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RESUMO

A dependéncia quimica constitui um grave problema social e de saude publica no
mundo e, nas ultimas décadas, o abuso de crack se tornou uma questao critica em
paises em desenvolvimento como o Brasil. No entanto, estudos especificos para a
dependéncia de crack ainda sdo escassos. No presente trabalho, decidiu-se ampliar os
conhecimentos acerca dos efeitos do crack em processos cognitivos e suas bases
moleculares, utilizando um modelo animal. Foi observado que a inalagdo de crack por
11 dias ndo afeta a memoria de reconhecimento de objetos ou a memoria espacial de
referéncia. No entanto, camundongos expostos ao crack apresentam déficits na
memoria de trabalho e reducéo na interacao social. Essas alteragdes comportamentais,
em conjunto com uma redug&o nos niveis de dopamina no cortex pré-frontal e alteragéao
na expressdo de receptores D2R observados em um estudo anterior, além dos
sintomas psiquiatricos apresentados por usuarios de crack, nos levou a investigar se a
exposicdo ao crack em nosso modelo animal leva a alteragbes moleculares
semelhantes as observadas na esquizofrenia. Foi observado que apés 11 dias de
inalagcdo de crack, a expressao das subunidades NR1, NR2A e NR2B de receptores
NMDA foi reduzida e houve um aumento na razdo entre a expressao das isoformas
curta e longa de receptores D2R. Essas alteragbes moleculares, em conjunto com
déficits na memoria de trabalho e isolamento social sdo caracteristicas encontradas em
individuos com esquizofrenia. Dessa forma, demonstramos que a inalagdo de crack
em camundongos promove alteragdes semelhantes as envolvidas com a esquizofrenia,
provavelmente pelos mesmos mecanismos moleculares. Em relagéo a cocaina, estudos
vém demonstrando que a sinalizagao glutamatérgica, principalmente pelos receptores
mGIuRS, é importante para o desenvolvimento da dependéncia. Portanto, em uma
segunda parte deste trabalho, decidimos investigar os efeitos de um modulador
alostérico negativo de mGIuR5 (CTEP) em aspectos comportamentais e bioquimicos da
dependéncia de cocaina, e, ainda, investigar o possivel papel da espinofilina, uma
proteina envolvida na regulagdo e sinalizagcdo de mGIuRS, na dependéncia dessa
droga. Utilizando camundongos nocaute, observou-se que a auséncia da espinofilina

impede o desenvolvimento da sensitizagdo a cocaina no protocolo utilizado, revelando



um papel importante da mesma para esse processo. Em relacdo a preferéncia
condicionada por lugar induzida pela cocaina, nem a delecdo da espinofilina ou o
bloqueio de mGIuRS afetaram esse comportamento. Ainda, foi observado que co-
administracdo de CTEP atenuou a ativacdao de ERK, Akt e mTOR induzidas pela
cocaina, e promoveu um aumento na expressao génica de DARPP-32 e -arrestina 2.
Diante do exposto, observa-se que tanto o receptor mGIuR5 quanto a espinofilina
apresentam envolvimento em respostas a cocaina, porém, estudos complementares se
fazem necessarios para melhor elucidar o potencial efeito terapéutico da droga CTEP
na dependéncia de cocaina.

Palavras-chave: crack, cocaina, cortex pré-frontal, sistema dopaminérgico, sistema

glutamateérgico



ABSTRACT

Drug addiction is a social and health burden worldwide, and despite the extensive
research in this field, there remains a lack of effective treatment for this condition. In the
past few decades, crack cocaine (crack) addiction has increasingly become a major
issue especially in developing countries. However, there is a lack of studies specifically
for the addiction to this drug. In this study, we aimed to evaluate crack effects in memory
and cognition and its molecular basis, using a mouse model of crack exposure. It was
observed that 11 days of crack inhalation does not affect object recognition memory or
reference spatial memory. However, mice exposed to this protocol exhibit working
memory deficits and reduced social interaction. These alterations, along with a
previously described reduction in dopamine levels in the prefrontal cortex (PFC) and
increase in D2R receptor expression, in addition to the psychiatric symptoms exhibited
by crack users, led us to investigate whether crack exposure in our model induce other
molecular alterations observed in schizophrenia. We found that upon crack inhalation
mice have shown increased D2S/D2L dopamine receptors expression ratio and
decreased expression of NR1, NR2A and NR2B NMDA receptor subunits in the PFC,
along with decreased social interaction and working memory deficits, and these
alterations are also found in subjects with schizophrenia. Therefore, we showed that
crack cocaine inhalation promotes behavioral alterations in mice resembling negative
and cognitive symptoms of schizophrenia, likely underlined by similar molecular
mechanisms. Studies have shown that glutamatergic signaling, especially through
mGIuRS, is involved in the development of cocaine addiction. Therefore, in a second
part of this work, we investigated the effect of a negative allosteric modulator of mGluRS
in cocaine associated behaviors, and the possible role of spinophilin, a scaffold protein
involved in mGIuRS5 signalling and regulation, in cocaine addiction. We observed that the
knockout of spinophilin blocks the development of cocaine sensitization in the protocol
used, revealing an important role of spinophilin in this process. In terms of rewarding
aspects, neither spinophilin deletion nor mGIuR5 blockade affected conditioned place
preference to cocaine. However, it was observed that CTEP attenuated the activation of
ERK, Akt and mTOR induced by cocaine. Additionally, gene expression of DARPP-32



and B-arrestin 2 was increased in response to the combination of cocaine and CTEP in
wild type mice, suggesting a possible role of these proteins in the observed effects.
Thus, both mGIuR5 and spinophilin seem to be involved in cocaine responses, however,
further studies are necessary to better characterize the therapeutic potential of CTEP in
cocaine addiction.

Key-words: crack cocaine, cocaine, prefrontal cortex, dopaminergic system,

glutamatergic system



LISTA DE ABREVIATURAS

AEME — Anidroecgonina metil éster

AMPA — amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolepropionato

AMPc — Adenosina monofosfato ciclico

ATP — Adenosina trifosfato

BEG — Benzoilecgonina

EME — Ecgonina metil éster

CamKIl — Proteina cinase dependente de calcio/calmodulina

Cdk5 — cinase dependente de ciclina 5

COMT - Catecol orto-metiltransferase

CPF — Cortex preé-frontal

CREB - Proteina de ligagéo ao elemento de resposta ao AMP ciclico D1R — Receptor
de dopamina 1

CTEP — 2-chloro-4-((2,5-dimethyl-1-(4-(trifluoromethoxy) phenyl)-1H-imidazol-4-
yhethynyl)pyridine

D1R — Receptor de dopamina 1

D2R — Receptor de dopamina 2

D3R — Receptor de dopamina 3

DA — Dopamina

DAG - Diacilglicerol

DARPP-32 — Fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc de 32kDa
DAT — Transportador de dopamina

DOPAC — Acido dihidroxifenilacético

ERK — Cinase regulada por sinal extracelular

GABA — Acido gama-aminobutirico

HVA — Acido homovanilico

IP3 — Inositol trifosfato

KO - nocaute

MAO — Monoamina oxidase

mMGIuR1 — Receptor metabotrépico glutamatérgico 1



mMGIuRS — Receptor metabotrépico glutamatérgico 5
NAc — Nucleo Accumbens

NMDA — N-metil-D-aspartato

VTA — Area tegmental ventral

AFosB — Delta FosB

PKA — Proteina cinase A

PKC — Proteina cinase C

PLC — Fosfolipase C

PP1 — Proteina fosfatase 1

gPCR — Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
SDS-PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio



SUMARIO

CONSIDERAGOES INICIAIS ...ttt ettt ettt ettt ettt eeve ettt eneereebessene 16
Capitulo 1. Efeitos bioquimicos, moleculares e comportamentais da inalagao de crack por
camundongos: alteragdes semelhantes a esquizofrenia..................ccccciiiiiii i 20
LINTRODUGAD ...coviuveeietieteeteet ettt ettt ettt et et et e et et e st eaeebe st e b e s eseebeebe st et esseseebesbesessessesesressennas 20
1.2 Crack @ COCAINA ittt e e e e e e e e et e e e e e e s raeeeeeeeeas 20
0 A I (=Y g =T [ o F- [ 1T g V=T f -4 ol JS U 25
1.3 Circuito de recompensa e dependéncia de COCaING.......ccevvvuiiieiieeieeiiicciee e 32
1.4 O uso do crack e comorbidades NeuropsiqUIAtIiCas.......ccccvveeeeeeeeeeieeeiiccce e, 35
2 OBJETIVOS ...ttt ettt ettt e e e ettt e e e ettt e e e e e abbe e e e e aab b e e e e easbbeeeeabbeeeeeeanneeeeeaans 39
D O] o] 1=y d A ol ={=T =Y PSRN 39
2.2 ObjetiVoSs ESPECITICOS wuuuiiieiiiieiiici e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e aatbeeeaaeeeenes 39
3 MATERIAIS E METODOS ......viveteieteeteee ettt ettt ettt te et eae et sseaeseeseseeseseesese s eseeneseesesens 40
Y 110 4 = PP OPUPPPPTR 40
3.2 Desenho eXperimental.......oouiiiiii i e e e e e e 40
3.3 Droga e protocolo de iNAlAaga0 .....cccceeeiiiiiiiiie e e 41
3.4 Avaliacdo de memédria espacial de referéncia e de trabalho.......cccooeeeiiiiiiiiiciiiiniiieen, 42
3.5 Teste de reconhecimento de 0bJEtOS .....uvueiiii i i 44
3.6 Teste de interacdo e reconhecimento social ..........ouvueiiiiiiiiiiiiicc e, 45
3.7 Avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo real quantitativa.........cccceeeeeeiiennnnnnn. 46
A 4 = Tor: [o Jo [T | U 46
3.7.2SiNteS0 dE CDNA ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e as 47
3.7.3 PCR quantitativa em temMPo r€al........ccoeeeieiiiiiiiiiie e 47
3.8 Avaliacdo da expressao protéica por imunoblot.........ccooeeiiiiiiiiiiiii e, 48
3.9 ANALISE @STAtISTICA «eeeeieiiiiiieiet e e e e e e e e e e e 50
4 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e ettt e e ettt e e e e abe e e e e e nbe e e e e ebbeeeeeenbbeeeeenbeeeeesnreeeens 51
4.1 Efeito da exposicdo ao crack na meméoria espacial de referéncia e de trabalho................ 51
4.2 Avaliacdo da meméria de reconhecimento de objetos.........c.uvvceeeiiiiiiiiiiiccccee e, 52
4.3 Efeito da exposicdo ao crack na interacdo e reconhecimento social.........cccceeeeeeeiieennnnnen. 53
4.4 Avaliacdo da expressao génica N0 estriado ........couvvviiiieiiiiieiicceee e 54
4.5 Avaliacdo da expressdo génica no cortex pré-frontal ........ccccvvviiiiiiiiiiccci e, 55

4.6 Expressdo protéica de receptores D2 e do tipo NMDA no cortex pré-frontal ................... 57



S DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt st et eseeteebe et e s essessebeebe et enbesseseebesbe b enseseebeebensens 60

B CONCLUSOES ...ttt ettt ettt et sttt e te et e st et et eteebeebe st e s eseebesbesbesseseesessessessessesesressennas 66
Capitulo 2. Investiga¢ao do envolvimento do receptor mGIuR5 e da proteina espinofilina na
(o [T T=Ta e [ To e [l oo Yot 1 - [ 67
7 INTRODUGAD ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt e aeebe et et et esseteebe st ensesseseebesbe s enseseebesbesens 67
7.1 Sistema GlUtamMAterZiCO....covuiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e e e ranaaa 67
7.2 O sistema glutamatérgico na dependéncia de cocaina: destaque para o mGIuR5 ............ 71
2 T 5 oY [T} 1 1T a T TSP 77
7.4 Interacao da espinofilina com mGIuR5 e D2R e possivel papel na dependéncia de cocaina
.............................................................................................................................................. 80
B OBJETIVOS ...ttt ettt ettt e ettt e e ettt e e e e bt e e e e e aab e e e e e aabe e e e e enbbeeeeeanbeeeeeeannteeeeaann 83
LT O o T A LV I ={=] =1 AU 83
8.2 Objetivos ESPECITICOS ..iiiiiiiiiiiiie e e e e e et e e e e e e e e ettt e e e e e eeeeeranaaas 83
9 MATERIAIS E METODOS .......vivetieieteeeeee ettt ettt et ettt se et eae et se et eseeseseeseseeseseesesseseseesesens 84
9.1 ANiMais € GrupoS EXPEIIMENTAIS .evuuiiiiiiiii ettt e e e et e e et e eate e e stseeaaaeeaaaaes 84
S I OV TV Mo [y =R ¢ o] oo 1] - [P 84
9.3 Protocolo de sensitizagdo comportamental ............ouiiiiiiiiiiiiiiiciie e 85
9.4 Preferéncia condicionada por [UZAr (CPP) ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeseessesessessssserssssereeaa————.. 86
9.5 SDS-PAGE € WESTEIN BIOT .....eiiiiiiiiiiiiieeee et 87
9.6 PCR quantitativa em teMPO real .......oooviiiiiiii e 88
S B T4 = Vot [o Jo [T ] 7 NS 88
9.6.2 SiNteSe dE CDNA . ... . e e e e e et e e e e e e r e e e e e e e e 89
9.6.3 PCR quantitativa em temMpPOo real ......ooovvuiiiiiiiieecce e 89
9.7 Cultura primaria de NEUIONIOS ....ceeeeieeieiiiceie e e e e e ettt e e e e e e e e e ettt ee e e e e e e e e e ataraaeeeeaeeeeesannans 91
9.8 Imunofluorescéncia em cultura primdria de NeUrGNIOS ........cccvvveciieeiiiiieiccee e, 91
9.9 Imunohistoquimica em tecido cerebral..........coooiriiiiiiiii i, 92
9.10 ANAliSE @STALISTICA «oeeeeeieiiieeeee e e 93
1O RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e e ettt e e e e sttt e e e s sttt e e e e asbe e e e e e abeeeeeeanbbeeeeenbeeeeeennes 94
10.1 Curvas dose-resposta para cocaina € CTEP ........ciiiiiiiiiiiicccece e 94
10.2 Efeito do CTEP e da espinofilina na sensitizacdo comportamental a cocaina.................. 95
10.3 Preferéncia condicionada por lugar (CPP) @ coCaiNa ......ccoeeeeeeeeeieiiieeeeeecceeeeecceeeeeeeeeeee 97
10.4 A espinofilina colocaliza com D2R e mGIuR5 em cultura primdria de neurénios............. 98

10.5 Altera¢des na imunoreatividade para c-foS ......coeeeiiiiiiiiiiiccce e, 100



10.6 Efeito das diferentes condi¢des experimentais na sinalizagdo celular e expressao protéica

de receptores e da tirosina hidroxilase no estriado...........cceoveiiiiiiiiiiicciie e 102
10.7 Efeito das diferentes condi¢des experimentais na expressao génica no estriado.......... 109
L1 DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt et ettt ettt ete et e e b e b esseseebe st e s essessesesbessensessessetessensens 113
12 CONCLUSODES ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et et e st et e e eaeebe st e s ensessesesbesbessesseasebesrensens 122
13 CONCLUSOES GERAIS ...........ceoevieeetieietieeteeeeteeeete et te ettt eae et ae et ese et eseeseseeseseeseseeseseetessesesnane 123

14 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...........cooviiiuiieieieteeeeteeeeteeeete et eteae et eteae et ae v seeseasenene e 125



16

CONSIDERAGOES INICIAIS

A historia das civilizagbes apresenta indicios de que o ser humano sempre procurou
ferramentas para manipular o estado emocional e alterar a consciéncia. Portanto, o uso
de substancias psicoativas pode ser considerado uma pratica milenar e universal
(PACHECO, 2004). No entanto, ha algumas décadas, o abuso de drogas se tornou um
grave problema social e de saude publica, devido a uma série de consequéncias
negativas para a sociedade.

De acordo com relatério anual mundial sobre o uso de drogas do UNODC (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2016), bilhdes de dolares s&o gastos anualmente
na prevencao e tratamento de dependentes quimicos em todo o mundo. Ainda assim, o
impacto na redugdo da prevaléncia e incidéncia do abuso de drogas ainda € pequeno.
Estima-se que 250 milhdes de pessoas no mundo tenha utilizado alguma droga de
abuso no ano de 2015 (UNODC, 2017). Atualmente, a maconha é a droga mais
utilizada mundialmente (UNODC, 2017). Apesar de menor prevaléncia do que a
maconha, a classe com maior impacto negativo sobre a saude sdo os opiodides,
incluindo tanto a heroina quanto os opidides licitos sujeitos a prescricdo (UNODC,
2017). Em seguida, vem a cocaina, que apresentou uso estimado por 17 milhdes de
pessoas no ano de 2016 (UNODC, 2017). Houve um aumento no cultivo de coca nos
ultimos dois anos e a quantidade de cocaina (em variadas formas, incluindo crack)
apreendida atingiu nivel recorde em 2015, sendo 61% na América do Sul (UNODC,
2017). Enquanto o uso de cocaina nos EUA, maior mercado do mundo, vem diminuindo
nos ultimos anos, aumentos significativos tém sido observados na América Latina
(UNODC, 2016). O Brasil representa 20% do consumo mundial de cocaina/crack e é
considerado o maior mercado de crack do mundo (INPAD, 2012). Apesar de nao haver
estudos mais recentes publicados, a comparacdo entre os dois levantamentos
realizados pelo Centro Brasileiro de Informagbes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID)
em parceria com a Secretaria Nacional Antidrogas em 2001 e 2005 mostrou um
aumento de quase 100% na prevaléncia do uso de crack no Brasil (CEBRID, 2001;
CEBRID et al., 2005).
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De acordo com o DSM-5, o transtorno por uso de substancias consiste na presenca de
um agrupamento de sintomas cognitivos, comportamentais e fisiologicos indicando o
uso continuo pelo individuo apesar de problemas significativos relacionados a
substancia. Nesta edigdo do DSM, as categorias de abuso de substancia e
dependéncia de substancia foram eliminadas e substituidas pela categoria transtornos
por uso de substancias — em que a substancia especifica usada define o transtorno
especifico (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013).

O diagndstico de um transtorno por uso de substéncia baseia-se em um padrao
patolégico de comportamentos relacionados ao seu uso, seguindo critérios relacionados
com baixo controle, deterioracdo social, uso arriscado, tolerancia e abstinéncia.
Portanto, o diagndstico de transtorno por uso de estimulantes consiste num padrao de
uso de substancia estimulante (como cocaina e anfetamina) que leva a
comprometimento ou sofrimento clinicamente significativo, manifestado por pelo menos
dois de alguns critérios, ocorrendo durante um periodo de 12 meses. Dentre os
critérios, destacam-se os seguintes: o estimulante ser frequentemente consumido em
maiores quantidades ou por um periodo mais longo do que o pretendido; desejo
persistente ou esforgcos malsucedidos no sentido de reduzir ou controlar o uso; fissura
ou um forte desejo ou necessidade de usar o estimulante; uso recorrente de
estimulantes resultando em fracasso em cumprir obrigagbes importantes, ou em
situagbes nas quais o0 uso representa perigo para a integridade fisica; dentre outros.
Apesar de nao ser necessario tolerdncia ou abstinéncia para o diagnéstico de
transtorno por uso de substancia, a presenca dessas caracteristicas no histérico do
individuo geralmente esta associada a um curso clinico mais grave (AMERICAN
PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013).

O transtorno por uso de substancias envolve alteragées de longo prazo em circuitos
cerebrais, principalmente no circuito de recompensa, que persistem mesmo apoés
longos periodos de abstinéncia (NESTLER, 2005). Essas alteragbes persistentes estao
relacionadas as recaidas constantes e a fissura apresentada por individuos em

abstinéncia quando expostos a estimulos relacionados a(s) droga(s) utilizada(s)
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(NESTLER, 2005). Desta forma, até o presente momento, ndo existe cura para a
dependéncia quimica. Portanto, o tratamento deve seguir uma estratégia de longo
prazo, com abordagens farmacolégicas e n&do farmacologicas. A terapia farmacolégica
depende do tipo de droga de abuso utilizada bem como de caracteristicas individuais do
paciente, e, até 0 momento ndo existem tratamentos farmacologicos padronizados para
a dependéncia de drogas estimulantes como crack e cocaina (NATIONAL INSTITUTE
ON DRUG ABUSE, 2018). Dentre as estratégias ndo-farmacoldgicas, pode-se citar as
terapias cognitivo-comportamentais, na qual ex-usuarios em tratamento aprendem a
evitar ambientes e situagdes que desencadeiam a vontade de usar as drogas bem
como a reconhecer os pensamentos e sentimentos gerados pela falta da droga (KILUK
et al., 2010). Infelizmente, a ocorréncia de recaidas ainda é frequente em muitos
pacientes, e, portanto, as pesquisas acerca dos mecanismos moleculares, bioquimicos
e fisiologicos bem como a busca de tratamentos mais efetivos e especificos para
diferentes tipos de drogas de abuso continuam sendo essenciais. Por se tratar de um
disturbio complexo, que envolve a integracéo de diferentes regides cerebrais e sistemas
neurotransmissores, diversas abordagens e possiveis alvos terapéuticos vém sendo
objeto de estudo para o tratamento da dependéncia quimica. Destacam-se, contudo, os
estudos com enfoque nos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico, importantes
componentes do circuito de recompensa que estao envolvidos com diversos processos
relacionados ao desenvolvimento da adicdo (NESTLER, 2001; KALIVAS &
MCFARLAND, 2003; ROBINSON & BERRIDGE, 2000; KALIVAS, 2009).

