudos de sensibilizacéo,
por exemplo, alguns mostram sensibilizacdo aos efeitos locomotores de
psicoestimulantes em roedores adolescentes e adultos (Laviola et al., 1995; Kameda
et al., 2011), enquanto outros mostram auséncia desse efeito em uma das idades
(Collins e Izenwasser, 2002; Guerriero et al., 2006; Camarini et al., 2008). Essas
divergéncias poderiam ser explicadas pela dose aplicada, manuseio dos animais,
espécie ou linhagem utilizada. Em resumo, existem variacbes das respostas
comportamentais a cocaina dependentes do gendtipo e da idade, sugerindo: 1- que
as respostas agudas e prolongadas a cocaina podem depender da dose, da
espécie, linhagem e tempo de administracdo, dentre outros fatores; 2- que as
diferencas neuronais entre adolescentes e adultos podem determinar respostas
comportamentais diferenciais.

Estudos mostram que uma resposta locomotora inicial baixa a cocaina esta
associada a um aumento do comportamento relacionado a droga, por exemplo,
aumento da sensibilizacdo locomotora e da preferéncia condicionada. Por outro

lado, Schramm-Sapyta et al. (2011) mostraram que ratos com alta resposta
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locomotora a cocaina obtiveram mais infusbes durante a auto-administracao
comparados aos que apresentaram baixa resposta locomotora. Apesar das
divergéncias, a importancia desses estudos € fortalecida por trabalhos que
demonstram que as diferencas individuais de sensibilidade a experiéncia inicial com
drogas psicoativas estdo relacionadas ao risco de dependéncia (Lambert et al.,
2006; Davidson et al., 1993; Foltin e Fischman, 1991).

A exposi¢cdo a um ambiente novo e ndo familiar pode induzir aumento de
exploragdo e comportamento ansioso induzido por stress nos animais, impactando
os resultados de atividade locomotora (Dunne et al., 2007; Allan et al., 2007). Por
esse motivo, os animais foram submetidos ao campo-aberto por dois dias, antes do
inicio dos testes. Houve diminuicdo da atividade locomotora em H2 comparada a H1
sugerindo habituacdo ao aparato, no entanto, a desconstru¢do da ANOVA revelou
uma habituacdo mais pronunciada nos adolescentes, fato relatado anteriormente por
Stansfield e Kirstein (2005), que mostraram que ratos adolescentes habituam
significativamente mais rapido do que os adultos tanto a um ambiente quanto a um
estimulo novo.

Nesse sentido, € interessante notar que o0s animais adolescentes
apresentaram uma resposta exacerbada a administracdo de cocaina apenas no
ultimo dia de tratamento, mas ndo em D1 e D8. A exacerbacdo da atividade
locomotora em D1 e D8 (em comparacao aos adultos) pode ter sido mascarada pelo
fato dos animais adolescentes estarem sujeitos a uma habituacdo mais rapida do
gue os adultos. Uma Unica exposicao breve ao ambiente de teste pode induzir uma
inibicAo comportamental que é retida (Carey et al., 1998; Schildein et al., 2002) e
pode atenuar os efeitos locomotores da cocaina, ja que uma dose da droga capaz
de provocar estimulacdo locomotora em um ambiente de teste gera uma
estimulacdo locomotora substancialmente menor quando administrada apdés
familiarizacdo dos animais com o ambiente (Carey et al., 2005; Kiyatkin, 1992). De
fato, Maldonado e Kirstein (2005) mostraram que ratos adolescentes sdo mais
sensiveis a alteracdo da ativacdo locomotora em resposta a cocaina em
consequéncia de manipulacfes laboratoriais basicas.

A habituacdo € apontada por alguns autores como um modelo para 0s
processos de memoaria (Schildein et al., 2000; Tomaz et al., 1990). De acordo com
Platel e Porsolt (1982), a habituagéo da atividade exploratoria serve como um indice

de retencdo de memodria e decresce conforme aumenta o intervalo entre as sessdes
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de exposicdo ao ambiente. Em geral esses estudos usam a atividade exploratoria
para medir os efeitos da habituagdo, por exemplo, quantifica-se o levantar ou a
atividade locomotora central no campo-aberto, mas a atividade locomotora total
também é usada nessa avaliacdo (Carey et al., 2005). Embora os animais de ambas
as idades tenham apresentado habituacdo da atividade exploratéria pela diminui¢éo
da atividade locomotora central em H2 em comparacdo a H1l, os adolescentes
mostraram uma habituagédo da atividade locomotora total mais robusta, o que pode
estar relacionado a uma maior capacidade natural de retencdo de memaria nesse
grupo. Vale ressaltar que o processo de memoéria responsavel pela inibicdo
comportamental pode bloquear os efeitos locomotores da cocaina sem alterar a
ativacao neuroquimica induzida pela droga (Carey et al., 2005).