No presente estudo, investigamos aspectos comportamentais, moleculares e
bioquimicos da dependéncia de crack e cocaina, e este trabalho foi dividido em dois

capitulos.

No capitulo 1 serdo abordadas alteracdes moleculares e comportamentais semelhantes
a esquizofrenia observadas em modelo animal de abuso de crack. O abuso de crack
esta frequentemente associado a comorbidades psiquiatricas, muitas delas
semelhantes a componentes observados na esquizofrenia como delirios e paranoia,

comportamento antissocial e déficits em funcdes executivas, além da propria
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esquizofrenia (SANVICENTE-VIEIRA et al.,, 2016; LEWANDOWSKI et al., 2016;
OLIVEIRA & NAPO 2008; KESSLER et al., 2002). Algumas alteragées neuroquimicas e
moleculares induzidas pela inalagdo de crack que podem se relacionar com algumas
dessas comorbidades neuropsiquiatricas foram descritas pelo nosso grupo, utilizando
um modelo murino (AREAL et al., 2015). Entre elas, destaca-se a redugéo dos niveis de
dopamina no cortex pré-frontal e o aumento da expressdo génica do receptor D2R,
visto que a redugdo do tbnus dopaminérgico € uma caracteristica importante na
fisiopatologia da esquizofrenia e o receptor D2R representa um importante alvo
terapéutico no tratamento da esquizofrenia (AREAL et al., 2015; HOWES AND KAPUR,
2009; KAALUND et al., 2014). Considerando as altera¢gdes moleculares observadas no
trabalho anterior e as caracteristicas comportamentais descritas em usuarios de crack,
decidiu-se investigar se outras alteragbes moleculares e comportamentais relacionadas
com os sintomas cognitivos e negativos da esquizofrenia também estariam presentes

no nosso modelo animal.

No capitulo 2 avaliamos aspectos moleculares e comportamentais da dependéncia de
cocaina relacionados ao receptor mGIluR5, bem como o envolvimento da proteina
espinofilina, uma proteina envolvida na regulagédo e sinalizagdo desse receptor, nesse
transtorno. Diversos estudos mostram que o sistema glutamatérgico possui um papel
importante em diversos aspectos da dependéncia de cocaina, e o envolvimento do
receptor mGIuR5, especialmente, vém ganhando destaque recentemente (KALIVAS &
DUFFY, 1998; KENNY & MARKOU, 2004; D’'SOUZA et al., 2015; CHIAMULERA et al.,
2001; KUMARESAN et al., 2009). Portanto, decidimos investigar os efeitos de um
modulador alostérico negativo do receptor mGIuR5 em diferentes paradigmas para o
estudo da dependéncia de cocaina, e, ainda, investigar o possivel papel da proteina
espinofilina, na dependéncia dessa droga.
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Capitulo 1. Efeitos bioquimicos, moleculares e comportamentais da inalagao de
crack por camundongos: ocorréncia de alteragcoes semelhantes a esquizofrenia

1 INTRODUGCAO
1.1 Crack e cocaina

Nos anos 70, o consumo generalizado de cocaina se tornou muito popular
principalmente como droga recreativa (MARANDA et al., 2004). Durante essa fase de
grande popularidade da cocaina, a populagdo de classe média com escolaridade
superior foram os maiores consumidores, em decorréncia do alto custo do entorpecente
(HATSUKAMI et al., 1996). A cocaina é obtida a partir da maceragdo das folhas de
Erytroxylum coca com um solvente, como o éter, formando-se a pasta base de cocaina,
que, por sua vez, € tratada com acido cloridrico refinando-se o produto e obtendo-se o
cloridrato de cocaina. O cloridrato de cocaina € um po6 branco facilmente soluvel em
agua e comumente administrado por via nasal ou intravenosa. Devido ao seu alto ponto
de fuséo (196°C, sofrendo decomposi¢cao a essa temperatura) o cloridrato de cocaina
ndo pode ser fumado (CHASIN et al., 2008).

A partir do inicio dos anos 90, a forma fumada da cocaina, o crack, difundiu-se
mundialmente (TOENNES et al.,, 1999, MARANDA et al., 2004). Diversos fatores
contribuiram para o aumento no uso do crack nos ultimos anos, incluindo o baixo custo
de aquisicdo quando comparado a cocaina em po, a intensidade e rapidez do efeito
produzido por essa droga, e o menor risco de transmissao de HIV e hepatite C, uma vez
que ndo ha o compartihamento de agulhas (COSTA-LEITE; ANDRADE, 1999). A
inalagcdo do cloridrato de cocaina requer entre 3 a 5 minutos para o inicio do efeito
estimulante, enquanto que o efeito da cocaina fumada se inicia dentro de 5 a 8
segundos (HAIM et al., 1995). A rapidez e maior intensidade do efeito da cocaina obtido
com o uso do crack contribuem para um maior potencial de abuso da droga, bem como

maior propensao a dependéncia quando comparado a outras vias de administracao.
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O crack pode ser obtido a partir do aguecimento de uma solu¢gdo aquosa de cocaina,
adicionada a uma substancia basica, frequentemente o bicarbonato de sodio ou
aménia. E formada uma fase oleosa que posteriormente é resfriada para que a base
livre precipite obtendo-se cristais irregulares (Figura 1). Essas “pedras” obtidas podem
ser fumadas e durante a queima produzem um som caracteristico que |he conferiu o
nome “crack” (REDDA et al., 1989). Por conter frequentemente um teor de cocaina
menor do que a forma em po e sofrer grande adulteragdo, essa nova forma de
producdo permitiu o barateamento da droga, tornando-a mais acessivel aos
consumidores de menor renda, fator que contribuiu para sua rapida disseminacéo
(REDDA et al., 1989; MARANDA et al., 2004). Essa nova forma de cocaina gerou uma

mudancga nos padrdes de consumo e no perfil dos usuarios.

Folhas de Erytroxylum coca

+ Agua
+ Solucgdo alcalina (ex. Ca(OH),, NaOH)
+ Extragdo com solvente (ex. gasolina, querosene)

L ] 1

Fase aquosa l I Fase organica l
+ Acido
\l 1
l Fase organica I I Fase aquosa I

l + solugdo alcalina
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+ soluc¢do acida
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P I Cloridrato de cocaina |
| + Agua

\ + Bicarbonato de sédio , amonia
+ Aquecimento

\
I Intermediério pastoso |

+resfriamento

| Crack I

Figura 1. Fluxograma de producdo de cloridrato de cocaina e crack a partir da planta
Erytroxylum coca. Fonte: Adaptado de GARCIA et al., 2009; REDDA et al., 1989.
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Um estudo realizado pela Fundacdo Oswaldo Cruz em parceria com a Secretaria
Nacional de Politicas sobre Drogas (MS-Brasil) em 2013, revelou que aproximadamente
370.000 pessoas fazem uso regular de crack e/ou similares nas capitais no pais, o que
corresponde a 35% dos consumidores de drogas ilicitas com exce¢ao da maconha.
Além disso, estima-se que cerca de 40% dos usuarios se encontram em situacao de
rua. Esses usuarios consomem em média 16 pedras de crack por dia. Ja o
levantamento da sobrevida desses usuarios nas capitais € de aproximadamente 8 anos,
contradizendo as noticias comumente veiculadas de que os usuarios de crack/similares
teriam expectativa de vida inferior a 3 anos a partir do inicio do consumo (BASTOS
&BERTONI, 2013; RIBEIRO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006).

O crack apresenta maior potencial de abuso em comparacédo a cocaina em po, bem
como maior propensao a violéncia e atos criminosos (SCHIFANO & CORKERY, 2008).
Observa-se um aumento da criminalidade, violéncia doméstica, prostituicdo, abandono
dos filhos bem como altos indices de doencas sexualmente transmissiveis atrelados ao
uso do crack (RIBEIRO et al., 2004). Além das questdes sociais, 0 abuso de crack leva
a consequéncias fisicas e psicologicas para o usuario. Estudos revelam que o abuso de
crack esta relacionado a déficits cognitivos, resultando em baixo desempenho em
testes de atencdo, memdria verbal e visual, capacidade de aprendizagem e danos em
funcbes executivas (BOLLA, 1999; CUNHA et al., 2004; MEYER et al., 2014). Esses
déficits cognitivos podem estar relacionados a problemas em regides cerebrais frontais
e temporais e essas alteragdes neuroquimicas em individuos com historico de
dependéncia ao crack, mostraram-se persistentes mesmo apds a descontinuagao do
uso da droga por longo periodo (CUNHA et al., 2004; CHANG et al., 1999). Além disso,
disturbios psiquiatricos, alucinagbes e paranoia decorrentes do consumo dessa droga
sao observados (OLIVEIRA & NAPPO, 2008). Desta forma, o consumo de crack tem se

apresentado como um grave problema social e de saude publica.

Além da diferenca na via de administragdo, e consequentes diferencas

farmacocinéticas apresentada pelo crack em relagdo a cocaina, existe a formagao de
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um subproduto exclusivo durante o fumo de crack (figura 2). O aquecimento da cocaina
gera um produto denominado anidroecgonina metil éster (AEME), também conhecido
como metilecgonidina (MEG). Esse composto é gerado exclusivamente a partir da
pirélise da cocaina, sendo, portanto, um marcador analitico do uso do crack (WOOQOD et
al., 1996; TOENNES et al., 1999). Ao utilizar essa via de administracdo, tanto a cocaina
quanto AEME sao volatilizadas, inaladas e absorvidas através dos alvéolos
pulmonares. Um estudo realizado por Scheidweiler et al. (2003), em ovelhas, mostrou
gque ambas as substancias apresentaram volume de distribuicdo aparente maior do que
o volume sanguineo das ovelhas, sugerindo que estas se distribuem para os demais
tecidos. Além disso, uma dose de 4mg/kg de cocaina apresentou meia-vida de 10,6
minutos, enquanto que 3mg/kg de MEG apresentou meia-vida entre 16,3 e 17,8
minutos (SCHEIDWEILER et al., 2003).

NCH; NCH;
COQCH;; COZCHS
—_—
OCOC¢Hs
Cocaina Ester metllecgonlna

\ NCH,
] ﬂK
COsCH: 0COCHs
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Metilecgonidina
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Norcocaina Ecgonina
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Cocaetileno

N-hidroxinorcocaina

Figura 2. Molécula de cocaina e seus produtos de metabolismo e pirdlise. Setas pretas: produtos de
biotransformacgao; Seta azul: produto da pirdlise da cocaina. Fonte: Adaptado de CHASIN et al., 2008 e
GARCIA, 2009.
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Um estudo de viabilidade celular em cultura primaria de células hipocampais de ratos
revelou que o AEME apresenta um potencial neurotoxico maior do que a propria
cocaina, e que, quando associados, ocorre um efeito aditivo, sugerindo um maior risco
de neurotoxicidade com o uso do crack em comparagdo ao uso da cocaina em po
(GARCIA et al, 2012). Um estudo subsequente do mesmo grupo sugeriu que a
neurotoxicidade do AEME é decorrente de sua agdo como agonista parcial de
receptores muscarinicos M1 e M3, que esta associada a fragmentacédo de DNA e morte
por apoptose (GARCIA et al., 2015).

Pouco se sabe sobre os efeitos especificos do AEME sobre o comportamento. Um
estudo revelou que o AEME por si ndo altera a atividade locomotora de camundongos
nem promove sensitizacdo comportamental, porém, potencializa a sensitizagdo
comportamental a cocaina quando co-administrados (GARCIA et al., 2017). Além disso,
Gomes et al. (2017) mostraram que a administracdo aguda de AEME prejudica a

memoria espacial operacional em ratos treinados.

A compreensdao dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da dependéncia
quimica é essencial na busca de estratégias terapéuticas eficazes. No entanto, a
literatura acerca dos aspectos neuroquimicos e neurofisiologicos do abuso de crack,
especificamente, ainda é escassa. Devido ao fato do principio ativo do crack ser a
cocaina, essas duas drogas sao muitas vezes consideradas como a mesma, e, em
consequéncia, os modelos animais sao pouco especificos para o crack, utilizando na
maioria das vezes o cloridrato de cocaina (JENKINS et al., 2002; HUESTIS et al.,
2007).

Um estudo prévio realizado pelo nosso grupo propds um modelo animal especifico para
o abuso de crack, com o objetivo de verificar as altera¢gdes moleculares, bioquimicas e
comportamentais promovidas pela inalagdo crénica dessa droga (AREAL et al., 2015).
Neste trabalho, camundongos foram submetidos a 11 dias de inalagdo de fumaca de

crack e foram observadas algumas altera¢gdes ainda ndo descritas em modelos de



25

adicdo a cocaina injetada. Entre elas, pode-se citar a presenga de um comportamento
peculiar, caracterizado por saltos repetitivos durante a avaliagdo da atividade
locomotora em campo aberto, logo apdés a inalagdo de crack, e foi observada
sensitizagao para esse comportamento ao longo de repetidas inalagdes (AREAL et al.,
2015). Além da caracteristica comportamental, observou-se ainda que inalagao crénica
de crack aumenta a expressao génica de componentes do sistema dopaminérgico,
diminui os niveis de dopamina e seus metabdlitos, e reduz a expressdo génica de
componentes do sistema endocanabindide no cértex pre-frontal (CPF) de
camundongos, sugerindo que esses sistemas estdo envolvidos nos mecanismos de
adigdo ao crack (AREAL et al., 2015). Essas alteragbes em conjunto ainda nao foram
descritas em modelos utilizando cloridrato de cocaina, e é possivel que um subproduto
do aquecimento da cocaina, anidroecgonina metil éster (AEME), esteja envolvido
nessas alteragdes, visto que o mesmo apresentou uma concentracdo mais elevada do
que a propria cocaina no sangue dos animais submetidos a inalagédo (AREAL et al.,
2015).

Apesar da presenga comum de adulterantes no preparo do crack, e da presenga do
sub-produto AEME, a cocaina € a substancia responsavel pelos efeitos estimulantes e
reforcadores da droga. Uma vez absorvida, a cocaina atinge rapidamente o SNC e inibe
a recaptacdo de monoaminas, principalmente da dopamina (RITZ et al., 1990). O
bloqueio do transportador de dopamina (DAT) pela cocaina leva ao acumulo do
neurotransmissor na fenda sinaptica, promovendo uma hiperestimulacido do sistema

dopaminérgico, ativando principalmente o circuito de recompensa (RITZ et al., 1990).

1.2 Sistema dopaminérgico

Por ser um importante componente do circuito de recompensa, a maioria das drogas de
abuso afeta direta ou indiretamente a neurotransmissdo dopaminérgica (DI CHIARA &
IMPERATO, 1998).
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As inervagdes dopaminérgicas sao as mais proeminentes no cérebro de mamiferos e
quatro principais vias dopaminérgicas ja foram descritas. A via nigroestriatal, via
mesolimbica e mesocortical (que sao frequentemente consideradas em conjunto e
entdo chamada via mesocorticolimbica), e via tuberoinfundibular (ANDEN et al., 1964;
DAHLSTROEM & FUXE, 1964; BEAULIEU & GAINETDINOV, 2011). Esses neurdnios
dopaminérgicos estdao envolvidos em diversas fungdes vitais do sistema nervoso
central, como movimento, recompensa, afeto, atengdo, aprendizagem e memoria
(BEAULIEU & GAINETDINOQV, 2011).

A sintese de dopamina ocorre nos terminais dos neurénios dopaminérgicos a partir do
aminoacido tirosina em um processo envolvendo dois passos enzimaticos.
Primeiramente, a tirosina sofre agdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) sendo
convertida em dihidroxifenialanina (L-DOPA). Essa reagao representa a etapa limitante
da sintese de dopamina e a enzima requer ferro e tetrahidrobioptertina como co-fatores.
A L-DOPA recém-produzida é rapidamente convertida em dopamina (DA) por agéo da
enzima aminoacido aromatico descarboxilase, também conhecida como DOPA
descarboxilase, utilizando como co-fator o fosfato de piridoxal (BRUNTON et al., 2012;
STANDAERT & GALANTER, 2013).

ApoOs a sintese, a dopamina € armazenada em vesiculas por meio do transportador
vesicular de monoaminas (VMAT2). Com a chegada do potencial de agéo, os canais de
calcio voltagem-dependentes se abrem permitindo o influxo de Ca?*, que promove a
fusdo das vesiculas com a membrana pré-sinaptica liberando a DA na fenda sinaptica.
A dopamina liberada pode entdo se ligar a receptores dopaminérgicos pré e pos-
sinapticos (BRUNTON et al., 2012; STANDAERT & GALANTER, 2013) (figura 3).
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Figura 3. Neurotransmissdo dopaminérgica. A dopamina é produzida no neurénio pré-sinaptico a partir da
tirosina por meio das enzimas tirosina hidroxilase e dopa descarboxilase. Apds sintetizada, a dopamina é
empacotada em vesiculas por meio do transportador vesicular de monoaminas (VMAT) e liberada na
fenda sinaptica na presenga do impulso nervoso. No neurdnio pds-sinaptico, a dopamina pode se ligar
aos receptores dopaminérgicos ativando diferentes vias de sinalizagao e propagando o sinal. A dopamina
pode ser recaptada para o neurdnio pré-sinaptico por meio do transportador de dopamina, e pode se ligar
a receptores D2 pré-sinapticos que atuam como auto-receptores, inibindo a liberagdo de dopamina.
Fonte: KNAB & LIGHTFOOT, 2010

Os receptores dopaminérgicos sao receptores acoplados a proteina G e se dividem em
2 classes, com base em suas propriedades bioquimicas, estruturais e farmacologicas:
receptores do tipo D1 (D7-like) e receptores do tipo D2 (D2- like). A classe D1

contempla os subtipos D1R e D5R, que sdo acoplados a proteina Gg/|f, portanto,

ativam a enzima adenilato ciclase levando a um aumento da produgdo de AMPc, e sao
encontrados pos-sinapticamente em neurdnios dopamino-receptivos. Ja a classe D2

contempla os subtipos D2R, D3R e D4R, ambos acoplados a proteina Gj/g, diminuem a

concentracdo de AMPc apds ativacdo e estdo localizados tanto pos- sinapticamente
como pré-sinapticamente em neurbénios dopaminérgicos (RANKIN et al., 2010;
BEAULIEU & GAINETDINOV, 2011). Estruturalmente, os receptores dopaminérgicos
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possuem sete dominios transmembrana, trés algas extracelulares e trés algas
intracelulares, sendo que a familia de receptores D1R apresenta uma longa cauda C-
terminal e uma alga citoplasmatica curta entre as hélices transmembranares 5 e 6,
enquanto a familia de receptores D2R apresenta uma cauda C-terminal curta e uma
longa alca citoplasmatica entre as hélices 5 e 6 (BEAULIEU & GAINETDINOV, 2011).
Ao contrario da classe D1R, que ndo apresenta introns nas suas regides codificantes,
0s genes que codificam receptores D2-like possuem varios introns, permitindo a
formagéao de variantes de splicing. As mais importantes sdo as isoformas curta (D2S) e
longa (D2L) dos receptores D2R, sendo que a isoforma longa possui 29 aminoacidos
adicionais na terceira alca intracelular. Enquanto D2L é mais expressa em neurdnios
pos-sinapticos, D2S é mais expressa pré-sinapticamente e atua principalmente como
auto-receptor, regulando a liberagao de dopamina (DE MEI et al., 2009).

Receptores dopaminérgicos sado altamente expressos no sistema nervoso central
(SNC). No entanto, os diferentes subtipos estdo distribuidos de forma distinta. D1R e
D2R sao altamente expressos no nucleo accumbens (NAcb), caudado-putamen,
substancia negra, amigdala, tubérculo olfatorio e cértex pré-frontal, e em niveis um
pouco menores, mas ainda significantes, no hipocampo, hipotalamo, e no caso do D2R,
area tegmental ventral (VTA) (MISSALE et al., 1998; VALONE et al., 2000; BEAULIEU
& GAINETDINOQV, 2011). Receptores D3 exibem padrao de distribuicdo mais limitado,
sendo predominantemente encontrados maior distribuicdo no NAcb e tubérculo olfatorio
e de forma mais discreta na substancia negra e area tegmental ventral (MISSALE et al.,
1998; SOKOLOFF et al, 2006). D4R sao os receptores dopaminérgicos que
apresentam menor nivel de expressao no SNC, sendo encontrados no cortex pré-
frontal, hipotalamo, talamo, hipocampo, substancia negra e amigdala (RONDOU et al.,
2010; BEAULIEU & GAINETDINOV, 2011). Ja os receptores D5 também s&o expressos
em baixos niveis e localizam-se principalmente no hipocampo, hipotalamo regiées do
cortex (BEAULIEU & GAINETDINOV, 2011; RANKIN et al., 2010).