O condicionamento Pavloviano reflete um processo de aprendizado
associativo entre um estimulo inicialmente neutro, o estimulo condicionado (EC),
com um estimulo, compensatorio ou aversivo, nao-condicionado (ENC). Assim, o
aumento de atividade locomotora apos uma injecéo de salina em D9 parece ser o
resultado da associacdo entre o EC (exposicdo ao campo-aberto) com o ENC
(cocaina). Os animais previamente tratados com cocaina e expostos ao campo-
aberto apresentaram um aumento da atividade locomotora quando re-expostos ao
mesmo ambiente sob efeito da salina. Esse resultado vai ao encontro de diversos
estudos que tém demonstrado o envolvimento de um forte componente contexto-
dependente na sensibilizagdo comportamental (Kalivas e Alesdatter, 1993a; Weiss et
al.,1989), embora ela também ocorra quando a droga é administrada com uma
exposicdo minima ao ambiente de teste (Beinfeld et al., 2002; Carlezon et al., 1995).
Os adolescentes apresentaram uma resposta locomotora maior em D9 comparados
aos adultos, o que parece refletir um efeito mais pronunciado de condicionamento ao
ambiente de teste nesse grupo.

Embora as variacbes neuroquimicas que contribuem para diferencas
comportamentais entre adultos e adolescentes ndo sejam bem conhecidas, alguns
estudos propdem que essas diferencas sejam mediadas primariamente por um
diferente grau de maturacdo nos sistemas dopaminérgicos cerebrais (Shalaby et
al.,1981; Spear e Brake, 1983; Kalsbeek et al.,, 1988). Conforme relatado em
Camarini et al. (2008), os adolescentes apresentam um pico extracelular de
dopamina no NAc mais rapido do que os adultos em resposta a administracdo de

cocaina. Esse aumento precoce na liberacdo de dopamina poderia refletir uma
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combinagcao do efeito da droga somado ao efeito da expectativa induzida por ela
(Philpot e Kirstein, 1999). Assim, o fato dos animais adolescentes mostrarem um
efeito de condicionamento ao ambiente mais pronunciado do que os adultos pode
estar relacionado ao aumento da expectativa pela droga e a um possivel aumento
nos niveis de dopamina. Esse aumento de dopamina também poderia estar
contribuindo para o aumento da resposta locomotora dos animais adolescentes na
administracdo de cocaina.

Além da atividade locomotora total, a organizacdo espacial da locomocao é
um parametro de grande importancia no estudo dos efeitos de psicoestimulantes. Ja
esta bem estabelecido o fato de roedores mostrarem uma maior locomocao
periférica proxima as paredes do campo-aberto e evitarem a &rea central, efeito
denominado tigmotaxia (Eilam, 2003; Groenink et al., 2003; Paulus et al., 1999;
Wang et al., 2003). O aumento da taxa de atividade locomotora central sem
alteracdo da atividade locomotora total pode ser interpretado como um efeito
ansiolitico, enquanto o oposto, isto &, diminuicdo da variavel e consequente aumento
de tigmotaxia, est4 associado a um efeito ansiogénico (Prut e Belzung, 2003). Os
resultados mostraram que os adolescentes tratados com salina apresentaram menor
tigmotaxia do que os adultos tratados com salina, sugerindo um nivel de ansiedade
basal mais baixo nos animais daquele grupo.

Diversos estudos mostram que os camundongos apresentam variagcao natural
de comportamento ansioso dependente da linhagem, por exemplo, os do tipo
BALB/c e DBA2J tém sido apontados como animais de comportamento mais ansioso
em diversos paradigmas, enquanto a linhagem C57BL/6 apresenta menor
comportamento ansioso (Griebel et al., 2000; Bouwknecht e Paylor, 2002; Kopp et
al., 1999; Tang et al., 2002; Yilmazer-Hanke et al., 2003). Outros estudos mostram
gue os animais heterogénicos da linhagem Swiss webster, usada neste trabalho,
apresentam diferentes niveis de stress, ansiedade e comportamento defensivo
guando comparados a linhagens isogénicas (Van Bogaert et al., 2006; Yang et al.,
2004; Rodgers et al., 2002). Apesar de diversos estudos mostrarem diferencas
basais de ansiedade entre linhagens, pouco se sabe sobre as diferencas naturais de
ansiedade entre adultos e adolescentes dentro de uma mesma linhagem. Neste
aspecto, Moore et al. (2011) demonstraram pelo teste LCE uma menor ansiedade
basal em animais adolescentes da linhagem DBA2J e uma maior ansiedade em

adolescentes C57BL/6 comparados aos adultos.
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Alguns trabalhos mostraram que um baixo nivel de ansiedade basal pode
determinar uma maior busca pela droga (Schramm-Sapyta et al., 2011; Bush e
Vaccarino, 2007). Pelo fato da cocaina apresentar um conhecido efeito ansiogénico
(Ettenberg e Geist, 1993; Geist e Ettenberg, 1990; Panlilio et al., 2007), pode-se
pensar na hipétese de que a droga pode tornar-se mais aversiva em animais com
alto indice de ansiedade basal, limitando os efeitos de recompensa da mesma.

O aumento de tigmotaxia nos animais tratados com cocaina em comparacao
aos tratados com salina em D1 e D8 demonstra um efeito ansiogénico da droga nos
dois grupos de idade, porém, apenas o0s adolescentes tratados com cocaina
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao seu controle. Em D20, houve
aumento de tigmotaxia no grupo Agudo, no entanto, a desconstrucdo da ANOVA
revelou efeito nos adolescentes dos grupos Agudo e Abstinéncia, mas nao nos
adultos. Esses resultados sugerem maior suscetibilidade aos efeitos ansiogénicos da
droga nos animais adolescentes. A auséncia de efeito no grupo Repetido pode estar
relacionada ao aumento de atividade locomotora total, o que leva a um aumento
nem sempre proporcional da atividade locomotora central, impedindo a avaliacao
correta da tigmotaxia.

O teste do labirinto em cruz elevado tem sido usado como um modelo simples
para medir comportamento tipo ansiedade em roedores e para avaliar drogas
ansiogénicas e ansioliticas. Esse modelo explora a aversdo gerada no animal
guando colocado em um aparato elevado que possui um braco aberto. Drogas
ansiogénicas reduzem o numero de entradas e o tempo gasto no braco aberto,
enquanto drogas ansioliticas geram efeito oposto (Pellow et al., 1985). No teste
realizado durante o periodo de abstinéncia, houve diminuicdo do tempo gasto nos
bracos abertos pelos animais tratados com cocaina. Esse dado sugere preferéncia
dos animais pelos bracos fechados durante a abstinéncia, refletindo aumento da
aversao aos bracos abertos causada pelo sinergismo do efeito da droga mais o
medo e ansiedade induzidos pela altura e por espacos abertos (Rogerio e
Takahashi, 1992; Pellow e File, 1986). No entanto, somente 0s animais
adolescentes apresentaram diferenca significativa em relagéo ao seu grupo controle,
sugerindo um maior efeito ansiogénico nesse grupo. Os adolescentes tratados com
salina gastaram mais tempo nos bracos abertos em comparacdo a todos os outros
grupos, além de apresentarem maior numero de entradas nesse braco,

demonstrando baixo indice de ansiedade basal. Em conclusdo, o teste do LCE
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mostrou 0s mesmos resultados encontrados na tigmotaxia, isto €, os adolescentes
apresentaram um baixo nivel de ansiedade basal em relagdo aos adultos e foram
mais sensiveis aos efeitos ansiogénicos da cocaina.

Em resumo, os resultados dos testes de atividade locomotora mostraram que
embora os 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.

Além das manifestacbes comportamentais, a cocaina também promove
alteracbes neuroquimicas. Muitos estudos indicam que a atividade neuronal no
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico esta relacionada com o efeito de
recompensa da cocaina (Wise, 2004; Pierce e Kumaresan, 2006) e contribui para a
recaida (Shalev et al., 2002; Kalivas e McFarland, 2003). Uma hipotese importante
sobre a dependéncia a cocaina € a de que ela decorra de neuroadaptacdes
induzidas pelo uso da droga nos processos de aprendizado e memoria associados a
recompensa no sistema acima citado e no circuito glutamatérgico corticolimbico
(Nestler, 2002; Wolf et al., 2004; Everitt e Robbins, 2005). Essas neuroadaptacdes
tém sido apontadas como causa da hipersensibilidade a sinais associados a droga
(Di Chiara, 1998; Everitt e Wolf, 2002), da tomada de decisédo impulsiva (Jentsch e
Taylor, 1999; Volkow e Fowler, 2000) e do aprendizado de comportamentos/habitos
anormais (White, 1996). O cortex pré-frontal, uma regido critica para o controle
impulsivo e comportamentos dirigidos a um objetivo, e o hipocampo, estrutura chave
nos processos de memoaria, sdo duas das regides em que essas neuroadaptacoes
ocorrem.