As fungbes dos receptors dopaminérgicos sao tipicamente associadas com a regulagao

de AMPc e proteina cinase A (PKA), via sinalizagdo mediada por proteina G. Dessa
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forma, os receptores da classe D1-like, que sdo acoplados a Gs/orf estimulam a produgao
de AMPC e a atividade de PKA. Ao contrario, os receptores da classe D2-like por serem
acoplados a Gi, regulam negativamente a produ¢cdo de AMPc e reduzem a atividade de
PKA (MISSALE et al, 1998; BEAULIEU & GAINETDINOV, 2011). Consequentemente,
diversos substratos da PKA, como CREB, os receptores glutamatérgicos ionotropicos
AMPA e NMDA, bem como outros canais idnicos, também sao afetados pela
estimulagao de receptores dopaminérgicos (GREENGARD, 2001). Dentre as moléculas
alvo da PKA, destaca-se a fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc de 32kDa
(DARPP-32) na sinalizacdo dopaminérgica. A DARPP-32 ¢é altamente expressa nos
neurbnios espinhosos médios (MSNs), onde atua com uma importante fungao
integradora da sinalizagdo de diversos neurotransmissores, como por exemplo
glutamato e dopamina (GREENGARD et al., 1999; SVENNINGSSON et al., 2004).
Receptores D1R promovem a forsforilagdo da DARPP-32 na treonina-34, via ativagao
de PKA, enquanto que a estimulagao de receptors D2 reduz essa fosforilagdo (BATEUP
et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Vias de sinalizagao dos receptores dopaminérgicos. Os receptores dopaminérgicos da classe
D1-like (D1R e D5R) s&o primariamente acoplados a proteina Gas/olf € estimulam a produgéo de AMPc.
Em contraste, receptores da classe D2-like sao acoplados a proteina Gai/o € inibem a produgéo de AMPc.

A modulagdo da sintese de AMPc resulta na regulagdo de PKA, que possui diversos substratos
intracelulares, como a fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc de 32kDa (DARPP-32). Além disso,
os receptores D2-like ativam PLC por meio das subunidades By e apresentam ainda uma via

independente de AMPc mediada por beta-arrestina 2 que resulta na regulagéo de Akt e GSK3. Ainda,
existem evidéncias de que os heterodimeros formados por D1R e D2R podem se acoplar a Gqq

resultando em produgéo de inositol trifosfato e ativagdo de PKC. Adaptado de BEAULIEU et al., 2015.

Os receptores dopaminérgicos podem também regular a atividade de MAP cinases
(MAPK), principalmente no estriado. ERK 1/2 sdo ativadas via D1R, enquanto
receptores da classe D2, principalmente o subtipo D3, inibem a sinalizagdo mediada por
ERK (VALJENT et al., 2000; ZHANG et al., 2004). E sabido que as MAPKs s&o
intermediarias de sinalizagdo envolvidos na regulagdo de comportamentos associados
1996;

VALJENT et al., 2000). Ainda, existem evidéncias de que os receptores dopaminérgicos

a dopamina, incluindo efeitos promovidos pela cocaina (BERHOW et al.,

podem também se acoplar a Gq, ativando PLC com consequente producao de diacil
glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). No entanto, os mecanismos envolvidos nesse
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efeito ainda sdo controversos (FRIEDMAN et al., 1997; LEE et al., 2004). Existem
evidéncias de que D1R e D5R isoladamente, podem acoplar a Gq alternativamente em
algumas circunstancias, e ainda, de que dimeros de D1R e D2R também podem se
acoplar a Gq (Hasbi et al., 2009; RASHID et al., 2007). Além disso, D2R também pode
ativar PLC por meio das subunidades By (HERNANDEZ-LOPEZ et al.,, 2000;
BEAULIEU et al., 2015). Adicionalmente, receptores do tipo D2-like regulam a atividade
de Akt e GSK3 por meio da formagao de um complexo dependente de beta-arrestina 2.
Esse mecanismo de sinalizagao é independente de AMPc e ocorre de forma mais tardia
(BEAULIEU et al., 2005; BEAULIEU et al., 2007) (Figura 4).

O sinal produzido pela ativacao dos receptores pds-sinapticos pela dopamina pode ser
interrompido de diferentes formas. Aproximadamente 80% da DA liberada pode ser
recaptada por meio dos transportadores de dopamina (DAT) localizados na membrana
pré-sinaptica (HALBACH; DERMIETZEL, 2006). Uma vez recaptada pelo neurdnio pré-
sinaptico, a DA pode ser reciclada em vesiculas para uso subsequente na
neurotransmisséo (pelo VMAT2) ou pode ser degradada pela agdo da enzima
monoamina oxidase (MAO), especialmente pela isoforma B (MAO-B). A agéo da MAO,
juntamente com a aldeido desidrogenase, produz como metabdlito o acido
dihidroxifenilacético (DOPAC). Parte da dopamina que nado é recaptada pode ser
degradada pela agdo da catecol-O-metil transferase (COMT) produzindo acido-
homovanilico (HVA), que também pode ser originado pelo metabolismo de DOPAC, por
essa mesma enzima (Figura 3). Em humanos, o HVA é o principal metabdlito da
dopamina, enquanto que em roedores o metabdlito principal € o DOPAC (COOPER,
1996; STANDAERT & GALANTER, 2013).

Como mencionado, a dopamina tem papel central na sensacdo de prazer produzida
pelo consumo de drogas de abuso, especialmente da cocaina, por meio de sua agao no
circuito de recompensa cerebral (NESTLER, 2001).
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1.3 Circuito de recompensa e dependéncia de cocaina

O circuito de recompensa tem origem na area tegmental ventral (VTA), uma regiao
cerebral formada principalmente por neurbnios dopaminérgicos (60-65%) e
GABAérgicos (30-35%) (SWANSON, 1982; NAIR-ROBERTS et al., 2008). Os neurénios
dopaminérgicos da VTA se projetam para o nucleo accumbens (NAc) e cortex pré-
frontal (CPF), além de emitir projegbes para a amigdala e o hipocampo (SWANSON,
1982; NESTLER, 2005) (figura 5). A liberagao de dopamina no NAc (ou estriado ventral)
promove sensagdes de prazer, e esta regido € considerada o centro de recompensa no
cérebro (NESTLER, 2005). Esses efeitos se dao principalmente pela ativagdo de
receptores dopaminérgicos nos neurénios espinhosos médios (MSNs), o principal tipo
neuronal presente regiao (COOPER et al., 2017).
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Figura 5. O circuito de recompensa em roedores. Em verde estdo representadas projegoes
dopaminérgicas, em vermelho glutamatérgicas e em azul GABAérgicas. Fonte: RUSSO & NESTLER,
2013.
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Esse circuito esta envolvido na modulagdo das respostas a estimulos em geral que
gerem uma sensagao de prazer, incluindo os reforgadores naturais como agua, comida,
sexo e interagdo social (NESTLER, 2001). A cocaina, bem como outras drogas de
abuso, afeta esse circuito com uma intensidade e persisténcia muito maior do que os
reforgadores naturais (NESTLER, 2001). Dessa forma, a sensagéo de prazer intensa
gerada pelo uso da droga, associada ao aprendizado associativo promovido pelos
fatores ambientais envolvidos pode levar ao uso compulsivo da droga (ROBINSON &
BERRIDGE, 2000; KALIVAS & MCFARLAND, 2003).

Além das projegcbes dopaminérgias da VTA, o NAc também recebe projegcdes
glutamatérgicas, especialmente do cortex pré-frontal, hipocampo ventral e amigdala
basolateral (SESACK & GRACE, 2010). As projec¢des glutamatérgicas do CPF para o
NAc estdo associadas com o controle executivo e acredita-se que medeiam
comportamentos direcionados a um objetivo, como o comportamento de busca e o
planejamento de acgbes para obter uma droga de abuso (KALIVAS et al.,, 2005). O
hipocampo ventral, que também emite projecdes glutamatérgicas para o NAc, age como
um centro de integragao da informagéo espacial ou contextual emitida pelo hipocampo
dorsal, com a informagdo emocional proveniente da amigdala e do locus coeruleos
(FRENCH E TOTTERDELL, 2003). Desta forma, as conexdes entre hipocampo e NAc
fornecem informagdes emocionais associadas a um contexto, que irdo por sua vez
influenciar o comportamento (FRENCH E TOTTERDELL, 2003; PASCOLI et al., 2014).
Além disso, ja foi demonstrado que a ativagao das projeg¢des da BLA para o NAc facilita

a busca por recompensa e contribui para o reforgo positivo (STUBBER et al., 2011).

Em conjunto, essas regides formam um circuito complexo altamente integrado,
responsavel por varios aspectos do transtorno por uso de substancias. As experiéncias
com drogas de abuso induzem diversas formas de plasticidade neuronal nessa
circuitaria (HORNE et al., 2008; UNGLESS et al.,, 2001; KALIVAS, 2004; VAN
HUJSTEE & MASNVELDER, 2014). Com o uso frequente, neuroadaptagdes no circuito
de recompensa induzidas pelo uso da cocaina levam a transicdo do uso controlado
dessa droga para o uso compulsivo (HYMAN & MALENKA, 2001; NESTLER, 2005;
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KAUER, 2004). Essas alteragdes séo extremamente duradouras, fazendo com que o
individuo sofra sintomas de abstinéncia e esteja sob risco de recaidas mesmo apos

longos periodos sem utilizar a droga.

Desta forma, a dependéncia quimica pode ser vista como uma forma patologica de
memoria (NESTLER 2002; NESTLER, 2013). Essa teoria € corroborada pelas
observacdes de que a maior parte das alteragdes associadas ao desenvolvimento da
dependéncia, como alteragdes na transcricdo génica, epigenética, plasticidade sinaptica
e alteragdes morfolégicas também estdo envolvidas nas formas tradicionais de memoria
comportamental, como memdria espacial, medo condicionado e condicionamento
operante (KALIVAS & O’BRIEN, 2008; ROBINS et al., 2008; NESTLER, 2002).
Adicionalmente, as regibes cerebrais afetadas pelas drogas de abuso também sao
substratos comuns para a memdéria comportamental, como hipocampo, amigdala e
CPF. Dessa forma, caracteristicas importantes da dependéncia como a fissura pela
droga e recaidas refletem anormalidades em circuitos tradicionalmente envolvidos com
memoria, sendo as memorias de longa prazo envolvidas com o uso da droga um gatilho
potente para essas ocorréncias (KALIVAS & O’BRIEN, 2008; ROBINS et al., 2008;
NESTLER, 2002).

As alteragbes na expressdo génica que ocorrem no circuito de recompensa em
resposta a exposicdes repetidas a cocaina tém papel fundamental nas mudancas
plasticas observadas. Entre os fatores de transcrigdo que vem sendo sugeridos como
mediadores dos efeitos de longo prazo, destaca-se o AFosB. A exposigdo a cocaina
induz a expressdo dos fatores de transcricdo da familia FOS em varias regides
cerebrais, principalmente no NAcb. Essa inducao, apesar de rapida, € transitéria para a
maioria das proteinas Fos, devido a baixa estabilidade (MORGAN & CURRAN 1995).
Uma excegao € um produto truncado do gene FosB, o fator de transcricdo AFosB. Esse
produto apresenta altissima estabilidade, o que permite que ele se acumule ao longo de
exposi¢coes repetidas a droga e, ainda, persista por varias semanas durante a
abstinéncia (MORATALLA et al.,, 1996). Estudos mostram que a indugao de AFosB
medeia respostas comportamentais de sensitizagdo a cocaina, como o aumento da

atividade locomotora e de respostas de reforco, bem como um aumento das auto-
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administracdes e da busca pela droga em modelos de recaida (MCCLUNG &
NESTLER, 2003; KELZ et al., 1999).

Algumas comorbidades neuropsiquiatricas também estdo associadas ao consumo de
crack e cocaina, como ansiedade, comportamento paranoide, episodios psicoticos e

déficits em funcdes executivas.

1.4 O uso do crack e comorbidades neuropsiquiatricas

A manifestacdo de transtornos psiquiatricos concomitantes a dependéncia de crack é
frequente relatada (RATTO & CORDEIRO, 2004; DA SILVA, et al., 2009; OLIVEIRA &
NAPPO, 2008). O comportamento agressivo ou violento € comum quando doses altas
de cocaina sédo fumadas, ingeridas ou administradas via intravenosa (AMERICAN
PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). Além disso, ansiedade temporaria intensa que
lembra transtorno do panico ou transtorno de ansiedade generalizada também s&o
observados (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). Estudos revelam que o
abuso de crack esta relacionado a déficits cognitivos, resultando em baixo desempenho
em testes de atengcdo, memoria verbal e visual, capacidade de aprendizagem e danos
em fungdes executivas, em processos de controle e integragdo destinados a execugao
de um comportamento (BOLLA et al., 1999; CUNHA et al., 2004; MEYER et al., 2014;
LEVANDOWSKI et al., 2016; SANVICENTE-VIEIRA et al., 2016). Em conjunto, estudos
mostram que as comorbidades neuropsiquiatricas mais comumente diagnosticadas em
usuarios de crack sédo os transtornos de humor (incluindo depresséo, transtorno bipolar
e ansiedade), transtorno do estresse poés-traumatico, transtornos de personalidade
(principalmente comportamento antissocial), transtorno psicético induzido por
substancia e esquizofrenia (VASCONCELOQOS et al., 2014; RATTO & CORDEIRO, 2004;
DA SILVA, et al., 2009).

Assim como em usuarios de crack, delirios e paranoia também sao relatados por
usuarios de cloridrato de cocaina, quando em altas doses (OLIVEIRA & NAPPO, 2008;
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AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). No entanto, usuarios de crack
apresentam maior prevaléncia de comorbidades psiquiatricas, principalmente
relacionadas a comportamentos antissocial e de risco, observados em conjunto com
uma alta participagéo em atividades ilegais (KESSLER et al. 2012). Algumas alteragdes
neuroquimicas e moleculares induzidas pela inalagdo de crack em camundongos que
podem se relacionar com algumas dessas comorbidades neuropsiquiatricas foram
descritas pelo nosso grupo (AREAL et al., 2015). Entre elas, destaca-se a redugéo dos
niveis de dopamina no cortex pré-frontal e o0 aumento da expresséo génica do receptor
D2R, visto que a redugéo do tdbnus dopaminérgico € uma caracteristica importante na
fisiopatologia da esquizofrenia assim como o envolvimento de D2R (AREAL et al., 2015;
HOWES AND KAPUR, 2009; KAALUND et al., 2014).

A esquizofrenia & caracterizada por sintomas positivos, negativos e cognitivos. As
alucinagdes, paranoia e discurso desorganizado observados em individuos com
esquizofrenia sdo conhecidas como os sintomas positivos da doenga (STAHL, 2007).
Sao exemplos de sintomas negativos a anedonia e o isolamento social, e de sintomas
cognitivos os déficits em fungbes executivas, como a memoria de trabalho (STAHL,
2007).

De acordo com a teoria dopaminérgica da esquizofrenia, esses sintomas sao
decorrentes de alteragbes na neurotransmissdo dopaminérgica (HOWES & KAPUR,
2009). Enquanto um aumento no tbnus dopaminérgico na regido estriatal seria
responsavel pelos sintomas positivos, uma redugao do ténus dopaminérgico no cortex
pré-frontal estaria associada aos sintomas negativos e cognitivos (SCHWARTZ et al.,
2012). De fato, o tratamento da esquizofrenia tradicionalmente tem foco no sistema
dopaminérgico, sendo muito comum na clinica o uso de antagonistas de receptores D2
(SEEMAN, 2010). Além disso, um aumento na razdo D2S/D2L ja foi demonstrado em
analises post mortem no cértex pré-frontal de individuos com esquizofrenia, sugerindo
um possivel mecanismo para essa redugcdo do tbnus dopaminérgico nessa regido
(KAALUND et al., 2014).
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Apesar das evidéncias do envolvimento do sistema dopaminérgico na esquizofrenia
serem conhecidas ha muitos anos, mais recentemente, trabalhos vem sugerindo que
essas alteragdes na transmissao dopaminérgica tém origem em disfungdes no sistema
glutamatérgico. Segundo a teoria glutamatérgica da esquizofrenia, uma hipofuncdo de
receptores do tipo NMDA no cortex pré-frontal, especialmente os contendo subunidade
NR1, pode ser responsavel pelas alteragdes dopaminérgicas encontradas nesses
pacientes (SCHWARTZ et al., 2012). Essa teoria se baseia em parte em estudos post-
mortem que observaram diminuigdo na expressao de receptores NMDA no cortex pré-
frontal de individuos com esquizofrenia, bem como na observagdo de que o uso de
antagonistas de receptores do tipo NMDA induz um estado tipo psicotico em humanos
(MALHOTRA et al., 1996).

Uma circuitaria envolvendo as projeg¢des glutamatérgicas do cortex para o tronco
encefalico e projegdes dopaminérgicas de volta para o cortex frontal seria afetada por
uma disfungdo de NMDAR no inicio do circuito, resultando na hipofrontalidade. Essa
circuitaria forma uma rede neuronal resultando em conexdes GLU-GABA-GLU-GABA-
DA. No caso da esquizofrenia, neurbnios glutamatérgicos no cortex frontal que
estimulariam interneurénios gabaérgicos encontram receptores NMDA hipo ou nao
funcionais, causando diminuigho do tonus gabaérgico com consequente
hiperestimulacdo dos neurdnios glutamatérgicos que se projetam para o tronco. No
tronco encefalico, essas projegdes aumentam também a estimulagdo de um grupo de
interneurdnios gabaérgicos, que, por sua vez, sdo responsaveis por inibir neurénios
dopaminérgicos que se projetam de volta para o cortex frontal. Dessa forma, a taxa de
disparo dos neurénios dopaminérgicos nas proje¢des originadas no tronco encefalico é
reduzida resultando em diminuigdo do ténus dopaminérgico no cortex pré-frontal
(STAHL, 2007; SCHWARTZ et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo da hipotese glutamatérgica com base em recepores NMDA para os sintomas
negativos e cognitivos da esquizofrenia. Circuitaria GLU-GABA-GLU-GABA-DA normal a esquerda, com
liberagdo balanceada de dopamina no cértex pré-frontal. A direita, representacdo dessa circuitaria
afetada pela disfungdo de NMDA, que levaria a redugdo do tébnus dopaminérgico no CPF e em
consequéncia, aos sintomas negativos e cognitivos. Nessa condigdo, o neurénio GABAérgico que
apresenta receptores NMDA hipofuncionais passa a ter atividade reduzida, limitando, portanto, a inibigcao
do neurdnio glutamatérgico subsequente. Entéo, essa projegao glutamatérgica desinibida (em vermelho)
hiperestimula neurénios GABAérgicos localizados no mesenfalo (em vermelho) que passam a inibir de
forma mais acentuada os neurdnios dopaminérgicos originados nessa regido e que se projetam para CPF
(em azul). Consequentemente, a liberagdo de dopamina no cortex pré-frontal é reduzida.

Fonte: SCHWARTZ, et al., 2012.

A grande similaridade descrita para os comportamentos e sintomas psiquiatricos
exibidos por usuarios de crack e pacientes com esquizofrenia, bem como as evidéncias
iniciais dessa relagdo observadas em camundongos expostos ao crack no trabalho
anterior, nos motivou a investigar se alteragdes comportamentais semelhantes aos
sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia poderiam ser induzidas em
camundongos expostos a inalagdo de crack, e se essas alteragdes seriam mediadas

por mecanismos moleculares semelhantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar possiveis alteragdes cognitivas e comportamentais provocadas pela inalagao

cronica de crack bem como avaliar se a exposigdo ao crack em camundongos promove

alteracdes moleculares semelhantes as observadas em pacientes com esquizofrenia

2.2 Objetivos especificos

Em animais submetidos ou ndo a inalagdo de fumacga de crack, avaliar:

a presenca de déficits de memoria espacial de referéncia e de trabalho através
do Labirinto Aquatico de Morris;

a presenca de alteracdes na interagao social e déficits de memoaria social,

a presencga de alteragbes no teste de reconhecimento de objetos de curta e
longa duragao;

a presenca de alteragbes na expressao génica de componentes dos sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico no estriado.

a presenca de alteragdes na expressao génica das isoformas curta e longa do
receptor D2 e NMDAR no cortex pré-frontal;

a presenca de alteragdes na expressao protéica de receptores dopaminérgicos
D2S e D2L e receptores glutamatérgicos do tipo NMDAR, no cortex pré-frontal,

a relagcdo entre os dados bioquimicos e moleculares com os dados

comportamentais
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 37 camundongos machos da linhagem C57BI/6, com 60 dias de idade
provenientes de colénia propria do Laboratorio de Neurobiologia Molecular e
Comportamental. Os animais receberam agua e ragao ad libitum e foram mantidos sob
um ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Os experimentos realizados foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito
Santo (CEUA/UFES) sob o numero 002/2011.

3.2 Desenho experimental

Apés 11 dias de inalagdo, um grupo de animais (grupo 1) foi eutanasiado para as
analises bioquimica e molecular. Um segundo grupo (grupo 2) foi submetido aos testes
de reconhecimento de objetos e reconhecimento social, e um terceiro grupo (grupo 3)
foi utilizado para avaliagdo da memdria espacial de referéncia e de trabalho (Figura 7).

D12-D13 D14-D17 D18 D19
Grupo 2 Reconhecimento Isolamento social Interagao e
de objetos reconhecimento
social
D1-D11 Grupo 1
Inalagdo de crack Sacrificio e andlises
2x ao dia moleculares
Grupo 3 D12-D16 D17-D22
Memoria espacial Memoria de
de referéncia trabalho

Figura 7. Delineamento experimental.
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3.3 Droga e protocolo de inalagao

A droga utilizada foi concedida pela Policia Civil do Estado do Espirito Santo através de
convénio firmado entre esse 6rgao e a Universidade Federal do Espirito Santo. As
pedras de crack foram fornecidas pela Delegacia de Entorpecentes da cidade de
Vitéria, ES e trata-se de material de uso popular apreendido.

A droga foi analisada pelo Departamento Médico Legal do Estado do Espirito Santo
(DML/ES) por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS) (TOENNES et al., 1999) e a concentragéao de cocaina presente na amostra foi
de 46%.

A exposicdo ao crack foi feita de acordo com método inicialmente descrito por
Herculiane et al., 2009 com modificagbes (AREAL et al, 2015). Os animais do grupo
crack foram submetidos a cinco minutos de inalagdo da fumacga produzida pela queima
de cinco gramas da droga, duas vezes por dia por um periodo de onze dias. Os animais
do grupo controle foram expostos ao sistema de inalagdo nas mesmas condigdes,
porém sem exposicao a droga. O procedimento de inalagdo ao crack foi realizado
dentro de uma camara de inalagdo mantida em uma cabine de segurancga bioldgica tipo
BIl (Figura 8).
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Figura 8. Sistema de inalagdo de crack utilizado no estudo. A droga € acondicionada dentro de um
kitassato localizado sobre uma placa de aquecimento. A fumaca produzida é entéo transportada por meio
de uma mangueira até o interior de uma caixa de acrilico por meio de pressao positiva produzida por uma

bomba de vacuo, e depois liberada por um orificio no lado oposto da caixa. Fonte: arquivo préprio

Conforme revelado por analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, esse procedimento de inalagdo gera concentragdes plasmaticas de 46,16 £ 10
ng/mL de cocaina, 247.05 + 40.32 ng/mL de AEME, 64.61 £ 9.80 ng/mL de
benzoilecgonina e 137.1 + 5.38 ng/mL de éster metilecgonina nos animais expostos ao
crack (AREAL et al., 2015).

3.4 Avaliagdao de memoria espacial de referéncia e de trabalho

Para avaliar a memoria espacial de referéncia, os animais foram testados no labirinto
aquatico de Morris (MORRIS, 1984). O labirinto utilizado consiste em um tanque azul
circular de 66 cm de didametro por 50 cm de altura, dividido em quatro quadrantes
imaginarios pelos pontos cardeais, e, em um desses quadrantes foi fixada a plataforma
de escape. A plataforma esteve submersa 0,75 cm em agua turvada com leite de modo
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a impedir a visualizagdo da plataforma pelo animal. Pistas foram posicionadas nas
paredes da sala para auxiliar a orientagcdo espacial dos animais. Para avaliacdo da
memoria de referéncia, a plataforma é mantida sempre no mesmo quadrante. O treino
foi realizado durante quatro dias, com uma sessdo por dia, cada uma com quatro
tentativas. Em cada tentativa o animal foi liberado de uma posi¢ao diferente com
focinho voltado para a parede da piscina, e este foi permitido nadar livremente por 60
segundos ou até que o mesmo encontrasse a plataforma de escape. Caso a plataforma
nao fosse encontrada em 60 segundos, o animal era gentilmente conduzido até a
plataforma e mantido por 15 segundos. A avaliagcdo do desempenho dos animais se
deu pela laténcia, ou seja, o intervalo de tempo desde a liberacdo do animal até o
encontro da plataforma. No quinto dia de experimento foi realizado o teste
comprobatdério, no qual a plataforma foi retirada e o tempo despendido nos quadrantes

alvo (onde a plataforma se encontrava durante o treino) e oposto foi mensurado.

A tarefa do labirinto aquatico de Morris pode ser modificada a fim de avaliar a memoria
de trabalho. Para isso, a plataforma €& alocada em uma posicdo diferente a cada
sessdo, de modo que o animal aprende uma nova localizagdo da plataforma

diariamente utilizando a informacao obtida recentemente e mantida ativa.

No dia seguinte ao teste comprobatério, os animais foram colocados novamente no
labirinto e submetidos a uma sesséo idéntica a da memoaria de referéncia, para evitar a
extingdo da tarefa. Apds 24 horas iniciou-se o treino para avaliagdo da memdria de
trabalho, baseado no protocolo de Niyuhire et al., 2007, com modificagcbes. Em cada
sessdo diaria, a plataforma foi semi-randomicamente alocada em um novo ponto do
labirinto (Figura 9) e os animais tiveram cinco tentativas por sessdo para encontrar a
plataforma. Em cada tentativa o animal foi liberado de um dos quatro pontos cardeais
sendo o primeiro ponto repetido na quinta tentativa, e os animais tiveram 60s para
encontrar a plataforma. A avaliagdo do desempenho dos animais foi realizada
primeiramente pela laténcia para encontrar a plataforma ao longo de cada tentativa.
Além disso, um critério de desempenho satisfatério foi utilizado, o qual se baseia no
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encontro da plataforma em menos de 30s nas ultimas 3 tentativas. O numero de

sessdes em que cada animal atingiu esse critério foi contabilizado.

Figura 9. Posi¢des da plataforma para avaliagao da memoaria de trabalho. (NIYUHIRE et al., 2007) Foram
utilizadas as posi¢cdes de A-E nesse estudo. O retangulo P representa o local em que a plataforma se

encontrava durante o teste de memoria de referéncia.

3.5 Teste de reconhecimento de objetos

No primeiro dia do protocolo, todos os animais foram expostos a caixa onde o teste
seria realizado por um periodo de 30 minutos para habituagdo ao aparato (caixa
retangular de 41x34x16cm). Iniciou-se entdo a fase de treino, na qual os animais foram
colocados na caixa contendo dois objetos idénticos e puderam explorar livremente por
um periodo de 5 minutos. Em seguida, realizou-se o teste, em que um dos objetos foi
substituido por um objeto diferente e os animais foram colocados novamente no
aparato e puderam explorar os objetos novamente por 5 minutos (Figura 10). Durante o
teste, caso o animal explore mais o objeto novo, presume-se que ele se recorda do
objeto familiar, e essa medida é utilizada como um indicativo de memoéria de
reconhecimento do objeto (AKKERMAN et al., 2012). Em um grupo de animais esse
procedimento foi realizado 30 minutos apds o teste, para avaliagdo da memdéria de curta
duragcédo e em um segundo grupo 24 horas apds o teste, para avaliagdo da memoria de
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longa duragdo. O treino e o teste foram filmados e os dados foram analisados com

auxilio do software ANYmaze™ (Stoelting Co.).

Figura 10. Aparato para teste de reconhecimento de objetos, contendo objetos familiar e novo. Fonte:

arquivo préprio

3.6 Teste de interagao e reconhecimento social

Os testes de interagao e reconhecimento social utilizados basearam-se nos protocolos
de Gusmao et al.,, 2012 e Prado et al., 2006. O aparato consistiu em uma caixa de
41x34x16cm onde foi alocado um cilindro transparente contendo orificios igualmente
distribuidos para conter o animal intruso, de modo a permitir a investigacdo social
mantendo a segurancga dos animais. Apos os 11 dias de inalagdo de crack, os animais
foram mantidos em isolamento social por 4 dias antes do teste, a fim de estimular a
territorialidade. O protocolo foi iniciado com um periodo de habituagao, onde o animal a
ser testado pdde explorar o aparato, incluindo um cilindro idéntico ao que ira em
seguida conter o intruso, por 10 minutos. O animal intruso também foi habituado ao
cilindro previamente por 5 minutos. Em seguida, o cilindro localizado no aparato foi
substituido pelo cilindro contendo o intruso juvenil e os animais puderam interagir por 5

minutos (Figura 11). O tempo despendido explorando os orificios do cilindro contendo o
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intruso nesse primeiro contato foi quantificado e representado como uma medida de
interacao social. Para avaliacdo da memdria social, 0 mesmo teste foi repetido apés 24
horas, para verificar se o tempo de exploragdo no segundo contato seria menor em
relagdo ao primeiro. O treino e o teste foram filmados e o tempo de exploragao foi
analisado com auxilio do software ANYmaze™ (Stoelting Co.).

Figura 11. Teste de reconhecimento social. Fonte: arquivo proprio

3.7 Avaliagao da expressao génica por PCR em tempo real quantitativa

3.7.1 Extragao de RNA

Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e o RNA total extraido utilizando TRI
Reagent RNA Isolation Reagent (Sigma-aldrich) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Em suma, os tecidos foram solubilizados em trizol (1mL/100mg de tecido)
com o uso de um homogeneizador elétrico por 30 segundos e o homogenato
centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. Ao sobrenadante, foi adicionado
cloroférmio (200uL/100mg tecido), misturado por inversao por 15 segundos e incubado
a temperatura ambiente por 5 minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 12.000xg por

20 minutos a 4°C. Recuperou-se a fase aquosa e a esta adicionou-se isopropanol
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(500uL/100mg tecido) para a precipitanyo do RNA. Centrifugou-se a 12.000xg por 15
minutos e o precipitado foi lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido) e centrifugado a
7500xg por 5 minutos. O RNA foi ressuspendido em 40 pyL de agua deionizada,
previamente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A concentragéo e a qualidade do
RNA extraido foram verificadas utiizando o equipamento NanoDrop™

(ThermoScientific).

3.7.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad) usando o
equipamento S1000 Thermal Cycler (Biorad). As condigbes da reagcdo foram as

seguintes: 25°C por 5 min., 42°C por 30min., 85°C por 5 min.

3.7.3 PCR quantitativa em tempo real

As amostras de cDNA obtidas foram submetidas a reacdo de PCR em tempo real
utilizando o equipamento CFX96 Real Time PCR (Biorad) e o kit iQ SYBR Green
Supermix (Biorad). Em suma, as reagbes foram preparadas em um volume total de
10uL contendo 5 pL de SYBR Green Supermix 2x, 3,5 yL de agua purificada, 0,5uL de
cada iniciador a 10uM e 0,5 yL de cDNA. Foram realizados 45 ciclos apos a
desnaturagao inicial (95°C, 2 minutos) de acordo com os seguintes parametros: 95°C
(desnaturagao) por 15s; 60°C (anelamento) por 30s e 72°C (amplificagédo) por 30s.

Para garantir a qualidade da reagao, as amostras foram preparadas em triplicata e para
cada experimento incluiu-se uma reagdo sem molde como controle negativo. Além
disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-se amostras RT-
negativas e pela analise da curva de melting dos produtos amplificados, que foi feita
resfriando-se as amostras a 60°C e, em seguida, aumentando-se a temperatura para
95°C a 0,1°C/s. A especificidade das reacdes de PCR também pbde ser confirmada
pela verificagcdo dos amplicons em gel de acrilamida, além da curva de melting. A
quantificacdo relativa da expressao génica foi feita pelo método 2-AACt utilizando o

gene da B-actina para normalizagdao dos dados. Os primers utilizados tiveram a
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eficiéncia de amplificacdo avaliada, apresentaram desempenho satisfatorio, e estédo

descritos na tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores utilizados na qPCR

Gene NCBI Refseq Sequéncia (5’- 3’) Tamanho do
fragmento
(pb)

D1R NM_010076.3 F: CCAAGAACGTGAGGGCTAAG 120
R: TGAGGATGCGAAAGGAGAAG

D2R NM_010077.2 F: GAGCCAACCTGAAGACACC 158
R: TGACAGCATCTCCATTTCCAG

TH NM_009377.1 F: AAGATCAAACCTACCAGCCG 118
R: TACGGGTCAAACTTCACAGAG

D2S XM_006509996.3 F: TGCAGTGTTAGCTTGGCTCG 138
R: GTGAAAGGGGCACTCTGTGA

D2L NM_010077.2 F: CCACTCAAGGGCAACTGTACC 143
R: TGACAGCATCTCCATTTCCAG

mGIUR5  NM_001143834.1 F: AGTCATTTACCTAAAGCCCGG 166
R: CTTCTCGCTGATACCCATCTG

NR1 NM_008169.3 F: TGACCCAGGAACCAAGAATG 235
R: CTTGCCGTTGATTAGCTGAAG

NR2A NM_008170.2 F: ATGACTATTCTCCGCCTTTCC 220
R: AGTTTACAGCCTTCATCCCTC

NR2B NM_008171.3 F: GAACGAGACTGACCCAAAGAG 248
R: CAGAAGCTTGCTGTTCAATGG

Actina NM_007393.5 F: TGGAATCCTGTGGCATCCATGA 122
R: AATGCCTGGGTACATGGTGGTA

3.8 Avaliagao da expressao protéica por imunoblot

Para a preparagao do extrato protéico, os tecidos foram triturados e homogenados em
um tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% triton x-100

e coquetel de inibidores de protease (Sigma-aldrich). Os tecidos foram entdo mantidos
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no gelo por 30 minutos, centrifugados a 12.000xg por 20 minutos a 4 °C, e o
sobrenadante foi recolhido. O conteudo protéico foi dosado pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) e utilizou-se uma curva padrao de calibragdo com BSA (1 a 30ug).

Do extrato proteico obtido, 80pg de cada amostra foram resolvidos em gel de SDS-
PAGE (LAEMMLI et al., 1970). As amostras foram homogeneizadas com tampéo de
amostra (SDS 0,2% (p/v), glicerol 0,2% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,32% (v/v), azul de
bromofenol 0,001% (p/v) e Tris-HCI 12,5 mM pH 6,8), aquecidas a 55°C por 15 minutos
e aplicadas no gel. O gel de separagdo constitui-se de 15% (v/iv) de
acrilamida/bisacrliamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v); Persulfato
de amobnio 50 mM e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de concentragao constituiu-se de 4%
(v/v) de acrilamida/bisacrliamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v);
Persulfato de aménio 4 mM e 0,025% (v/v) de TEMED. Para a corrida, foi utilizado
tampao contendo Tris-HCI 0,0025 M pH 8,3; glicina 0,192 M e SDS 0,1% (p/v).

Para o imunoblot, utilizou-se o0 método descrito por Towbin et al. (1979). Ao término da
eletroforese, o gel foi lavado em tampéo de transferéncia (48 mM Tris; 39 mM glicina;
20% metanol (v/v); 0,13 mM SDS) e foi montado um sanduiche com papéis Watmamm
1 e membrana de PVDF, previamente umedecida em metanol. A transferéncia foi
realizada a 10V, 200mA por 12 horas sob refrigeragcdo. Ao fim da transferéncia, a
membrana foi corada com solugéo de 1% de Ponceau em acido acético 10% (v/v) por 3
minutos e em seguida descorada com agua. A membrana foi entdo incubada por 1 hora
em tampéao de bloqueio contendo TBST (137mM NaCl; 20mM Tris.HCI; pH 7,6; Tween
0,1% (v/v)) e 5% de leite desnatado. Adicionou-se o anticorpo primario, incubou-se por
12 horas sob refrigeragdo. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes, por 10 minutos
cada lavagem, com TBS/Tween e entdo incubada com o anticorpo secundario
conjugado com peroxidase por 1 hora. Ao término da incubacdo, o processo de
lavagem foi repetido. A deteccdo foi realizada por quimioluminescéncia com o kit
ECLTM (Amersham) utilizando o equipamento ChemiDoc (Bio-rad), e as imagens foram
analisadas por meio do software ImagelLab (Bio-rad).
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3.9 Analise estatistica

Os dados comportamentais foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de post-hoc de Bonferroni, exceto para a interagdo social, que foi
avaliada por teste t de Student ndo pareado. Para analise estatistica dos dados
moleculares e bioquimicos, utilizou-se o teste t de Student ndo pareado. Os dados
foram representados como média + erro padrdo, e o nivel de significancia considerado
foi de p<0,05. As analises foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism 7.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da exposigao ao crack na memoria espacial de referéncia e de trabalho

Em relacdo a memoria espacial de referéncia, ndo houve diferenga entre os grupos no
desempenho dos animais durante a fase de aprendizagem [F(1,33)=0,02 p=0,8817]
(Figura 12a) ou no teste comprobatério [F(1,22)=0,04 p=0.8515] (Figura 12b), podendo
ser observado que os animais de ambos os grupos aprenderam a tarefa [F(3,33)= 7,37
p=0,0007] para a curva de aprendizagem, [F(1,22)=22,31 p=0,0001] para o teste
comprobatario.
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Figura 12. A exposigdo ao crack por 11 dias nao altera a memoria espacial de referéncia. a) Curva de
aprendizagem. b) teste comprobatério. ***p<0,001 em relagdo ao quadrante alvo para o grupo controle.
##H em relagcdo ao quadrante alvo para o grupo crack. Média + erro padrdo, ANOVA de duas vias.
controle n=7, crack n=6.

Em relagcdo a memoria de trabalho, foi observado que camundongos de ambos os
grupos conseguiram desenvolver a tarefa, o que pode ser observado pela redugéo do
tempo de laténcia ao longo das tentativas (ANOVA de duas vias: F(4,44)=11,7
p<0,0001; Figura 13a). No entanto, animais do grupo crack apresentaram maior tempo
de laténcia na segunda (p=0,0425) e terceira tentativas (p=0,0164), e uma tendéncia se
manteve nas seguintes tentativas, porém a diferengca n&o foi estatisticamente
significativa (p=0.0875 e p=0.0745 para quarta e quinta tentativas, respectivamente),
sugerindo um possivel déficit na memoaria de trabalho. Esse prejuizo também pode ser

observado quando o numero de sessfes em que 0s animais atingiram o critério de
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desempenho satisfatorio foi contabilizado, sendo este menor para o grupo crack em

relacao ao grupo controle (p=0,0111; Figura 13b).
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Figura 13. Avaliacdo no labirinto aquatico de Morris demonstra prejuizo na memoaria de trabalho para
animais do grupo crack. a) Curva de aprendizagem ao longo das cinco tentativas. b) Nimero de sessbes
nas quais o critério de desempenho satisfatério (encontrar a plataforma em menos de 30s nas trés
ultimas tentativas) foi atingido. Média * erro padrao, controle n=7, crack n=6 *p<0,05.

4.2 Efeito da exposicao ao crack na memoria de reconhecimento de objetos

A memoria de reconhecimento de objetos foi avaliada a nivel de curta e de longa
duracao (Figura 14). A exposi¢céo ao crack nao afetou a memoria de reconhecimento de
objetos de curta duragao [F(1,16)= 0,04 p=0,8402] entre os grupos, visto que ambos os
grupos tiveram bom desempenho [F(1,16)= 15,51 p=0,0012] entre os objetos. O mesmo
foi observado para a memoéria de longa duragao [F(1,16)=0,47 p=0,5035] entre os
grupos; [F(1,16)=50,43 p<0,0001] entre objetos.
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Figura 14. A exposigdo ao crack ndo afeta a memodria de reconhecimento de objetos. a) avaliagéo da
memoria de curta duragéo. b) avaliagdo da memoéria de longa duragao. Média + erro padrdo, controle
n=6, crack n=6. *p<0,05; ***p<0,001, ANOVA de duas vias.

4.3 Efeito da exposigao ao crack na interagao e reconhecimento sociais

Durante a fase de treino, o primeiro contato entre o animal teste e o intruso, ja foi
observado que os animais submetidos a inalagcdo de crack apresentaram menor
interacdo com o animal intruso em relagdo aos animais controle (p=0,0193; Figura 15a).
No dia do teste, camundongos do grupo controle apresentaram menor tempo de
investigagdo em relagédo ao treino (p=0,0299), sugerindo que a memoria social foi
estabelecida (Figura 15b). Ja para o grupo crack, essa diferenga nao foi observada
(p=0,1477). Deve-se ressaltar, no entanto, que a menor investigacao durante o treino
pode ter impactado nesse resultado do grupo crack.
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Figura 15. Animais expostos ao crack apresentam menor interagédo social. a) Interagédo social no primeiro

contato. b) teste de reconhecimento social. Média + erro padrdo. *p<0,05 ANOVA de duas vias para
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reconhecimento social (controle n=6, crack n=6). Teste t ndo pareado para interagdo social (controle
n=12, crack n=12).