A expressdo génica tem papel central na LTP (Nguyen et al., 1994). A
plasticidade sinaptica pode ser dividida em duas formas temporariamente distintas:
uma forma curta, que dura minutos e depende de modificagcbes covalentes de
proteinas preexistentes e do reforco de conexdes preexistentes, e a de longo prazo,
gue pode durar dias ou semanas e requer sintese protéica e o estabelecimento de
novas conexdes sinapticas (Kandel, 2001). A consolidacdo da memdria depende de
expressao génica nova, e a inibicdo da sintese de RNAm ou de proteina prejudica a
formacdo da memoria de longo prazo (Flexner et al.,1965; Abel et al.,1998; Abel et

al.,1997; Kida et al., 2002). Diversas evidéncias sugerem que o CREB, por meio da
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inducdo da expresséo génica, seja um elemento chave na conversdo da memoria de
curto em longo prazo, jA que a diminuicdo da acdo desse fator de transcricao
prejudica a consolidagdo da memoria e certas formas de LTP (Bourtchuladze et
al.,1994; Kida et al., 2002; Pittenger et al., 2002). O gene da neurotrofina BDNF &
um alvo de ativacdo do CREB (Tao et al., 1998; Shie et al., 1998), e seu produto
protéico estd envolvido em diferentes aspectos do processamento da memoria e
aprendizado (Alonso et al., 2002; Bekinschtein et al., 2008).

A dopamina € um neurotransmissor que desempenha um importante papel
nos processos de aprendizado e memoria, e muitas fun¢des do aprendizado, como a
recompensa, atencdo e medo, sao influenciadas pelo sistema dopaminérgico
(Beninger e Miller, 1998; Cole e Robbins, 1989; Granon et al., 2000; Nader e
LeDoux, 1999). Psicoestimulantes, em geral, atuam no sentido de aumentar a
consolidacdo da memodria, até mesmo facilitando o aprendizado de comportamentos
gue nao envolvem o consumo da droga. Por exemplo, injecbes sistémicas de
anfetamina apoOs treinamento podem aumentar o aprendizado em tarefas de
recompensa por alimentos (Krivanek e McGaugh, 1969; Wyvell e Berridge, 2001).
Alguns estudos mostraram que a atividade do receptor dopaminérgico D1 no CPF
pode influenciar o armazenamento da memoaria de longo prazo (Floresco e Phillips,
2001; Runyan e Dash, 2004). Por exemplo, Hotte et al. (2005) mostraram que uma
dose alta de agonista dopaminérgico para RD1 em ratos facilita a recuperacao de
informacédo em testes de memadria de reconhecimento e posicdo de objetos e na
memoria temporal apés um periodo de 4 h, mas ndo apos 15 min. Um estudo
posterior mostrou que essa melhora na memoria obtida pela injecdo de agonista
dopaminérgico para RD1 esta associada a um aumento de fosforilacdo de CREB e
DARPP-32 no cortex pré-frontal, e que o prejuizo de memoéria obtido pela
administracdo de um antagonista dopaminérgico para RD1 estd associado a uma
diminuicdo de fosforilacdo dessas proteinas nessa mesma estrutura cerebral (Hotte
et al., 2006).

Este trabalho mostrou aumento no nivel protéico de CREB e pCREB no CPF
dos animais 1 h ap6s administracdo aguda de cocaina, sugerindo uma facilitacdo do
processo de aprendizado e memoria. Essa facilitacdo poderia estar envolvida na
associacéo da droga com o contexto, demonstrada em D9. E interessante notar que
os trabalhos da literatura ndo mostram aumento de ativagdo de CREB na

administracdo aguda da cocaina, mas sim auséncia de alteracdo nos niveis
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protéicos desse fator (Edwards et al., 2007; Fumagalli et al., 2007). Essa diferenca
de resposta pode estar relacionada a variagbes de protocolo, por exemplo, esses
trabalhos quantificaram a fosforilagdo de CREB, respectivamente 4 h e 2 h apds a
injecdo da droga. Outra hipotese para explicar o aumento encontrado seria o fato
dos animais ja terem sido previamente expostos ao ambiente de teste, o que pode
ter facilitado a formacado de memoria de associacdo, uma vez que Hotte et al. (2006)
mostraram que a administracdo de um agonista dopaminérgico para RD1 aumenta o
nivel de pCREB no CPF de camundongos levando a uma melhora na performance
de recuperacdo da memdria. Além disso, a ativacdo de CREB no CPF de ratos tem
sido relacionada ao aumento do comportamento de preferéncia condicionada
(Haghparast et al., 2011).