4.4 Avaliagao da expressao génica no estriado

Conforme mencionado anteriormente, a regido do estriado tem papel central na
producdo dos efeitos motores e de prazer induzidos pela cocaina (NESLTER, 2005;
KALIVAS, 2009; COOPER et al., 2017). A ativagdo de receptores dopaminérgicos
nessa regido é crucial para as sensacgbes de prazer promovidas pela droga e
evidéncias mais recentes demonstram também a participacdo do receptor
glutamatérgico mGIuR5 em diversos processos envolvidos com a dependéncia de
cocaina (COOPER et al.,, 2017; KENNY et al., 2005; MARTIN-FARDON & WEISS;
2012; KUMARESAN et al., 2009). No intuito de avaliar possiveis alteragées moleculares
nos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico nessa regido, foram realizadas analises
de qPCR para componentes desses sistemas. Em relagdo ao sistema dopaminérgico,
foi observada uma diminuicdo na expressao génica do receptor D1R (p= 0,0032) e da
enzima tirosina hidroxilase (p=0,0080) enquanto os niveis de mRNA do receptor D2 nao
se mostraram alterados (p=0,4279; figura 16). No que diz respeito ao receptor mGIuR5,

foi observada uma diminuigdo da expresséo génica no estriado (p=0,0235).
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Figura 16. Analise da expressao génica relativa no estriado. Média + erro padréo, controle n=5, crack
n=5. *p<0,05 **p<0,01. Teste t ndo pareado.

4.5 Avaliagao da expressao génica no cortex pré-frontal

Para avaliar possiveis alteragdes transcricionais em resposta a exposicao ao crack, e
correlaciona-las com alteracbes semelhantes a esquizofrenia, amostras do cortex pré-
frontal de animais de ambos os grupos foram submetidas a analise por PCR
quantitativa em tempo real. A analise de genes relacionados ao sistema dopaminérgico
revelou que a inalagdo de crack induziu um aumento na expressdo génica dos
receptores dopaminérgicos D1R (p=0,0178), D2S a isoforma curta do receptor D2, (p=
0,0299), D2L, a isoforma longa do receptor D2 (p=0,0138), bem como da enzima de
sintese tirosina hidroxilase (p=0,0076) (figura 17).
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Figura 17. Alteracbes na expressdo génica de componentes do sistema dopaminérgico no cortex pré-
frontal induzidas pelo crack. Média + erro padrao, controle n=7, crack n=7. *p<0,05. Teste t ndo pareado.

Os niveis de expresséo génica de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA também
foram avaliados, e observou-se diminuicdo na expressdo das subunidades NR1
(p=0,0166), NR2a (p=0,0237) e NR2b (p=0,0015; figura 18).
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Figura 18. Diminuicdo da express@o génica de receptores glutamatérgicos no cortex pré-frontal de
animais expostos ao crack. Média + erro padrao, controle n=7, crack n=7. *p<0,05 **p<0,01. Teste t ndo
pareado.

4.6 Expressao protéica de receptores D2 e do tipo NMDA no cortex pré-frontal

Uma vez encontradas alteragdes nos niveis de RNA mensageiro de componentes dos
sistemas dopaminérgico e glutamatérgico, avaliamos a expressao protéica desses
componentes. A expressao proteica dos receptores D2 foi avaliada por western blotting
(Figura 19). Apesar de nao ter sido observado um aumento isolado na expressédo das
isoformas D2S (p=0,237) ou D2L (p=0,1529), a razdo D2S/D2L mostrou-se aumentada
no coértex pré-frontal dos animais do grupo crack em relacdo ao grupo controle
(p=0,0302).
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Figura 19. A inalagdo de crack promove um aumento da razdo D2S/D2L no cortex pré-frontal. Média +
erro padrao, controle n=5, crack n=5. *p<0,05. Teste t ndo pareado.

A expressao protéica de subunidades do receptor NMDAR também foi quantificada e
observou-se uma diminuigdo de NR2A (p=0,0319) e de NR2B (0,0323) no cortex pré-
frontal do grupo crack em relagéo ao grupo controle (Figura 20).
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Figura 20. Diminuicdo na expressdo das subuinidades NR2A e NR2B induzidas pela inalagdo de crack.
Média + erro padrao, controle n=5, crack n=5. *p<0,05. Teste t ndo pareado.
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5 DISCUSSAO

Com o intuito de identificar possiveis alteragcbes moleculares induzidas pela exposicao
de crack, foi realizada analise da expressdo génica de componentes dos sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico no estriado de animais submetidos ou ndo a inalagao
de crack por 11 dias. O estriado é uma regido diretamente envolvida nas respostas
motoras e de recompensa produzidas pela cocaina, e tanto a aquisicdo quanto a
manutenc¢do de comportamentos relacionados a dependéncia parecem ser decorrentes
de uma série de adaptagdes moleculares e celulares que ocorrem nos circuitos
estriatais (KALIVAS, 2009; COOPER et al., 2017; HYMAN et al., 2006). Com relagao ao
sistema dopaminérgico, observou-se uma redugao na expressao génica dos receptores
D1R, bem como da enzima TH, enquanto a expressdo de D2R n&o foi alterada. De
forma semelhante, animais submetidos a um protocolo de sensitizagdo comportamental
com administracdo de cocaina+AEME, ou cocaina isoladamente, apresentam reducao
na expressao proteica de D1R, mas ndo de D2R no caudado-putéamen (GARCIA et al.,
2017). Os resultados obtidos para o sistema dopaminérgico no estriado diferem dos
previamente descritos pelo nosso grupo para o cortex pré-frontal e hipocampo,
evidenciando alteragdes especificas por regido causadas pela inalagdo da fumacga de
crack (AREAL et al., 2015; ALVIM, 2014).

Em relacédo a expressdo génica do mGIuR5, observamos uma diminuicdo deste mRNA
nos animais expostos a inalacido da fumaga de crack. Alteracdes na expressao de
mGIuRS ja foram relatadas em diversos estudos com cocaina. Uma upregulation da
expressdo de mGIuRS ja foi observada no hipocampo apds 14 dias de administracéo de
cocaina (FREEMAN et al., 2001). Em relagdo a regido do estriado, um aumento na
expressao de génica de mGIuR5 no NAc apos 3 semanas de abstinéncia foi relatado
por GHASEMZADEH et al. (1999). Em contraste, Huang et al. (2011) observaram
reducédo da expressdao de mGIuRS no NAc, tanto no mRNA quanto na quantidade de
proteina, apdés 2 semanas de abstinéncia. Semelhante ao observado no presente
trabalho, Pomierny-Chamiolo et al. (2017) observaram redugdo da expressao de
MGIuR5 no NAc apds 14 dias de auto-administragdo ou administragdo de cocaina pelo
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experimentador. Por outro lado, a expressao desse receptor se mostrou aumentada na
substancia negra. Esse trabalho também mostrou que ap6s um periodo de 10 dias de
extinggdo, a expressédo de mGIURS se mostrou elevada no hipocampo.
Interessantemente, a administragdo de cocaina seguida de extingdo promoveu uma
alteracdo bifasica na densidade desses receptores nas conexdes cortex pré-frontal-
nucleo accumbens, que foi demonstrada por experimentos de binding. Enquanto nao
foram observadas alteragdes significativas durante a fase de administragdo de cocaina,
a densidade de mGIuRS diminuiu no CPF e aumentou no NAc apos a abstinéncia.
Ainda, o desafio com uma unica injegdo de cocaina apos o periodo de abstinéncia
provocou um aumento na expressdo de mGIuRS5 no cértex cingulado, pré-limbico, infra-
limbico e estriado dorsal. Essas alteragdes foram especificas para animais com o
histérico de administracao de cocaina (operante ou forgada) seguido da abstinéncia,
ndo sendo observadas em animais que vinham recebendo injecdes de salina e vieram a
receber uma injecao unica de cocaina (POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2017). Esses
dados evidenciam a ocorréncia de alteragbes dinamicas e especificas por regido
promovidas pelo uso de cocaina em diferentes condigdes.

Em relagcdo aos parametros comportamentais, no presente estudo observou-se que a
exposi¢cao ao crack, no protocolo utilizado, ndo afetou a tarefa de reconhecimento de
objetos e nem a memoaria espacial de referéncia. Por outro lado, os animais expostos
ao crack exibiram um déficit na memdria de trabalho e menor interacdo social em

comparagao ao grupo controle.

O fato de que, quando avaliados no labirinto aquatico de Morris, os camundongos do
grupo crack apresentaram um déficit da memoria de trabalho, mas ndo da memoria
espacial de referéncia, sugere uma disfungdo no cortex pré-frontal. Apesar do prejuizo
em fungdes executivas, inclusive na memoaria de trabalho, em usuarios de crack ja ter
sido relatado (LEVANDOWSKI et al., 2016; SANVICENTE-VIEIRA et al., 2016), as
alteragdes neuroquimicas que levam a esse quadro ainda nao estdo elucidadas. Sabe-
se que as drogas de abuso afetam a neurotransmissdo no cortex pré-frontal, uma

regido responsavel pela capacidade de julgamento, autocontrole, atencdo e memoria de
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trabalho (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2002). Desta forma, é provavel que os déficits em
fungbes executivas apresentados por usuarios de crack sejam consequéncia de uma
disfuncéo do cortex-frontal (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011).

No presente estudo, além do prejuizo na memoria de trabalho, foi observado que os
animais expostos ao crack também apresentaram menor interacédo social do que os do
grupo controle, quando expostos a um animal intruso. Adicionalmente, conforme
descrito em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, a inalagado de crack leva a
reducédo dos niveis de dopamina no CPF de camundongos, além de um expressivo
aumento na expressao génica de receptores dopaminérgicos D2 (AREAL et al., 2015),
um importante alvo na terapia da esquizofrenia. Disturbios psiquiatricos envolvendo
alucinagdes e paranoia decorrentes do consumo crack sédo frequentemente relatados
(OLIVEIRA & NAPPO, 2008; MORTON, 1999). Em conjunto, esses dados levantam a
hipétese de que o consumo de crack pode provocar alteragdes semelhantes a
esquizofrenia. Sintomas positivos como alucinagdes, delirios e paranoia associados ao
uso de crack sdo frequentemente descritos (MORTON, 1999). Além disso, sintomas
cognitivos como isolamento social e prejuizos em fungbes executivas vem sendo
identificados recentemente (LEVANDOWSKI et al., 2016; SANVICENTE-VIEIRA et al.,
2016). Considerando os sintomas psiquiatricos descritos em usuarios de crack e os
dados obtidos previamente e no presente estudo, decidiu-se investigar a presenga de
outras alteragdes moleculares caracteristicas da esquizofrenia, em nosso modelo

animal.

Os sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia parecem estar intimamente
relacionados com uma diminui¢do do tdbnus dopaminérgico no cortex pré-frontal, um
fendbmeno conhecido como hipofrontalidade (HOWES AND KAPUR, 2009). Inclusive,
terapias focadas no cortex pré-frontal dorsolateral, como a estimulacido transcraniana,
vem sendo propostas como um tratamento alternativo para os sintomas negativos em
pacientes resistentes ao tratamento com clozapina, um antipsicético atipico, usado no
tratamento da esquizofrenia (KALLEL et al., 2016). Digno de nota, uma estratégia

semelhante vem sendo aplicada no controle de recaidas em usuarios de crack, e
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parece estar associada a uma melhora na memédra de trabalho dos pacientes
(NAKAMURA-PALACIOS et al., 2016). Em relagéo as caracteristicas comportamentais,
apesar de distintos modelos animais para esquizofrenia apresentarem diferentes
alteracdes, a reducgdo na interacdo social vem se mostrando um fator em comum na
maioria destes estudos (MOHN et al., 1999; JONES et al.,, 2011). Corroborando a
hipétese de que a adigdo ao crack poderia resultar em alteragbes comportamentais
semelhantes a esquizofrenia, foi identificado neste trabalho que os animais que foram
expostos a inalagdo de crack apresentaram menor interagdo social do que os do grupo

controle.

Conforme ja descrito, a inalagado de crack leva a redugdo dos niveis de dopamina no
CPF de camundongos (AREAL et al., 2015), de forma semelhante ao que ocorre na
hipofrontalidade descrita para a esquizofrenia. Além disso, conforme demonstrado
neste trabalho, a exposicdo ao crack altera a razdo D2S/D2L no CPF e essa
modificagdo pode estar relacionada a diminuicdo do tbnus dopaminérgico observada.
Enquanto a isoforma longa, D2L, € mais expressa em neurdnios pos-sinapticos, D2S
(curta) € mais expressa pré-sinapticamente e atua principalmente como auto-receptor,
regulando a sintese e a liberagédo de dopamina (DE MEI et al., 2009). Sabe-se que a
acao da enzima tirosina hidroxilase é a etapa limitante para a sintese de catecolaminas
(ELSWORTH & ROTH, 1997). Areal et al.,, 2015 revelaram aumento nos niveis de
MRNA da TH no CPF em resposta a exposi¢ao ao crack, o que a principio poderia
sugerir aumento na sintese de dopamina. No entanto, a atividade da TH depende de
modificagdes pos-traducionais e regulagdo por fosforilagdo, incluindo fosforilagdo no
residuo de serina 40, processo inibido pela sinalizagdo de D2S (LINDGREN et al.,
2003). Conforme ja comentado, a exposigdo ao crack induziu um aumento na
expressdo da isoforma D2S em relagdo a D2L, e essa alteragdo ja foi descrita em
andlises post mortem de individuos com esquizofrenia (KAALUND et al., 2014).
Portanto, é possivel que o aumento de D2S, por meio da inibicdo de TH, possa mediar
a reducao de dopamina no CPF, tanto na esquizofrenia quanto no abuso de crack.
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Apesar da hipofrontalidade ser considerada um fator determinante para os sintomas
negativos da esquizofrenia, e, como proposto, para o0s prejuizos cognitivos e o
comportamento antissocial exibidos por camundongos submetidos a inalagao de crack,
0S mecanismos moleculares que levam a essa diminuigdo do tdnus dopaminérgico no
CPF ainda estdo sob investigagdo. Um outro mecanismo ja proposto para essa
alteragédo na esquizofrenia se baseia na atividade de receptores NMDAR (SCHWARTZ
et al., 2012). Segundo essa hipotese glutamatérgica da esquizofrenia, tanto os sintomas
positivos quanto os negativos resultariam, em grande parte, de hipofungcdo de
receptores do tipo NMDA no CPF que alteraria uma circuitaria envolvendo neurdnios
GLU-GABA-GLU-GABA-DA, resultando numa redugédo do tdbnus dopaminérgico nessa
mesma regido (STONE et al., 2007). Conforme demonstrado neste trabalho, a inalagédo
de crack induz diminuicdo da expressdo de subunidades de NMDAR no CPF, uma
alteracdo que poderia explicar a redugao dos niveis de dopamina e as alteracdes
comportamentais semelhantes aos sintomas da esquizofrenia tanto em humanos

guanto no modelo animal.

Ainda, um estudo observou que camundongos que expressam apenas 5% dos niveis
normais da subunidade NR1 apresentam baixa sociabilidade e estereotipia semelhante
a modelos de esquizofrenia farmacologicamente induzidos (MOHN et al., 1999). Além
disso, essas alteragdes comportamentais foram revertidas pela administracdo de
antagonistas dopaminérgicos utilizados como antipsicoticos, corroborando a inter-
relacdo entre os sistemas dopaminérgico e glutamatérgico na etiologia da esquizofrenia
(MOHN et al., 1999; SCHWARTZ et al., 2012).

Em conjunto, os resultados apresentados demonstram que a exposigcdo ao crack
promove comportamentos semelhantes a alguns dos sintomas negativos e cognitivos
da esquizofrenia. Ainda, de acordo com as alteracbes bioquimicas e moleculares
observadas, o aumento da razdo D2S/D2L e a diminuicao da expressao de receptores
do tipo NMDA podem ser responsaveis pelas alteragdes comportamentais observadas.

Este € o primeiro trabalho a relacionar diretamente, de forma experimental, o abuso de

crack com comportamentos schizophrenia-like. Esses dados sao relevantes para uma
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melhor compreensao do comportamento peculiar dos usuarios de crack em relagcédo as
outras drogas, bem como podem direcionar a possibilidade de novas alternativas
terapéuticas no tratamento de dependentes dessa droga.
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6 CONCLUSOES

A inalacao de crack por 11 dias ndo altera a memoria espacial de referéncia, mas

causa déficits na memoria de trabalho;

A exposicdo ao crack no protocolo utilizado ndo afeta a memoria de

reconhecimento de objetos;

Animais submetidos a inalagédo de crack apresentam menor interagdo social,;

A inalacdo de crack produz efeitos comportamentais e déficits cognitivos

semelhantes ao que ocorrem na esquizofrenia;

A exposigcdo ao crack altera a expressdo génica e protéica de receptores

dopaminérgicos no cortex pré-frontal e no estriado;

As caracteristicas comportamentais exibidas por usuarios de crack
possivelmente resultam de alteragdes moleculares e bioquimicas semelhantes as

gue ocorrem na esquizofrenia;

O mecanismo envolvido nessas alteracbes comportamentais provavelmente esta
relacionado com o aumento da razdo D2S/D2L e com a redugdo da expressao

de receptores do tipo NMDA, que também ocorrem na esquizofrenia.
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Capitulo 2. Investigagao do envolvimento do receptor mGIuRS5 e da proteina
espinofilina na dependéncia de cocaina

7 INTRODUGAO
7.1 Sistema Glutamatérgico

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no encéfalo, participando de
cerca de 70% da neurotransmissdo no sistema nervoso central (NICHOLS, 1993;
POMIERNY-CHAMIOLO, 2014). Originalmente especulava-se que o papel do glutamato
no SNC era meramente metabdlico, até que em 1984 foi de fato reconhecido como um
neurotransmissor (KREBS, 1935; FONNUM et al., 1984). Embora envolvido em
processos fundamentais para o funcionamento do sistema nervoso central, em altas
concentragdes, o glutamato pode levar a morte neuronal por excitotoxicidade (OLNEY,
1994). Portanto, a transmissao glutamatérgica deve ser finamente regulada, de modo a
garantir a neurotransmissao excitatoria em niveis oOtimos bem como limitar a
excitotoxicidade. Para isso, o metabolismo, a liberagao, a sinalizacdo e a captacao/re-
captacdo sdo controlados de forma complexa por multiplos processos reguladores
(NICIU et al., 2012).

Esse neurotransmissor pode ser sintetizado a partir de glutamina ou a partir do a-
cetoglutarato proveniente do ciclo do acido citrico e, no neurbénio pré-sinaptico, é
internalizado em vesiculas sinapticas por meio de transportadores vesiculares de
glutamato (VGLUTs) (TAKAMORI, 2006). Até o momento, trés VGLUTs s&o conhecidos
(NICIU et al., 2012). VGLUT1 e VGLUTZ2 s&o encontrados primariamente em neurdnios
glutamatérgicos, mas também estdo presentes em células da glia, principalmente
astrocitos (FREMEAU et al., 2004; MONTANA et al., 2004). Ja o VGLUT3 se diferencia
dos anteriores principalmente pela sua localizagdo, sendo encontrado em neurdnios
GABAérgicos, colinérgicos e monoaminérgicos (SEAL & EDWARDS, 2006). De forma
dependente de Ca?" e do complexo de fusdo SNARE (soluble N-ethylmaleimide-
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sensitive factor attachment protein receptor), as vesiculas se fundem a membrana pré-
sinaptica e o glutamato é liberado na fenda, podendo entédo se ligar a receptores pos-
sinapticos (SUDHOF & ROTHMAN, 2009; PANG & SUDHOF, 2010) (figura 21).

Presynaptic
Neuron

Postsynaptic
Neuron

Figura 21. Representagdo esquematica da neurotransmissao glutamatérgica. A glutamina (GIn) é
convertida em glutamato (Glu) e empacotada em vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular
VGLUT no neurdnio pré-sinaptico e liberado na fenda sinaptica com auxilio das proteinas SNARE. O
glutamato pode se ligar a receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA, Kainato) ou metabotrépicos (mGIuR1-
8). O glutamato sinapticamente liberado pode ser reciclado por meio da captagéo por transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAATSs) expressos predominantemente em células da glia, principalmente
astrocitos, onde é convertido em GIn pela glutamina sintetase e exportado para o meio extracelular
paraser captada pelos neurbnios. Adicionalmente, o glutamato pode ser reciclado pelo sistema x-C

cistina/glutamato também nas células da glia. Fonte: modificado de NICIU et al., 2012

O glutamato pode exercer sua agao via receptores ionotropicos (canais idnicos ativados
por ligantes) ou metabotropicos (acoplados a proteina G). Os receptores
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glutamatérgicos ionotropicos possuem acédo mais rapida e compreendem 3 diferentes
classes: amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), N-metil-D-aspartato
(NMDA), e kainato. Os receptores do tipo AMPA se apresentam na forma de tetrdmeros
constituidos de subunidades GIuR1, GluR2, GIuR3 ou GluR4 e permitem a passagem
de Na* e K*. (HOLLMANN & HEINEMANN, 1994). Os receptores do tipo NMDA
também se organizam na forma de tetrdmeros, podendo ser compostos pelas
subunidades NR1, NR2A-D, e mais raramente, NR3A e B (ZHU & PAOLETTI, 2015).
Para sua ativagédo, os receptores NMDA requerem a ligacdo do glutamato, do co-
agonista glicina, e de uma despolarizagdo na membrana para remog¢ao do ion
magnésio, que em condi¢des de repouso bloqueia o canal (NOWAK et al., 1984; BLISS
& COLLINGRIDGE, 1993). Além disso, vale ressaltar que os receptores de NMDA
permitem a entrada de Ca?* de forma substancial, além dos ions monovalentes. Desta
forma, quando ativados, podem aumentar a concentragdo de Ca?* intracelular, que por
sua vez pode atuar como segundo mensageiro (PURVES et al., 2001). Os receptores
kainato, apesar de tradicionalmente agrupados com AMPA como uma familia de
receptores do tipo ndo-NMDA, possuem caracteristicas proprias e representam um
grupo diferente de receptores (NICIU et al., 2012). Assim como AMPA e NMDA, esses
receptores se apresentam como tetrameros que pode sem formados por combinacdes
das subunidades GIuR5-7 e KA1-2 (BRAGA et al., 2004). A combinagao apenas das
subunidades KA1 e KA2 nao formam receptores funcionais (BLEAKMAN et al., 2002).
Os receptores ionodtropicos de glutamato possuem grande diversidade nas suas
propriedades como canais i6nicos devido as diversas subunidades componentes e o

perfil de expressao diferencial no sistema nervoso (NICIU et al., 2012).

Além dos receptores ionotropicos, o glutamato também ativa receptores
metabotropicos, que, quando estimulados, levam a ativagdo de segundos mensageiros
mediada por proteina Ga, ativagcdo de canais idnicos mediada por By, e de vias de
sinalizagao independentes de proteina G (CONN & PIN, 1997; GERBER et al., 2007).
Os receptores metabotrépicos glutamatérgicos tem como caracteristica em comum o
sitio de ligagdo para glutamato, constituido por um dominio amino-terminal grande

caracteristico, homologia de sequéncia nas 7 hélices transmembranares e a formagéao
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de dimeros (PIN et al., 2003). Esses receptores fazem parte da familia C de GPCRs e
sao divididos em trés grupos de acordo com a sequéncia (homologia) e 0 mecanismo
de sinalizagao (KIM et al.,2008; NISWENDER et al., 2010). O grupo | é formado pelos
receptores mGIluR1 e mGIuRS, que sdo predominantemente pos-sinapticos e acoplados
a proteina Gag11, promovendo a ativagao de fosfolipase C (RIBEIRO et al., 2010). O
grupo I, formado pelos receptores mGluR2 e mGIuR3, bem como o grupo lll, formado
por mGIluR4, mGIluR6, mGIuR7 e mGIuR8, se localizam predominantemente nos
terminais pré-sinapticos e sdo acoplados a proteina Ggi, levando a diminuicdo da
produgao de AMPc quando ativados. Os mGIuRs de grupo Il e IIl funcionam como auto-
receptores, regulando negativamente a liberagdo de neurotransmissores como
glutamato e GABA (PINHEIRO E MULLE, 2008).

O glutamato é removido da fenda sinaptica e transportado para o citosol pelos
transportadores de aminoacidos excitatoérios (EAATs) de forma ativa contra o gradiente
de concentragdo. Cinco tipos de EAATs ja foram descritos e em sua maioria, estao
presentes em astrocitos, podendo ser localizados também em terminais pré-sinapticos
de neurbnios (O’'SHEA et al., 2002; KALIVAS, 2009). Uma vez no citosol de células da
glia, o glutamato & convertido em glutamina, que pode ser transportada para os
neurdnios. Nos neurdnios, a glutamina captada pode ser convertida novamente em
glutamato e empacotada em vesiculas sinapticas para serem liberadas (ERECINSKA &
SILVER, 1990). Adicionalmente, o sistema de transporte xC cistina-glutamato pode
promover a troca de cistina extracelular por glutamato intracelular na maior parte das
células do SNC, permitindo uma liberagédo nao-vesicular de glutamato (NICIU et al.,
2012).

O sistema glutamatérgico esta fortemente envolvido em importantes fungdes cerebrais
como aprendizado e memoéria, e desequilibrios nesse sistema podem estar
relacionadas com doengas neurodegenerativas como esclerose lateral amiotrofica e
doencga de Huntington, e disturbios neuropsiquiatricos como epilepsia, esquizofrenia e

transtorno por uso de substancias ou dependéncia quimica.
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7.2 O sistema glutamatérgico na dependéncia de cocaina: destaque para o
mGIuR5

Por muitos anos o estudo da dependéncia quimica focou nos mecanismos mediados
pelo sistema dopaminérgico, visto que este € considerado o principal neurotransmissor
envolvido na recompensa e prazer (BERRIDGE & ROBINSON, 1998). No entanto, o
envolvimento do sistema glutamatérgico no abuso de drogas vem se tornando cada vez
mais evidente, e mais recentemente, diversos trabalhos tem focado na melhor

compreensao do papel do sistema glutamatérgico na dependéncia de drogas.

Diversos estudos ja mostraram que a administragdo de cocaina aumenta os niveis
extracelulares de glutamato no NAc e na VTA (SMITH et al., 1995; REID et al., 1997;
ZHANG et al.,, 2001; KALIVAS & DUFFY, 1998; WAKABAYASHI & KIYATCHKIN,
2012). O NAc recebe projegbes glutamatérgicas importantes de areas como o cortex
pré-frontal, amigdala, hipocampo e talamo (BROG et al., 1993). Além disso, glutamato
também pode ser liberado juntamente com dopamina no NAc por neurdnios
dopaminérgicos da VTA (STUBER et al., 2010; HNASKO et al.,, 2012). Estudos
mostram que a transmissdo glutamatérgica cortico-estriatal esta envolvida tanto na
iniciagdo quanto na expressdo de comportamentos relacionados a dependéncia, como
sensitizacdo locomotora e comportamento de busca pela droga (KALIVAS, 2009). Em
conjunto, essas projegdes fornecem informagdo contextual e espacial, determinam o
grau de atengao direcionado ao estimulo, inibem o comportamento impulsivo e regulam

as respostas motivacionais e emocionais aos estimulos (D’'SOUZA, 2015).

Diferentemente da hiperestimulagcdo dopaminérgica aguda produzida pelo uso da
droga, a vulnerabilidade persistente a recaidas tem origem em neuroadaptagdes de
longo prazo que se desenvolvem nas proje¢des corticoestriatais (KALIVAS, 2009). As
proje¢cdes glutamatérgicas e dopaminérgicas convergem nos neurdnios espinhosos
médios (MSNs) do nucleo accumbens, de modo que os inputs glutamatérgicos formam
sinapses nas “cabecgas” das espinhas dendriticas, enquanto os inputs dopaminérgicos
se localizam no corpo das espinhas dendriticas (KALIVAS & VOLKOW, 2011). Essa

organizagdao morfolégica permite que dopamina exer¢a uma fungdo modulatéria dos
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inputs glutamatérgicos (KALIVAS & VOLKOW, 2011). Estudos apontam que a
dopamina potencializa as respostas dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e
atenua as repostas de receptores do tipo AMPA (CALABRESI, et al.,1997; NICOLA et
a., 2000; FLORES-HERNANDEZ et al., 2002). Ainda, foi demonstrado que a ativagao
de D1R medeia essa potencializacdo de NMDAR enquanto a ativacdo de D2R promove
efeitos contrarios (WANG & O’'DONNEL, 2001; WEST & GRACE, 2002). O aumento
dos niveis de dopamina nas sinapses induzido por agdo da cocaina e a consequente
ativacdo de receptores D1R pré ou poés-sinapticos promove uma facilitagdo da
transmissdo glutamatérgica. A ativagdo de receptores D1R pré-sinapticos induz um
aumento na liberagdo de glutamato (PIERCE et al., 1996). Adicionalmente, a ligagao de
dopamina em D1R pds-sinapticos regula a transmissao glutamatérgica ionotrépica via
AMPA e NMDA (WOLF et al., 2003). A ligacao de dopamina em D1R ativa a PKA, que
promove um aumento do trafico e insercdo de AMPA e NMDA na membrana pos-
sinaptica (GAO & WOLF, 2007). Por outro lado, os inputs glutamatérgicos na VTA
aumentam a atividade dos neurdnios dopaminérgicos e a liberagcdo de dopamina no
NAc (TZSCHENTKE & SCHIMDT, 2000). No NAc, o glutamato também facilita a
liberagcdo de dopamina por meio da ativagdo de receptores pré-sinapticos que facilitam
a liberagdo de dopamina (BLAHA et al., 1997; FLORESCO et al.,, 1998). A
administragado repetida de psicoestimulantes aumenta a arborizagdo dendritica e a
densidade das espinhas dendriticas nesses neurdnios (ROBINSON et al., 2001; LEE et
al., 2006).

Dentro do sistema glutamatérgico, o receptor mGIluR5, mais especificamente, vem
ganhando maior destaque. Altamente expresso em areas limbicas e corticais, o
mGIuRS apresenta um alto potencial de envolvimento nos mecanismos de
aprendizagem e memoria envolvidos no desenvolvimento da adigdo, bem como um
possivel papel nos aspectos de reforgo e motivacionais do abuso de drogas (KENNY;
MAKOU, 2004).

A ligacao do agonista ao receptor mGIuR5 promove a troca de GDP por GTP ativando a
subunidade Gqq11 que se dissocia das subunidades By e ativa a fosfolipase C (PLC),
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que por sua vez hidroliza o fosfatilidl isonitol 4,5-bifosfato presente na membrana em
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol lipase (DAG) (Lefkowitz, 1998; HERMANS et
al., 2001). IP3 se liga a receptores localizados no reticulo endoplasmatico promovendo
a liberagdo de Ca?' intracelular. O aumento concomitante de DAG e Ca?®' leva a
ativagcdo da proteina cinase C, que ira fosforilar diversas enzimas e fatores de
transcricdo que mediam os efeitos da ativagao do receptor a nivel celular (LEFKOWITZ,
1998; HERMANS et al., 2001, RIBEIRO et al., 2010) (figura 22).

A ativagdo de mGIuR5 também aumenta a fosforilagdo de ERK1/2 e AKT. Enquanto a
via IP3/Ca2+ apresenta uma pequena contribuicdo para a ativacao dessas cinases, a
proteina Homer1b/c possui um papel central na ativagdo de ERK1/2 e AKT (MAO et al.,
2005; GUHAN & LU et al.,, 2004). Adicionalmente, uma importante parcela dessa
ativacdo de ERK ocorre apdés a internalizagdo de mGIuRS por mecanismos
dependentes de B-arrestina 2 (STOPPEL et al., 2017; CHUNG & KIM, 2017). Apesar de
mecanismos diferentes, tanto os dependentes como os independentes de calcio sao
necessarios em conjunto para amplificar o sinal de forma suficiente a induzir alteragées

na transcrigéo génica (MAO et al., 2005) (figura 22).
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Figura 22. Vias de sinalizagdo do receptor mGIuR5. Ativagéo das vias PI3K-Akt-mTOR e ERK via Homer
(esquerda), ativagao de ERK mediada por B-arrestina 2 (meio) e a sinalizagdo candnica por Goq via PLC
com formagéo de IP3 e diacilgligerol lipase e consequente ativagdo da proteina cinase C (direita).
Adaptado de STOPPEL et al., 2017

O desenvolvimento de ligantes sintéticos, incluindo os moduladores alostéricos
negativos foi de suma importancia para a caracterizagao desses receptores (SLASSI et
al., 2005). Hoje, sdo também utilizados na avaliagdo do potencial terapéutico para
diversas doengcas neuropsiquiatricas. Em 1999 surgiu o 2-Methyl-6-
(phenylethynyl)pyridine (MPEP) uma droga com boa solubilidade em solugdo aquosa,
porém capaz de cruzar a barreira hematoencefalica e bloquear o mGIuR5 com poténcia
satisfatoria (GASPARINI et al., 1999; OLIVE, 2009). No entanto, algumas evidéncias
colocaram a especifidade do MPEP em questionamento (MOVSESYAN et al., 2001;
MATHIESEN et al, 2003). No intuito de aumentar a seletividade e poténcia do MPEP,
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foram sintetizados diversos analogos dessa droga. Um deles, o 3-[2-Methyl-1,3-thiazol-
4-yl) ethynyl]lpyridine (MTEP) atinge concentragbes mais elevadas no liquido
cefalorraquidiano, apresenta maior poténcia e maior seletividade para o mGIluR5 e até o
momento é bastante utilizado em estudos pré-clinicos (COSFORD et al., 2003). Mais
recentemente, uma droga com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas mais
aprimoradas foi disponibilizada, o 2-chloro-4-((2,5-dimethyl-1-(4-(trifluoromethoxy)
phenyl)-1H-imidazol-4-yl)ethynyl)pyridine (CTEP). CTEP é um modulador alostérico
negativo no mGuR5 com propriedades de agonista inverso, que possui poténcia de 30
a 100 vezes maior do que o MPEP, além de excelente biodisponibilidade por via oral
(LINDEMANN et al, 2011). Na ultima década, diversos trabalhos utilizando
moduladores alostéricos negativos de mGIuR5 para o estudo da dependéncia de

cocaina foram realizados.

Uma forte evidéncia do envolvimento do mGIluR5 na dependéncia de cocaina surgiu em
2001 quando Chiamulera e colaboradores demonstraram que animais nocautes para
MGIuR5 ndo auto-administravam cocaina (CHIAMULERA et al., 2001). Desde entao,
outros estudos surgiram com o objetivo de investigar o papel do mGIuURS em
comportamentos relacionados a drogas psicoestimulantes e no desenvolvimento da
adigao. Estudos utilizando camundongos mGIuR5 KO (nocaute) e antagonistas desses
receptores em camundongos selvagens investigaram a participagdo do mGIuR5 em
diferentes paradigmas para o estudo da dependéncia de cocaina. Foi demonstrado que
a delecdo de mGIuRS ou seu antagonismo promove redugdo na auto-administragao de
cocaina, bem como da busca pela droga apos a extingdo desse comportamento,
estimulada por pistas contextuais, stress ou administracao aguda de cocaina (KENNY
et al., 2005; TESSARI et al., 2004; MARTIN-FARDON & WEISS; 2012; KUMARESAN et
al., 2009). Digno de nota, foi observado que a atenuagao da expressdo de mGIuR5
(knockdown) especificamente em neurdnios D1R positivos no estriado leva a um
prejuizo no aprendizado associativo com atenuagédo da busca pela droga estimulada
por pistas contextuais (NOVAK et al., 2010). Adicionalmente, existem trabalhos que
mostram o uso de antagonistas de mGIuR5 em reduzir a preferéncia condicionada por
lugar (CPP) induzida pela cocaina. (MCGUEEHAN & OLIVE, 2003; HERZIG et al.,
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2005). O envolvimento de mGIUR5 em processos de extingdo também ja foi
demonstrado por Bird et al., (2009), que observaram que camundongos deficientes em
mMGIuRS requerem o dobro de sessdes para extinguir a preferéncia condicionada por
lugar a cocaina quando comparados com camundongos selvagens, e um efeito
semelhante foi observado com a administracio de MTEP no estriado dorsal
(KNACKSTEDT et al., 2014).

Apesar de muitos estudos apresentarem um papel importante do receptor mGIuR5
nesses comportamentos, e, portanto, sugerirem o bloqueio desse receptor como uma
potencial estratégia terapéutica no tratamento da adigdo, dados divergentes também ja
foram relatados (FOWLER et al., 2011; VEENEMAN et al., 2010; HERZIG & SCHIMDT,
2004; RUTTEN et al., 2011). Portanto, a literatura acerca dessa relagcdo do mGIuR5
com os efeitos da cocaina € diversa e os mecanismos pelos quais esse receptor pode

mediar aspectos da dependéncia quimica ainda n&o estdo bem elucidados.

A participacdo de proteinas que regulam o trafico e a sinalizagdo de mGIuRS nas
respostas a cocaina mediadas por esse receptor vem sendo mais recentemente
investigadas. Um exemplo é a proteina homer, que ja foi associada a adaptag¢des que
ocorrem durante a abstinéncia (KNACKSTEDT et al., 2010). Foi demonstrado um
aumento nos niveis de Homer acompanhado de diminuicdo da expressdo de mGIuR5
na membrana, o que foi sugerido como uma adaptacdo compensatoria que inibe
recaidas, fato que é corroborado pela observagao de que a reducédo da expressao de
homer, ao contrario, promove a auto-administragcdo (KNACKSTEDT et al., 2010;
SZUMLINSKI et al., 2006). Recentemente foi demonstrada a participagdo de uma outra
proteina na regulacdo da atividade de mGIuRS, a proteina spinophilin, aqui referida
como espinofilina. O possivel envolvimento da espinofilina no papel do receptor

mMGIuRS na dependéncia a cocaina € um dos objetos de estudo do presente trabalho.
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7.3 Espinofilina

A espinofilina, também conhecida como neurabin-2 €& uma proteina scaffold
multifuncional que apesar de ser expressa de forma ubiqua, € enriquecida na “cabeca”
das espinhas dendriticas, raz&o pela qual foi chamada spinophilin - aqui referida como
espinofilina (SATOH, et al.,1998). Inicialmente, a espinofilina foi descrita como uma
proteina de interagdo com a proteina fosfatase 1 (PP1) (ALLEN et al., 1997) e com a
forma filamentosa da actina (F-actina) (NAKANISHI et al., 1997). Hoje, ja foram
identificadas mais de 30 proteinas que interagem com a espinofilina, incluindo
moléculas do citoesqueleto e envolvidas com adeséo celular, enzimas, receptores de
membrana, canais idnicos, e moléculas envolvidas na proliferacdo celular como o fator
supressor tumoral ARF (SARROUILHE et al., 2006).

Quanto a sua estrutura, a espinofilina apresenta peso molecular previsto de 89,5 kDa,
porém, se apresenta no SDS-PAGE como aproximadamente 130 kDa, por razdes ainda
desconhecidas (SARROUILHE et al., 2006). A estrutura da espinofilina contém um
dominio de ligagdo com a F-actina, um sitio de interagdo com a PP1, um dominio PDZ
(PSD95/Disc Large/zona occludens-1) e uma regido de formagao de super hélice
(coiled-coil), conforme representado na figura 22 (VIVO et al., 2001; SARROUILHE et
al., 2006) (Figura 23). A homologia desses dominios entre diferentes espécies é de
50% para o dominio de ligagdo com F-actina, 80% para o dominio de ligacao com PP1,
90% para a regiao PDZ e 70% para o coiled-coil (SARROUILHE et al., 2006).

A espinofilina contém sitios para fosforilagdo por diversas proteinas cinases, que
podem ser fonte de regulagdo para a interagdo de outras proteinas com a espinofilina
(STEPHENS et al.,1999; FUTTER et al., 2005). Sitios de fosforilagdo para PKA foram
identificados na Ser-94 e Ser-177 (HSIEH-WILSON et al., 2003) e para CaMKII nas Ser-
100 e Ser-116 no mesmo dominio (GROSSMAN et al., 2005). Além disso, a regiao
amino-terminal da espinofilina pode ser fosforilada por Cdk5 na Ser-17 e ERK2 nas Ser-
15 e Ser-205 (Ser-15 apenas em células ndo neuronais). Ainda, existem dois sitios
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potenciais de fosforilagdo da espinofilina na regido da super hélice e mais dois na
regido adjacente ao dominio PDZ (SARROUILHE et al., 2006).
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Figura 23. Representagdo dos dominios contidos na estrutura da espinofilina. Da esquerda para direita:
sitio de ligagdo com F-actina, dominio de ligagdo com receptores, sitio de interagdo com PP1, dominio de

ligagao com proteinas PDZ, e regido de super-hélice. Fonte: Sarruilhe et al., 2011.

A espinofilina interage com diversas proteinas que s&o altamente expressas nas
espinhas dendriticas (ALLEN et al., 1997; SATOH, et al.,1998). Entre elas, destaca-se a
actina, uma proteina importante para a formag&do, manutengdo e morfologia das
espinhas dendriticas (FISCHER et al., 1998). Foi demonstrado in vitro que a espinofilina
promove as ligagdes cruzadas entre os filamentos de actina, sugerindo um papel da
espinofilina na organizagdo do citoesqueleto nas espinhas dendriticas (SATOH, et
al.,1998). A maioria das sinapses excitatérias ocorrem nas espinhas dendriticas,
protrusdes pos-sinapticas ricas em actina (NIMCHISNKY ET AL., 2002; HARRIS et al.,
1994). O desenvolvimento e a plasticidade das espinhas dendriticas medeiam
processos como aprendizagem e memoria e, portanto, sado importantes para o

funcionamento cognitivo normal (EVANS et al., 2015).