Os animais adolescentes apresentaram diminuicdo de CREB e pCREB no
hipocampo apos tratamento repetido com a droga, acompanhada por um decréscimo
de CREB no cortex pré-frontal, enquanto os adultos mostraram apenas uma
tendéncia a diminuicdo de CREB no hipocampo. A literatura mostra divergéncias nos
resultados obtidos apoOs tratamento prolongado com cocaina tanto no cortex pré-
frontal como no hipocampo de roedores, por exemplo, no CPF, foram relatados
aumento de CREB e pCREB (Fumagalli et al., 2007), auséncia de alteracdo de
pCREB (Edwards et al., 2007) e diminuicdo de CREB acompanhada de aumento de
pPpCREB (Hye-Jean et al., 2010), também € interessante notar que o nivel de pCREB
no CPF dos animais sob tratamento repetido encontrado no presente trabalho n&o
tenha acompanhado a expressao da sensibilizacdo comportamental, como relatado
em Hye-Jean et al. (2010). No hipocampo, os estudos mostram tanto aumento como
auséncia de alteracdo nos niveis de pCREB (Edwards et al., 2007; Yu-Min et al.,
2007). Essas respostas divergentes podem ocorrer devido a diferencas nos
delineamentos experimentais. Vale ressaltar que o0s protocolos de tratamento
prolongado com cocaina, em sua maioria, hdo envolvem periodos de abstinéncia,
isto é, as estruturas encefalicas dos animais sdo avaliadas apds a ultima injecdo da
droga. A importancia dessa variacdo pode ser observada no trabalho de McDaid et
al. (2006), que mostrou aumento de pCREB no cortex pré-frontal de ratos tratados
cronicamente com metanfetamina apdés um periodo de 3 dias de abstinéncia, mas
nao apoés 14 dias de abstinéncia, enquanto no NAc nao foram registradas alterac6es
apos 3 dias de abstinéncia, contrapondo-se a diminuicdo de pCREB encontrada

apos 14 dias de abstinéncia.
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Um estudo mostrou que os efeitos ansioliticos e antidepressivos do rolipram
sdo acompanhados pelo aumento de pCREB no CPF e hipocampo de ratos, bem
como pelo aumento da neurogénese nesta estrutura (Li et al., 2009), enquanto a
diminuicdo da atividade de CREB no cértex de roedores tem sido associada ao
aumento de ansiedade (Rubino et al., 2008). Desta forma, a diminuicdo dos niveis
protéicos de CREB e/ou pCREB no CPF e hipocampo dos adolescentes em
resposta a administracéo prolongada de cocaina pode, em parte, estar relacionada
ao aumento do comportamento ansioso apresentado por esses animais. No entanto,
podemos inferir que a modulacdo do CREB ndo esta sendo determinada
exclusivamente por mecanismos relacionados a esse comportamento ja que,
durante a abstinéncia, os adolescentes apresentaram ansiogénese acompanhada
por aumento dos niveis de CREB.

Embora os adolescentes tenham apresentado diminui¢do nos niveis protéicos
de CREB e/ou pCREB no CPF e hipocampo apos tratamento repetido com a droga,
a resposta durante a abstinéncia foi oposta, isto €, houve aumento desse fator de
transcricdo nessas estruturas. A ativacao da expressao génica dependente de CREB
no hipocampo por sinalizagdo monoaminérgica ou dopaminérgica facilita a inducéo
de LTP e processos de aprendizado dependentes de LTP durante a excitacdo e
atencao (Reymann e Frey, 2007; Barco et al., 2008). Esse efeito modulatorio poderia
levar a um estado favoravel ao aprendizado no qual uma relativa alteracdo duravel
na excitabilidade neuronal suportaria uma facilitacdo no aprendizado de tarefas
(Zelcer et al., 2006). Desta forma, o aumento nos niveis protéicos de CREB e
pPpCREB encontrado nos adolescentes, mas ndao nos adultos, sugere uma facilitacédo
da neuroplasticidade induzida pela droga durante a abstinéncia, que poderia estar
envolvida com o aumento do risco de recaida nesse grupo.

A interrupcao abrupta do uso de drogas de abuso pode originar sintomas de
abstinéncia fisicos e emocionais (Gawin e Ellinwood, 1989; Markou e Koob, 1991).
Os fenbmenos da tolerancia e da abstinéncia parecem ser o resultado, pelo menos
em parte, de adaptacdes compensatorias que ocorrem durante o uso de drogas. Em
resposta a potente estimulacdo da substancia, essas adaptacbes atuam no sentido
de manter o equilibrio reduzindo os efeitos da mesma (tolerancia). Na auséncia da
droga essas adaptacdes ndo sdo mascaradas, e uma parte delas pode produzir
sintomas geralmente opostos ao da droga (abstinéncia). Assim, a ativacdo de CREB

encontrada no CPF dos animais ap0s injecdo aguda de cocaina, mas nao nos
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animais sob tratamento cronico parece refletir um efeito de tolerancia, enquanto a
diminuicdo nos niveis de CREB e pCREB encontrada no CPF e hipocampo dos
adolescentes tratados repetidamente com cocaina em contraposi¢cdo ao aumento
desses fatores na abstinéncia sugere uma tentativa do organismo de reverter a
modulacao induzida pela droga com o objetivo de restaurar a homeostase.