FENG et al., (2000) observaram que camundongos jovens (P15) nocautes para
espinofilina apresentam maior numero de espinhas dendriticas do que animais
selvagens, e que essa diferenga é abolida apds atingirem idade adulta. Com isso, os
autores levantam a hipdtese de que durante o desenvolvimento normal a espinofilina

facilita a retracdo ou suprime o crescimento anormal dos filopédios e espinhas
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dendriticas. Mais recentemente, foi demonstrado que a espinofilina desempenha um
papel chave na modulagdo das espinhas dendriticas por meio da sua interacdo com
Asef2, uma proteina da familia Rho que promove a formagao de espinhas dendriticas e
sinapses (EVANS et al.,, 2015). Nesse estudo, foi demonstrado que a espinofilina
recruta Asef2 para as espinhas dendriticas, e o que o silenciamento da espinofilina
promove uma diminuicdo no numero de espinhas dendriticas e na densidade sinaptica
(EVANS et al., 2015).

A literatura mostra que alteragdes na atividade sinaptica podem causar alteracoes
morfoldgicas nas espinhas dendriticas (MALETIC-SAVATIK et al., 1999; HARRIS, 1999;
ENGERT et al., 1999). Por outro lado, sabe-se também que adaptagdes morfoldgicas
nas espinhas dendriticas promovem efeitos proeminentes nas propriedades elétricas e
bioquimicas dessa regido, e, desta forma, regulam a eficacia da transmisséo sinaptica
(DENK et al., 1996; FISCHER et al., 1998; YUSTE et al., 1999). Estudos revelam que a
PP-1, € capaz de modular a atividade de diversos canais idnicos, incluindo os
receptores glutamatérgicos AMPA e NMDA, e a espinofilina participa desse processo
por ancorar a PP1 em proximidade a esses receptores (YAN et al., 1999; FENG et al.,
2000). Utilizando whole-cell patch—clamp de neurdnios estriatais, Feng et al. 2000
demonstraram que a redugao (run down) das correntes de receptores AMPA mediada
por PP1 observada em animas selvagens foi deficiente nos nocautes. Dessa forma,
revelou-se que na auséncia de espinofilina, receptores AMPA n&o estdo mais sujeitos a
down-regulation pela PP1, o que resulta em correntes AMPA mais persistentes (FENG
et al., 2000). Em concordancia, camundongos nocaute para espinofilina apresentam
LTD deficiente, observagcdo que corrobora estudos que demonstram que a PP1 é
necessaria para LTD (MULKEY et al., 1993; MULKEY et al., 1994). A LTD induzida por
estimulagdo de mGIuR5 também é deficiente em camundongos espinofilina-KO (DI
SEBASTIANO et al., 2016). Por outro lado, a delegao da espinofilina ndo afeta a LTP,
que por sua vez nao € dependente de PP1(MULKEY et al., 1993; FENG et al., 2000).

Considerando o envolvimento da espinofilina na plasticidade sinaptica e neuronal, e a

sua interagdo com receptores glutamatérgicos de grupo 1 e com o receptor
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dopaminérgico D2, €& possivel que a espinofilina esteja envolvida em mecanismos

moleculares relacionados com a adigdo a cocaina.

7.4 Interacao da espinofilina com mGIuR5 e D2R e possivel papel na dependéncia
de cocaina

Além de participar da regulagdo de receptores ionotrépicos, a espinofilina interage com
receptores acoplados a proteina G. Estudos mostram que a espinofilina se liga aos
receptores a2-adrenérgico, p-opidide, mGluRs de grupo 1 (mGIuR1 e mGIuR5) e
receptor dopaminérgico D2R (WANG et al., 2004; CHARLTON et al., 2008; SMITH et
al., 1999; DI SEBASTIANO et al., 2016).

Di Sebastiano et al., (2016) demonstraram que a espinofilina interage com os
receptores mGIuR5 e mMGIUR1 na extremidade C-terminal e no segundo loop
intracelular, e investigou efeitos dessa interagdo na regulacdo e sinalizagdo desses
receptores. Utilizando cultura primaria de neurbnios corticais de camundongos
selvagens e nocautes, foi demonstrado que a delegdo da espinofilina aumenta a
internalizacédo de mGIuRS estimulada por agonista, bem como a fosforilagdo de ERK1/2
e AKT, e os niveis de Ca?" intracelular. Ainda, foi observado que esses efeitos
requerem a presenga do dominio de ligagdo PDZ, mas nao o de PP1 (DI SEBASTIANO
et al., 2016).

Outro GPCR de interesse para a dependéncia a cocaina com a qual a espinofilina
interage € o receptor dopaminérgico D2R (SMITH et al., 1999). Foi demonstrado que a
espinofilina se liga ao terceiro loop citoplasmatico de D2R, e essa interagdo ocorre
numa regido distinta do dominio de ligagdo com actina, dominio PDZ ou regido coiled-
coil (SMITH et al., 1999). Além disso, a regido de interagcdo com D2R também é distinta
do sitio de interagdo com a PP1, dessa forma, a espinofilina pode se ligar a D2R e a
PP1 ao mesmo tempo (SMITH et al., 1999). Adicionalmente, essa interagdo nao parece

ser mediada pela inser¢cao de 29 aminoacidos presente na isoforma longa do receptor
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D2R, visto que ja foi demonstrado que tanto D2S quanto D2L interagem com a
espinofilina (SMITH et al., 1999).

Apesar da ligagéo da espinofilina ao terceiro loop citoplasmatico do receptor D2R ser
bem estabelecida, as consequéncias dessa interacdo ainda ndo estdo bem descritas.
Hipotetiza-se que a espinofilina seja importante no estabelecimento de um complexo
gque medeia a conexao dos receptores D2R as moléculas de sinalizagdo bem como ao
citoesqueleto via actina (SMITH et al., 1999).

E possivel que a espinofilina promova agbes semelhantes aquelas observadas em
a2AR, um receptor metabotropico adrenérgico acoplado a Gi, com terceiro loop
citoplasmatico semelhante ao D2R. Em relagdo aos receptores a2AR, a espinofilina
compete com a GRK2 para ligagdo ao complexo receptor-GRy, reduzindo a fosforilagao
desse receptor e antagonizando as fungdes da B-arrestina 2, reduzindo, portanto, a
endocitose e a aceleragao da atividade de MAPK pés-endocitose (WANG et al., 2004;
WANG & LIMBIRD, 2007). Por outro lado, foi demonstrado que a interagdo da
espinofilina com o receptor y-opidide aumenta a internalizagéo do receptor estimulada
por agonista, mas nao afeta a ativagdo de ERK1/2 ou os niveis de AMPc (CHARLTON
et al., 2008; FOURLA et al., 2012).

Considerando o envolvimento da espinofilina na morfologia e densidade das espinhas
dendriticas, na regulagcdo da neurotransmissao glutamatérgica e plasticidade sinaptica,
e a interacdo com receptores dopaminérgicos D2R, é possivel que a espinofilina
participe de processos que medeiam o desenvolvimento da dependéncia de cocaina.
Dois estudos na literatura fornecem evidéncias para essa relacdo. O aumento da
expressao de espinofilina apds auto-administracdo de cocaina por macacos foi
observado por MCINTOSH et al, (2013). Adicionalmente, ALLEN et al. (2006)
sugeriram que camundongos nocautes para espinofilina seriam mais sensiveis aos
efeitos da cocaina, visto que efeitos comportais no campo aberto e na preferéncia
condicionada por lugar foram observados em uma dose que nao foi efetiva em

camundongos selvagens. Todavia, a literatura acerca do envolvimento da espinofilina
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na dependéncia ainda € escassa. Portanto, se fazem necessarios mais estudos que
sustentem essas evidéncias, investigando diferentes paradigmas comportamentais bem
como O0S possiveis mecanismos bioquimicos e moleculares que medeiam esses

processos.
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8 OBJETIVOS
8.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da modulagdo alostérica negativa de mGIluR5 e o papel da proteina

espinofilina na dependéncia de cocaina.

8.2 Objetivos especificos

e Avaliar o envolvimento de mGIuR5 e da espinofilina na sensitizagcado
comportamental e na preferéncia condicionada por lugar a cocaina;

e Avaliar o efeito do antagonismo de mGIuR5 pela droga CTEP) nos paradigmas
avaliados, na presenca e na auséncia da proteina espinofilina;

e Investigar o efeito do CTEP e da delegdo da espinofilina na expressao génica e
protéica de receptores dos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico;

e Investigar o efeito do antagonismo de mGIuR5 e da deleg&o da espinofilina na
sinalizagao celular em resposta a cocaina;

e Relacionar os dados bioquimicas e moleculares com os comportamentos

relacionados a dependéncia de cocaina avaliados.
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ao todo 199 camundongos, incluindo animais das linhagens C57BL/6 e
nocautes para espinofilina de 70 a 90 dias de idade. Os comundongos espinofilina KO
foram inicialmente doados pelo Dr. Paul Greengard (Rockefeller University, Nova
lorque) e a partir destes uma coldnia propria foi estabelecida. Os animais foram criados
no biotério central da Universidade de Ottawa, onde foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12/12h com agua e ragao ad libitum, a 24 °C em estantes ventiladas.
Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pelo uOttawa Animal
Care Committee sob protocolo de numero #CMM-2519.

Camundongos dos tipos selvagem e nocaute (KO) para espinofilina foram subdivididos
em 4 grupos, os quais receberam salina, cocaina (15mg/Kg), CTEP (1mg/Kg) ou
cocaina (15mg/Kg) + CTEP (1mg/Kg) por via intraperitoneal, resultando em 8 grupos
experimentais: salina-wt, salina-KO, cocaina-wt, cocaina-KO, CTEP-wt, CTEP-KO,
cocaina+CTEP-wt, cocaina+CTEP-KO). Cada animal foi submetido a apenas um dos
dois experimentos comportais realizados: sensitizagao comportamental ou preferéncia
condicionada por lugar. Ao final dos experimentos comportamentais, os animais foram
sacrificados e a regiao do estriado dissecada para posteriores analises moleculares e

bioquimicas.

9.2 Curva dose-resposta

O padrao de resposta das duas drogas a serem utilizadas foi inicialmente avaliado no
intuito de direcionar a escolha das doses experimentais. Para isso, foram realizadas
curvas dose-resposta para cocaina e CTEP com base na atividade locomotora dos
animais. As doses de cocaina utilizadas foram 0.3, 1, 3, 10 e 30 mg/Kg enquanto as
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doses de CTEP foram 0.06, 0.2, 0.6, 2 e 6 mg/Kg. As doses escolhidas para a curva

foram baseadas na literatura e seguiram padréo de diluigdo de aproximadamente meio

log.

Os animais foram previamente habituados ao aparato por 30 minutos, e apds injecao,

foram colocados novamente no campo aberto e a atividade locomotora foi medida

durante 1h. Os testes foram filmados e os dados foram analisados com auxilio do
software EthoVision XT 13.0 (Noldus).

9.3 Protocolo de sensitizagdo comportamental

O protocolo utilizado foi constituido de 4 fases, conforme descrito abaixo e demonstrado
em figura representativa (SAKAE et al., 2015; fig. 24):

)

ii)

Habituagdo: os animais foram injetados com salina e imediatamente
submetidos ao teste de campo aberto, a fim de se habituarem as inje¢des e
se familiarizarem com o aparato, estabilizando a linha de base antes dos
tratamentos serem iniciados.

Desenvolvimento da sensitizagdo comportamental: os animais receberam
injecbes com as drogas designadas dependendo do grupo ao qual pertencem
e imediatamente testados no campo aberto por 30 minutos 1 vez ao dia por 5
dias consecutivos.

Abstinéncia: os animais foram mantidos em suas gaiolas sem receber
nenhum tipo de droga ou teste por um periodo de 5 dias.

Desafio: os animais foram novamente injetados com as mesmas drogas
utilizadas previamente e testados no campo aberto por 30 minutos para

avaliar a expressao da sensitizagdo comportamental.
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Desenvolvimento

habituacdo  da sensitizacdo  abstinéncia desafio
{_A_‘ [ : | [ : \ _
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|

eutanasia e
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Figura 24. Protocolo de sensitizacdo comportamental

Todas as sessodes foram filmadas e os dados foram analisados com auxilio do software
EthoVision XT 13.0 (Noldus).

9.4 Preferéncia condicionada por lugar (CPP)

O experimento foi realizado em caixas de acrilico de 27.3 x 27.3 x 20.3 cm divida em
dois ambientes, equipada com sensores de infra-vermelho e acoplada a um
computador com software proprio para o equipamento (Med Associates Inc.). Os dois
lados da caixa foram customizados de forma a gerar 2 ambientes diferentes (figura 25),

separados por uma porta removivel do tipo guilhotina.
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Figura 25. Equipamento utilizado para o teste da preferéncia condicionada por lugar. Fonte: arquivo

préprio

O protocolo para o teste de preferéncia condicionada por lugar consistiu em 3 fases:

1) habituagao: no primeiro dia de experimento, os animais foram colocados no aparato
com a porta divisoria aberta e foram permitidos explorar ambos os ambientes livremente
por 20 minutos.

2) condicionamento: nessa fase, os animais receberam inje¢cdes de forma associada a
um determinado ambiente, sendo confinados em um determinado lado da caixa apds
injecdo de salina, ou no lado oposto da caixa apos injecdo de uma das drogas de
acordo com seus respectivos grupos (salina, cocaina, CTEP, cocaina+CTEP). O
condicionamento foi feito em dias alternados durante 6 dias consecutivos, conforme
esquema abaixo (figura 26). De modo a evitar interferéncia de uma possivel preferéncia
natural por um dos lados, metade dos animais de cada grupo teve o lado A pareado
com a droga enquanto a outra metade teve o lado B associado a droga.

3) teste: no oitavo dia do experimento, a porta diviséria foi novamente removida e os
animais, sem receber injecdo de nenhuma das drogas, puderam explorar livremente
ambos os lados da caixa durante 20 minutos. A preferéncia condicionada por lugar foi
avaliada pela diferenca entre o tempo despendido no lado associado a droga e no lado
associado a salina.

Condicionamento

A
[ |

Habituacdo salina droga salina droga salina droga Teste

>
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 26. Delineamento experimental para o teste de preferéncia condicionada por lugar.

9.5 SDS-PAGE e western blot

As amostras de estriado, previamente acondicionadas em freezer a -80°C, foram
trituradas em tampao RIPA (NaCl 150 mM, EDTA 5mM, Tris base 50 mM, NP-40 1%,
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deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% em agua) e mantidas em rotagéo a 4°C por 30
min para extragdo das proteinas. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 12.000
xg por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e a concentragao de proteinas no
sobrenadante foi determinada por método de Lowry modificado utilizando o kit DC™
Protein Assay (Bio rad). As amostras foram diluidas em tamp&do de amostra 3x, e
aquecidas a 55 °C por 5 minutos. 25ug de proteinas foram separadas em SDS-PAGE.
Ao final da eletroforese, foi montando um “sanduiche” formado por papéis de filtro de
alta espessura, uma membrana de nitrocelulose de 0.45um e o gel recém resolvido,
umedecidos em tampéao de transferéncia 5x Transfer Buffer (Bio rad) diluido para 1x. A
transferéncia foi realizada por meio do equipamento Trans-Blot® Turbo™ (Bio rad)
utilizando 2.5A e voltagem de até 25V por 10-15 dependendo do peso molecular da
proteina alvo. Apds a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com TBS-T
contendo 10% de leite em pd desnatado por 1h e entdo incubadas com anticorpo
primario diluido em TBS-T contendo 3% de leite em pds desnatado durante
aproximadamente 12h. Em seguida, as membranas foram lavadas 3x com TBS-T por 5
minutos e incubadas com anticorpo secundario diluido em leite em p6 desnatado por 2
horas. O processo de lavagem foi repetido, porém a ultima lavagem foi realizada com
TBS. Para a detecgao por quimioluminescéncia, as membranas foram incubadas com o
reagente Clarity Western ELC substrate (Bio rad) por alguns minutos e as imagens
foram adquiridas no equipamento ChemiDoc™ (Bio rad). A quantificagcao foi realizada
por meio do software ImageLab (Bio rad).

9.6 PCR quantitativa em tempo real

9.6.1 Extragcao de RNA

Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e o RNA total extraido utilizando TRI
Reagent RNA Isolation Reagent (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA) de acordo com as
instrucbes do fabricante. Em suma, os tecidos foram solubilizados em trizol
(1mL/100mg de tecido) com o uso de um homogeneizador elétrico por 30 segundos e o
homogenato centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. Ao sobrenadante, foi
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adicionado cloroférmio (200uL/100mg tecido), misturado por inversao por 15 segundos
e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A mistura foi entdo centrifugada a
12.000xg por 20 minutos a 4°C. Recuperou-se a fase aquosa e a esta adicionou-se
isopropanol (500uL/100mg tecido) para a precipitanyo do RNA. Centrifugou-se a
12.000xg por 15 minutos e o precipitado foi lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido)
e centrifugado a 7500xg por 5 minutos. O RNA foi ressuspendido em 30 pL de agua
deionizada, previamente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A concentracdo e a
qualidade do RNA extraido foram verificadas utilizando o equipamento NanoDrop™
(ThermoScientific, Wilmington, USA).

9.6.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, CA, USA)
usando o equipamento S1000 Thermal Cycler (Biorad, CA, USA). As condi¢des da
reacao foram as seguintes: 25°C por 5 min., 42°C por 30min., 85°C por 5 min.

9.6.3 PCR quantitativa em tempo real

As amostras de cDNA obtidas foram submetidas a reacdo de PCR em tempo real
utilizando o equipamento CFX398 Real Time PCR (Biorad) e o kit Luna Universal gPCR
Mastermix (New England Biolabs). Em suma, as reagbes foram preparadas em um
volume total de 8uL contendo 4 pL de Luna Mastermix 2x, 2 yL de agua purificada,
0,5uL de cada iniciador a 10uM e 1 uL de cDNA. Foram realizados 45 ciclos apods a
desnaturagao inicial (95°C, 2 minutos) de acordo com os seguintes parametros: 95°C

(desnaturagao) por 15s; 60°C (anelamento) por 30s e 72°C (amplificagédo) por 30s.

Para garantir a qualidade da reagao, as amostras foram preparadas em triplicata e para
cada experimento incluiu-se uma reagdo sem molde como controle negativo. Além
disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-se amostras RT-
negativas e pela analise da curva de melting dos produtos amplificados, que foi feita

resfriando-se as amostras a 60°C e, em seguida, aumentando-se a temperatura para
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95°C a 0,1°C/s. A especificidade das reacdes de PCR também pbde ser confirmada
pela verificagdo dos amplicons em gel de acrilamida, além da curva de melting. A
quantificacédo relativa da expressao génica foi feita pelo método 2-AACt utilizando a
expressdao de GAPDH para normalizagcdo dos dados. Os primers utilizados tiveram a
eficiéncia de amplificagdo avaliada, apresentaram desempenho satisfatério, e as
sequéncias estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na qPCR.

Gene NCBI Refseq Sequéncia (5’- 3’) Tamanho do
fragmento
(pb)

D1R NM_010076.3 F: CCAAGAACGTGAGGGCTAAG 120
R: TGAGGATGCGAAAGGAGAAG

D2S XM_006509996.3 F: TGCAGTGTTAGCTTGGCTCG 138
R: GTGAAAGGGGCACTCTGTGA

D2L NM_010077.2 F: CCACTCAAGGGCAACTGTACC 143
R: TGACAGCATCTCCATTTCCAG

mGIuR5 NM_001143834.1 F: AGTCATTTACCTAAAGCCCGG 166
R: CTTCTCGCTGATACCCATCTG

NR2A NM_008170.2 F: ATGACTATTCTCCGCCTTTCC 220
R: AGTTTACAGCCTTCATCCCTC

NR2B NM_008171.3 F: GAACGAGACTGACCCAAAGAG 248
R: CAGAAGCTTGCTGTTCAATGG

Barr-2 NM_001271358.1 F: CCACCCGAGATACACACTGG 188
R: GCCAAACATGGGCGTTCTTT

DARPP-32 NM_144828.2 F: CCCAGAACTCGGCGTTGTAT 101
R: GGCGAAGAGGTTAAAGCCAGA

DeltaFosB  NM_001347586.1 F: TGCAGCTAAGTGCAGGAACCGT 224
R: GAGGACTTGAACTTCACTCGGCCA

espinofiina  NM_172261.3 F: CAGGGTGTGTGGAGATTCCC 169

R: AGCTCATATTCCGCAGAGGC



91

GAPDH NM_001289726.1 F: CCTCGTCCCGTAGACAAAATG 194
R: TTGACTGTGCCGTTGAATTTG

9.7 Cultura primaria de neuronios

Os cérebros de embrides no estagio E15 foram dissecados em tampado HBSS,
submetidos a digestao por tripsina (3% em HBSS) em banho-maria a 37 °C, tratados
com DNase (10% em HBSS) e dissociados com auxilio de uma pipeta. Em seguida, os
neurdnios foram plagueados em placas de 6 pogos contendo laminulas previamente
tratadas com poli-L-ornitina contando meio Neurobasal completo (Neurobasal, 0,25%
de GlutaMAX, 1% de N2, 2% de B27 e penicilina+estreptomicina 50ug/mL). As culturas
foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 por 14 dias e o meio foi parcialmente
renovado a cada 4 dias.