A analise dos niveis de BDNF revelou uma divergéncia entre a expressao de
RNAmM e os niveis protéicos. Esse fato pode estar relacionado a uma importante
guestdo, ainda em debate, sobre onde exatamente ocorre a modulacdo da
expressdo de BDNF. Ela pode ocorrer localmente ou por meio do transporte
anterogrado/retrégrado via axodnios aferentes/eferentes. A importancia desse
transporte pode ser exemplificada pelo estudo que mostrou que a fonte
predominante de BDNF no estriado, incluindo o NAc, sdo os neurdnios piramidais
corticais originados no CPF (Altar et al.,1997). Outro estudo mostrou uma regulacéo
positiva tardia na expressdo de BDNF no cortex pré-frontal medial (CPFm) oito ou
guatorze dias de abstinéncia apés tratamento repetido com cocaina, mas ndo apos
um ou trés dias e sugeriu que esse aumento tardio seja decorrente do tempo
necessario para que a neurotrofina seja transportada de outras regides cerebrais,
como NAc, AVT, amigdala, onde tem sido encontrada uma alta elevacdo de BDNF
apoOs exposicao repetida a cocaina, até o CPF (Lu et al., 2010). Sendo assim, o
aumento no nivel protéico de BDNF encontrado no CPF dos animais adultos apds
tratamento repetido e na abstinéncia pode ser dependente desse tipo de modulacéo,
uma vez que a expressdao de RNAmM ocorreu no sentido oposto, isto €, houve
diminuicdo de expressdao de RNAmM para BDNF no CPF desses animais. A analise
de TrkB revelou essa mesma divergéncia entre a expressdao de RNAm e os niveis
protéicos, o que pode estar relacionado também ao transporte do receptor. Os
receptores Trk sdo produzidos no corpo celular e anterogradamente transportados
até a sinapse por um eixo axonal e entao, inseridos na membrana plasmatica (Segal,
2003), e apos a ativacdo mediada por neurotrofinas os receptores retornam para o
soma por transporte retrogrado (Deinhardt et al., 2006).

Por outro lado, o aumento e a diminuicdo da expressdo de BDNF foram
acompanhados igualmente por aumento ou diminuicdo da expressdo de TrkB,
mostrando uma intima relacdo entre a regulacdo da neurotrofina e de seu receptor.

De forma geral, o aumento de BDNF no CPF tem sido associado a diminuicédo

dos efeitos de recompensa da droga, por exemplo, a infusdo de BDNF no CPF
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normalizou as neuroadaptac¢des induzidas pela cocaina e suprimiu o efeito de busca
pela droga na abstinéncia e durante testes de restabelecimento induzidos por sinais
ou por injecdo da droga (Berglind et al., 2007, 2009; McGinty et al., 2010). Além
disso, a delecdo de BDNF no CPF de ratos levou ao aumento da auto-administragéo
de cocaina (Sadri-Vakili et al., 2010). Assim, o aumento da expressdo de RNAm de
BDNF e TrkB encontrado no CPF dos adolescentes poderia estar relacionado a
diminuicdo dos efeitos da droga, no entanto, esse aumento de expressdo néo foi
acompanhado de variacdo no nivel protéico, o que dificulta essa interpretacdo, além
disso, os resultados de comportamento desse grupo néo refletiram esse efeito, mas
sim 0 oposto, isto é, apresentaram maior sensibilidade a ativacdo locomotora da
droga e maior efeito de condicionamento ao ambiente. Da mesma forma, a andlise
dos resultados no grupo adulto também ndo € simples, pois embora tenham
apresentado diminuicdo de RNAm de BDNF, houve aumento do nivel protéico da
neurotrofina nessa estrutura.

Diversos estudos mostram a importancia do BDNF para a plasticidade
sinaptica e memoria (Furini et al., 2010; Heldt et al., 2007; Hennigan et al., 2009). O
BDNF é necesséario para a inducdo e estabilizacdo da LTP em varias regides
cerebrais (Pang e Lu, 2004). O CPF € uma importante estrutura onde a LTP pode
ser facilitada pela administracao repetida de cocaina. Um estudo mostrou aumento
da expressao de BDNF no CPF de ratos apos administracao repetida de cocaina, e
esse aumento ocorreu em um curso de tempo paralelo ao da inducdo de LTP (Lu et
al., 2010). Assim, o aumento da expressao de BDNF e TrkB no CPF dos animais
adolescentes em contraposicao a diminuicdo de expressao nos adultos sugere que 0
sistema nervoso daquele grupo possa ser mais suscetivel as alteragbes de longo
prazo induzidas pela cocaina por estar sujeito a uma facilitacdo da plasticidade
neuronal que poderia resultar em um aprendizado aberrante.

Assim como no CPF, o BDNF promove LTP no hipocampo por meio de
ligacdo ao TrkB (Patterson et al., 1996; Minichiello et al., 1999), enquanto sua
auséncia ou diminuicdo prejudica a LTP (Korte et al., 1995; Patterson et al., 1996), e
uma mutacdo no gene de TrkB resulta em déficits na aquisicdo e consolidacéo de
memoria em varias tarefas de aprendizado dependentes do hipocampo (Minichiello
et al.,, 1999). No entanto, ao contrario do resultado encontrado no CPF, houve
diminuicdo da expressdo de BDNF e TrkB no hipocampo dos adolescentes. Essa

regulacdo negativa de BDNF e TrkB aliada a diminuicdo dos niveis protéicos de
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CREB e pCREB no hipocampo dos adolescentes apds tratamento repetido com a
droga poderia indicar uma reducédo de neuroplasticidade nessa estrutura relacionada
a prejuizos de memoéria decorrentes do uso da droga nesse grupo. No entanto,
alguns estudos mostram que o cortex pré-frontal medial pode atuar como uma area
de ligacdo na memdria remota de forma semelhante a atuagdo do hipocampo na
memoria recente (Frankland e Bontempi, 2005, 2006). O envolvimento desta
estrutura decresce consistentemente com a consolidacdo, enquanto o envolvimento
do cortex pré-frontal medial aumenta. Estudos mostraram que lesdes no cértex pré-
frontal medial e no cortex cingulado anterior resultaram em deterioracdo da meméria
remota, sem prejuizo para a recuperacdo de memoria recente (Frankland et al.,
2004; Maviel et al., 2004; Takehara et al., 2003). A separacdo da funcédo do
hipocampo e CPFm na recuperacdao da memoria recente e remota, respectivamente,
sugere que o CPFm possa tomar parte ou até mesmo substituir a funcéo de ligacéo
do hipocampo na memdéria remota (Frankland e Bontempi, 2006).

A acao neurotoxica da cocaina parece levar a ativacdo de MAPKs e do fator
nuclear-kappaB (NF-kB), dentre outros fatores (Medders e Kaul, 2011; Ang et al.,
2001; Imam et al., 2005). De fato, a via da MAPK esta envolvida em respostas
antiinflamatérias e antioxidativas (Jeong et al., 2011; Liu et al., 2007). E essas
respostas podem envolver a ativagcdo de BDNF, uma vez que essa neurotrofina é
capaz de proteger os neurbnios da toxicidade induzida por stress ou por
excitotoxinas (Nakao et al., 1995; Martinez-Serrano e Bjorklund, 1996; Bemelmans et
al., 1999). Assim, a diminuicdo da expressdo de RNAm de BDNF no hipocampo dos
animais apOs injecdo aguda da cocaina parece estar relacionada ao efeito
neurotoxico da droga. Apos o uso prolongado, os adultos ndo mais apresentaram
diminuicdo de BDNF, sugerindo que o organismo promoveu adaptacées no sentido
de diminuir esse efeito. Os adolescentes também mostraram essa resposta
homeostasica, porém, sem conseguir reverter a diminuicdo da neurotrofina,
mostrando-se mais suscetiveis aos efeitos neurotéxicos da droga.

Essa maior suscetibilidade dos animais adolescentes aos efeitos neurotdxicos
da cocaina pode estar relacionada ao aumento do comportamento ansioso nesse
grupo, o que é condizente com estudos que apontam para uma relacao inversa entre
o nivel de BDNF no hipocampo e a ansiogénese, por exemplo, ratos que receberam
infusdo de BDNF intra-hipocampal mostraram diminuicdo de comportamento ansioso

(Cirulli et al.,, 2004), da mesma forma, o aumento da concentracdo de BDNF no
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hipocampo induzido por beta-alanina esta relacionado a um efeito ansiolitico
(Murakami e Furuse, 2010). Os adolescentes também apresentaram diminui¢éo
hipocampal de CREB e pCREB apos tratamento repetido com cocaina, reforcando a
hip6tese de que esse grupo seja mais afetado pelos efeitos neurotéxicos da droga.

A expressdo de pCREB e BDNF no hipocampo também tem sido associada a
neurogénese, uma forma de plasticidade neural que contribui para a habilidade de
adaptacdo e resposta do hipocampo a varios estimulos (Lee et al., 2002a,b;
Nakagawa et al., 2002; Fujioka et al., 2004), e a diminuicdo da ativacdo de CREB
tem sido associada a reducdo da neurogénese (Nakagawa et al., 2002). A reducéo
da neurogénese, por sua vez, esta relacionada ao aumento do comportamento
ansioso. Por exemplo, um estudo mostrou que a delecdo de TrkB em neurbnios
recém-formados do hipocampo leva a um prejuizo da neurogénese acompanhado
de aumento de ansiedade (Bergami et al., 2008). Assim, a diminuicdo de BDNF,
TrkB, CREB/pCREB no hipocampo dos animais adolescentes pode estar
relacionada a uma diminuicdo da neurogénese, contribuindo para o aumento do
comportamento ansioso.

O CPF é uma estrutura critica para os processos de recaida, estudos de
imagem em dependentes revelaram diminuicdo de atividade basal nessa regido
durante a abstinéncia (Goldstein e Volkow, 2002) e grandes aumentos de atividade
metabolica apds exposicdo a sinais previamente pareados com a droga (Grant et
al.,1996; Maas et al.,1998). A recaida disparada por stress, estimulo condicionado e
drogas é mediada por atividade do CPF, e estudos farmacoldgicos mostraram que a
inativacdo dessa estrutura bloqueia a reinstalacdo da dependéncia em modelos
animais de adicdo (McLaughlin e See, 2003; McFarland e Kalivas, 2001). Estudos
com ratos revelaram que durante a abstinéncia de cocaina a exposi¢cao a sinais
previamente associados a droga leva a ativacdo do CPF (Rebec e Sun, 2005). Neste
trabalho, houve aumento na expressdo de RNAmM de BDNF no CPF dos animais
adolescentes durante a abstinéncia, e esse aumento foi maior do que o verificado
nos grupos sob tratamento repetido ou agudo. Essa regulacdo positiva de BDNF
também foi acompanhada pelo aumento na expressdao de RNAm de TrkB e no nivel
protéico de CREB no cértex pré-frontal, bem como pelo aumento protéico de CREB
e pCREB no hipocampo desses animais, revelando uma maior vulnerabilidade dos
adolescentes aos efeitos da abstinéncia quando comparados aos adultos. Esses

resultados sugerem que os adolescentes apresentam uma facilitacdo da plasticidade
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induzida pela droga maior que a dos adultos, tornando o sistema nervoso desse
grupo mais suscetivel as alteracdes de memoria e aprendizado. De fato, um estudo
mostrou que, durante a abstinéncia de cocaina, ocorre aumento de BDNF no CPF
de ratos, e esse aumento leva a uma facilitacdo da LTP nas sinapses excitatorias
dos neurdnios piramidais do CPFm por meio da inibicdo dos receptores gabaérgicos
na superficie celular (Lu et al., 2010).

Utilizando camundongos mutantes para o gene BDNF, Hong et al. (2008)
mostraram que a expressdo de BDNF € necessaria para o adequado
desenvolvimento da inibicdo do cértex via neurbnios gabaérgicos, embora pareca
ndo afetar a sobrevivéncia ou diferenciacdo destes neurdnios. De fato, uma ma
formacdo do sistema inibitério gabaérgico no cortex pré-frontal poderia resultar em
diminuicdo do controle comportamental com aumento do risco de dependéncia e
comportamento impulsivo, especialmente entre os adolescentes cujo sistema
nervoso ainda esta em desenvolvimento.

Embora BDNF seja um alvo da ativacdo induzida por CREB, a regulacéo
dessa neurotrofina mostrou-se independente da acdo do CREB/pCREB apds o
tratamento com cocaina, sugerindo a participacéo de outras vias nessa regulacéo ou
gue essa variacao esteja sendo determinada pelo transporte anterégrado/retrogrado
da neurotrofina. O estudo também mostrou que a atuacdo da cocaina varia de
acordo com a regido cerebral onde atua, isto €, pode haver aumento de um fator no
cortex pré-frontal ao mesmo tempo em que ha diminuicdo desse mesmo fator no
hipocampo. Esses resultados mostram a complexidade do tratamento da
dependéncia e a necessidade da continuidade de estudos na area.

Este trabalho mostrou diferencas comportamentais e neuroquimicas entre
adolescentes e adultos em resposta a administracdo de cocaina. Vimos que 0s
animais de ambas as idades sofreram os efeitos comportamentais e neuroquimicos
da droga, mas de maneira geral, os adolescentes parecem ter respondido de forma
mais proeminente a esses efeitos, sugerindo que a ac¢ao das substancias psicoativas
em um sistema nervoso ainda em desenvolvimento possa provocar alteracfes 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 (Pascual et al., 2009; Brandon et al., 2001; Levin et

al., 2003). Esses resultados apontam para a necessidade de abordagens
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terapéuticas diferentes para o tratamento da dependéncia a cocaina de acordo com

as diferencgas neuronais ontogénicas.
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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 ativagdo 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 atuacao diferente dependente da regido cerebral, isto €, pode haver
aumento de um fator no cortex pré-frontal ao mesmo tempo em que ha diminuicao
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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