9.8 Imunofluorescéncia em cultura primaria de neurénios

Para a imunofluorescéncia, os neurdnios foram inicialmente lavados com PBS e fixados
com solugdo de paraformaldeido 4% em PBS por 15 minutos. Em seguida, os
neurdnios foram tratados com solugdo permeabilizante (triton 0.2% em PBS) por 5
minutos, e entdo com solugéo de bloqueio (BSA 3% em PBS) por 30 minutos. A seguir,
0s neurdnios foram incubados com anticorpo primario coelho anti- D2R ou coelho anti-
mGIuR5 (1:500 em PBS contendo 1% de BSA e 0,1% de tween) overnight a 4 °C. Apos
a incubagdo, as células foram lavadas 3X com PBS e incubadas com anticorpo
secundario burro anti-coelho Alexa Fluor 647 (1:500 em PBS contendo 1% de BSA e
0,1% de tween) por 2h a temperatura ambiente. Em seguida, os neurdnios foram
lavados 3X com PBS e bloqueados novamente com 5% soro de cabra e 1% de BSA em
PBS por 30 minutos. Entdo, foram realizados uma incubagdo com anticorpo primario
coelho anti-espinofilina (1:800 em PBS contendo 1% de BSA e 0,1% de tween) por 2h,
3 lavagens com PBS, e incubagdo com anticorpo secundario cabra anti-coelho Alexa
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Fluor 488 por 1h a temperatura ambiente. Entdo, os neurdnios foram lavados e
incubados com Hoescht para marcacdo do nucleo por 10 min. Por fim, as laminulas
foram montadas em laminas utilizando meio conservante ProLong Gold Antifade
Mountant (ThermoFisher) e seladas. As imagens foram adquiridas utilizando o
microscopio Zeiss LSM880 AxioObserver Z1 com os filtros 405 para Hoescht (azul), 488

para espinofilina (verde) e 639 para D2R e mGIuR5 (vermelho).

9.9 Imunohistoquimica em tecido cerebral

Os cortes foram lavados com PBS e tratados com solugao de peréxido de hidrogénio a
0,3% em PBS por 30 minutos a temperatura ambiente sob agitagdo. Em seguida, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS por 5 minutos. Entdo, os cortes foram
incubados com solugao permeabilizante de triton X-100 a 0,3% em PBS por 10 minutos.
A seguir, foi feito o bloqueio das amostras com solugéo contendo 2,5% de soro de
cabra por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as amostras foram
incubadas overnight com anticorpo primario coelho anti-c-Fos (1:200) em solugao
contendo 1,5% de soro de cabra + 0,1% de triton X-100 a 4°C sob agitagdo. No dia
seqguinte, foram feitas trés lavagens de 5 minutos cada com PBS. Entdo, os cortes
foram incubados com anticorpo secundario burro anti-coelho biotinilado (1:500 em PBS
contendo 1% de soro de cabra + 0,1% de triton X-100) por 90 minutos a temperatura
ambiente sob agitagdo. Os cortes foram submetidos a trés lavagens com PBS e entéo
incubados com solugdo ABC do kit VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kit (Vector
Laboratories) por 90 minutos a 4°C sob agitagdo. Os cortes foram lavados trés vezes
por 5 minutos, revelados por incubagdo com o substrato de peroxidase Vector® SG
subtrate (Blue-Gray) por 5 minutos, lavados com agua destilada e montados nas
l&minas para microscopia. As imagens foram adquiridas utilizando o microscopio Zeiss
LSM880 AxioObserver Z1 e quantificagao foi realizada com auxilio do software ImageJ.
Foram quantificadas 3 areas de cada corte, sendo 5 cortes de cada cérebro, de 2 a 3

cérebros por grupo.
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9.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio da ANOVA de duas vias seguido de post-hoc LSD
de Fisher para comparagcdes multiplas. Para analise da sensitizagdo comportamental,
exclusivamente, utilizou-se ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de
post-hoc de Bonferroni. Os dados foram representados como média + erro padrao, € o
nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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10 RESULTADOS

10.1 Curvas dose-resposta para cocaina e CTEP

A fim de avaliar o padrdo de resposta das duas drogas utilizadas de modo a nortear a
escolha das doses experimentais, foram realizadas curvas dose-resposta baseadas na
atividade locomotora para cocaina e CTEP (Figura 27).
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Figura 27. Curvas de dose-resposta para cocaina e CTEP em camundongos selvagens. Dados

expressos como Média + erro padrdo de 3 animais cada.

A DES50 observada para cocaina foi de 10,63 mg/Kg e para o CTEP foi de 1,16 mg/Kg.
Apesar de ter sido observada hiperlocomocédo de forma dose-dependente para ambas
as drogas, pode-se notar que o efeito obtido pela dose maxima de CTEP utilizada
equivale a aproximadamente metade do observado na dose maxima de cocaina,
demonstrando que o efeito estimulante da cocaina na locomogéo € muito maior do que
o promovido pelo CTEP. Os dados das curvas-dose resposta foram utilizados para a
escolha das doses a serem utilizadas no experimento de sensitizagdo comportamental.
A fim de poder ser observado um efeito consideravel para cada droga e ainda permitir a
manipulagdo deste para mais ou para menos pelas diferentes condi¢gdes experimentais,
optou-se por uma dose logo acima da DE50. Desta forma, foram selecionadas as doses
de 15 mg/Kg de cocaina e 1,5 mg/Kg de CTEP.
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10.2 Efeito do CTEP e da espinofilina na sensitizagdo comportamental a cocaina

Avaliando-se o efeito agudo das drogas utilizadas, por meio da primeira sessdo do
experimento (Figura 28), pode ser observado que a administragdo de cocaina provocou
hiperlocomogédo tanto em camundongos selvagens quanto KO para espinofilina
(p<0,001 para ambos, em relagdo ao grupo salina-wt). A administracado de CTEP
resultou em hiperlocomogdo em camundongos KO, sem afetar a locomogao em
camundongos selvagens (p=0,0386 e p=0,5482, respectivamente, em relagdo ao grupo
salina-wt). Em relacdo ao tratamento combinado, cocaina+CTEP, este promoveu
hiperlocomogédo tanto em camundongos selvagens (p<0,001) como KO (p<0,001).
Adicionalmente, foi observado que a hiperlocomog¢do foi mais exacerbada nos
camundongos KO, sendo significativamente maior do que a produzida pela cocaina
isoladamente (p<0,001).

40000 -

30000- 3 KO

20000 -

Distancia percorrida (cm)

Figura 28. Efeito agudo da administragéo de cocaina, CTEP, ou ambos, em camungos KO ou selvagem.
Dados expressos como média + erro padrdao. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de
post hoc de Tukey. ***p<0,001 em relagéo a cocaina-wt e cocaina-KO, ###p<0,001 em relagéo ao grupo
cocaina+CTEP-KO, &p<0,05 comparado ao CTEP-wt, $p<0,05 em relagdo ao grupo cocaina+CTEP-wt,
n=11-13.
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Na figura 29 podemos observar o comportamento de cada grupo experimental ao longo
do experimento de sensitizagcdo. Ao comparar a atividade locomotora dos animais no
ultimo dia de tratamento com a exibida no desafio, ndo se observou diferenca em
nenhum dos grupos, incluindo o grupo cocaina-wt. E provavel que, com as doses
utilizadas, no quinto dia de teste o efeito maximo ja havia sido atingindo. Com isso,
optamos por avaliar o resultado final do protocolo de sensitizacdo (desafio) em
comparagdo com a resposta a primeira exposicdo as respectivas drogas. Ao
compararmos a atividade locomotora exibida na primeira exposi¢ado as drogas com a do
desafio (Figura 30), podemos observar, conforme esperado, um aumento na resposta
para o grupo cocaina-wt (p<0,0001), no entanto, esse efeito ndo foi observado no grupo
cocaina-KO (p=0,1383). Na&ao foi observado alteragdo em resposta ao CTEP nos
animais selvagens ou KO (p>0,9999 para ambos). O grupo cocaina+CTEP-wt
apresentou uma resposta semelhante a observada para o grupo cocaina-wt, com um
aumento significativo da atividade locomotora do momento do desafio em comparagao
ao primeiro dia de teste (p<0,0001). Ja para o grupo cocaina+CTEP-KO esse efeito nao
foi significativo (p=0,0908) [ANOVA de duas vias com medidas repetidas, fator tempo: F
(1, 78) = 44.25 p<0.0001; fator grupos: F (7, 78) = 32.29 p<0,0001; interagao: F (7, 78)
= 5.074 p<0,0001; matching: F (78, 78) = 3.132 p<0,0001].
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Figura 29. Experimento de sensitizagdo comportamental ao longo das sessdes. Observa-se que os
animais do grupo cocaina+CTEP-KO mantém locomogao acentuada observada na primeira sessao.
Ainda, destaca-se a comparagéo entre os grupos cocaina-wt e cocaina-KO. Pode ser observado que o
aumento progressivo da atividade locomotora observado nos animais selvagens ndo ocorre nos animais
nocaute. Dados apresentados como média + erro padrao.
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Figura 30. A auséncia da proteina espinofilina bloqueia o desenvolvimento da sensitizagao a cocaina.
Dados expressos como média + erro padrdao. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de
pos-teste de Bonferroni, ***p<0,001.

10.3 Preferéncia condicionada por lugar (CPP)

No teste de preferéncia condicionada por lugar, foi observado que os animais tratados
com cocaina desenvolveram preferéncia pelo ambiente pareado com a droga,
permanecendo significativamente mais tempo no lado da caixa previamente associado
a cocaina em comparacgao ao lado pareado com injegdes de salina, independentemente
do gendtipo (F (3, 75) = 13.44 p<0.0001 para tratamento, F (1, 75) = 0.5172 p=0.4743
para genétipo, ANOVA de duas vias). A administragcdo de CTEP por si ndo causou
preferéncia ou aversao por lugar (salina-wt vs. CTEP-wt p=0,6378; salina-wt vs. CTEP-
KO p= 0,4579) e a combinagdo de CTEP néao afetou a CPP a cocaina (salina-wt vs.
cocaina+CTEP-wt p= 0.0018; salina-wt vs. cocaina+CTEP-KO p=0,0034) (Figura 31).
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Figura 31. O nocaute da espinofilina ou tratamento com CTEP néao afetam a CPP a cocaina. Média + erro

padrao, n=9-13 por grupo. Teste LSD de Fisher **p<0,01.

10.4 A espinofilina colocaliza com D2R e mGluR5 em cultura primaria de
neurdnios

Com o objetivo de identificar se ha colocalizagdo entre a espinofilina e os receptores
D2R e mGIuR5, neurbnios estriatais foram duplamente marcados por
imunofluorescéncia para as trés proteinas mencionadas. As imagens obtidas por
microscopia confocal revelam a co-localizacédo dos receptores D2R e mGIuRS com a
proteina espinoflilina (Figura 32).
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espinofilina

mGIuR5 espinofilina sobreposi¢do

Figura 32. Imagem confocal de cultura primaria de neurdnios estriatais marcados para D2R (a, vermelho),
mGIuR5 (b, vermelho) e espinofilina (verde em a e b) revelando colocalizag&o da espinofilina com estes
receptores.
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Os neurdnios foram também marcados com MAP2 para caracterizagao da cultura, e foi
observado que as células em cultura consistem predominantemente em neurdnios
(Figura 33).

Figura 33. Imunofluorescéncia para MAP2 em cultura primaria de estriado.

10.5 Alteragoes na imunoreatividade para c-Fos

Para avaliar um possivel efeito do CTEP ou da espinofilina na indugdo de c-Fos, um
marcador de atividade neuronal (HOFFMAN et al., 1993; CRUZ et al., 2013), induzido
de forma expressiva e transiente pela cocaina (GAYBRIEL et al., 1990; NESTLER,
2001; DRAGO et al., 1996), foi realizada uma analise imunohistoquimica. A ANOVA de
duas vias revelou efeito geral do fator gendtipo [F (1, 232) = 331,6 p<0,0001],
tratamento [F (3, 232) = 1249 p<0,0001] e interagdo [F (3, 232) = 205,1 p<0,0001].
Observou-se que a indugdo de c-Fos promovida pela cocaina em animais selvagens

nao foi observada nos animais nocaute para espinofilina (p<0,0001). Adicionalmente, a
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administracdo de CTEP atenuou a imunoreatividade para c-fos induzida pela cocaina
em animais selvagens (p<0,0001). Nao foi observada diferenga entre os grupos
cocaina-KO e cocaina+CTEP-KO (p=0,2828) ou entre CTEP-wt e CTEP-KO (p>0,9999)
(Figura 38).
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Figura 38. Analise por imunohistoquimica de amostras de estriado dos animais. Observa-se que o
aumento na expressao de c-Fos induzido pela cocaina € menos intenso em animais nocautes para
espinofilina em relagéo aos selvagens €, ainda, que a co-administrigdo de CTEP atenuou a indugéo de c-

Fos promovida pela cocaina. a) Figura representativa da imunohistoquimica para as diferentes
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condigdes. b) Representagéo da quantificagdo da imunoreatividade para c-fos. p<0,001 para todas as
comparagdes multiplas exceto salina-wt vs.salina-KO, cocaina-KO vs. Cocaina+CTEP-KO, e CTEP-wt
vs.CTEP-KO. ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni.

10.6 Efeito das diferentes condi¢does experimentais na sinalizagao celular e
expressao proteica de receptores e da tirosina hidroxilase no estriado

As proteinas de sinalizagao e receptores envolvidos com os sistemas dopaminérgico e
glutamatérgico estriatais foram avaliadas por SDS-PAGE seguida de western blotting e
os resultados estdo apresentados na figura 34.

Observou-se que a ativagdo de ERK, induzida pela cocaina (p=0,0488), foi atenuada
com a adicdo de CTEP visto que a analise de compara¢des multiplas ndo demonstrou
diferencga entre salina-wt e os grupos cocaina+CTEP-wt (p=0,4299) ou cocaina+CTEP-
KO (p=0.2016). Esse aumento de pERK induzido pelo tratamento isolado com cocaina
nao foi estatisticamente significativo para os animais nocaute (p=0.1177). Animais
tratados com CTEP n&o apresentaram diferengca em relagdo ao controle (CTEP-wt
p=0,5085; CTEP-KO p=0,3998). Ainda, com relagao aos possiveis efeitos da delecao
de espinofilina nos niveis basais de pERK, os resultados demonstram grande
variabilidade e auséncia de diferenga estatistica entre o grupo salina-KO e o grupo
salina-wt (p=0,1336).

Em relagdo a ativagdo de mTOR, a analise dos niveis de fosforilagdo revelou que
apesar de uma tendéncia de aumento nos animais selvagens (cocaina-wt vs. salina-wt
p=0,0975), a administragdo de cocaina induziu um aumento estatisticamente
significativo na ativagao de mTOR apenas nos animais nocaute (cocaina-KO vs. salina-
wt p=0,0050). Esse efeito foi revertido pela combinagdo de cocaina com CTEP, visto
que nao ha diferenga entre os grupos tratados com cocaina+CTEP em relagdo aos
grupos tratados com cocaina ou com os grupos salina (cocaina+CTEP-wt vs. salina-wt
p=0,3436; cocaina+CTEP-wt vs. cocaina-wt p=0,5030; cocaina+CTEP-KO vs. salina-
KO p=0,7011; cocaina+CTEP-KO vs. cocaina-KO p=0,0626).
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No que diz respeito a ativagdo de Akt, a analise por ANOVA de duas vias revelou efeito
no fator tratamento [F (3, 50) = 6.542 p=0.0008]. A administracdo de cocaina causou
aumento na fosforilagdo de Akt tanto em animais selvagens (cocaina-wt vs. salina-wt
p=0,0101; cocaina-wt vs. salina-KO p=0,0172) como nocautes (cocaina-KO vs. salina-
wt p=0,0006; cocaina-KO vs. salina-KO p=0,0011) quando comparados aos grupos
tratados com salina. Esse efeito foi parcialmente revertido pela co-administragdo de
CTEP, apenas no grupo KO, visto que os niveis de pERK no grupo cocaina+CTEP-KO
nao apresentaram diferenga em relagdo aos grupos salina-wt (p=0,2996) ou salina-KO
(p=0,4022), enquanto um aumento de pERK nos animais selvagens tratados com a
combinagao de cocaina e CTEP ainda foi observado em relagdo ao grupo salina-wt
(p=0,0347), mas nao ao salina-KO (p=0,0547). Ja em relagédo a proteina GSK3, o nivel
de fosforilagcdo nao foi afetado por nenhum dos tratamentos nem pela delegcdo da
espinofilina [F (1, 39) = 0.03643 p=0.8496] para gendtipo e F (3, 39) = 0.3306 p=0.8033
para tratamento; p>0.05 para todas as comparagdes multiplas).

O nivel de ativagdo da enzima tirosina hidroxilase também foi avaliado, e nenhuma
alteracao na fosforilagéo foi observada entre os grupos [F (1, 53) = 0.1341 p=0.7156]
para genétipo e [F (3, 53) = 0.1787 p=0.9104] para tratamento; p>0.05 para todas as
comparagdes multiplas. No entanto, o nivel total de tirosina hidroxilase se mostrou
diminuido no grupo CTEP-KO em relagédo ao CTEP-wt (0.0374) e salina-wt (0.0307).
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Figura 34. Efeito dos diferentes tratamentos em proteinas de sinalizagdo na regido estriatal. Dados

expressos como média * erro padrao (n=7-8), ANOVA de duas vias seguida de LSD de Fisher. *p<0,05.

A expressao de receptores dos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico também foi
avaliada (Figura 35). Nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos
com relagdo ao receptor D1R, apesar de uma tendéncia ter sido observada para os
animais selvagens que receberam cocaina (salina-wt vs. cocaina-wt p=0.0536 e salina-
wt vs. cocaina+CTEP p=0.0506). A expressao total de D2R néo foi afetada por nenhum
dos tratamentos nem pela delegdo da espinofilina [F (1, 53) = 2.082 p=0.1549] para

genotipo e [F (3, 53) = 0.3122 p=0.8165] para tratamento; p>0.05 para todas as
comparagoes multiplas).
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A analise de variancia ANOVA de duas vias revelou efeito do genétipo na expressao do
receptor mGIuRS [F (1, 51) = 8.001 p=0.0067 para genotipo, F (3, 51) = 9.841 p<0.0001
para tratamento e F (3, 51) = 0.4262 para interagdo]. Animais que receberam a
combinagdo de CTEP+cocaina apresentaram aumento na expressdao de mGIuR5
(salina-wt vs. cocaina+CTEP-wt p=0.0151; salina-wt vs. cocaina+CTEP-KO p<0.0001),
assim como camundongos nocaute que receberam CTEP (salina-wt vs. CTEP-KO
p=0,0074). Observou-se que esse aumento foi correspondente a forma monomérica do
receptor. O tratamento isolado com CTEP nao alterou a expressdo de mGIuR5 em
camundongos selvagens (p=0,1963). Além disso, o tratamento com cocaina, apenas,
ndo afetou os niveis de expressdo de mGIuR5 nem em camundongos selvagens
(salina-wt vs. cocaina-wt p=0,8468) nem nocautes (salina-wt vs cocaina-KO p=0,3243).
Ainda, nao foi observado nenhum efeito na expressdo de mGIuR5 induzido apenas pelo

nocaute da espinofilina (salina-wt vs. salina-KO p=0,4084).

Receptores NMDA também foram avaliados. Em relagdo a subunidade NR2A pode-se
ser observado que a delecdo da espinofilina promove um aumento da expressao de
NR2A em niveis basais, sendo esta mais elevada em relagdo aos grupos salina-wt
(p=0.0005), cocaina-wt (p=0,0007), CTEP-wt (p=0,009), cocaina+CTEP-wt (p=0,0017) e
cocaina+CTEP-KO (p=0,0015). Além disso, ANOVA de duas vias mostrou efeito de
genotipo [F (1, 49) = 12.55 p=0.0009)] mas nao de tratamento [F (3, 49) = 1.235
p=0.3070]. Nenhuma das drogas utilizadas (ou a combinagdo destas) afetou a
expressdao de NMDAR2A (p>0,05 para todas as outras comparag¢des multiplas). Ja para
a subunidade NR2B, ndo houve nenhum efeito geral de tratamento [F (3, 31) = 0.3633
p=0.7800] ou gendtipo [F (1, 31) = 0.5373 p=0.4690], e nenhuma diferenga entre os
grupos foi revelada pela anédlise de comparagdes multiplas (p>0,05).
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Figura 35. Avaliacdo da expressdo de receptores dos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico no
estriado. A expressdo dos receptores foi normalizada pela expressdo de GAPDH e os dados foram
expressos como média * erro padrao (n=7-8), ANOVA de duas vias seguida de LSD de Fisher. *p<0,05.

N&o foi observado diferenga na expressao de PSD95 em nenhum dos grupos (F (1, 38)
= 1.222 p=0.2759 para gendtipo e F (3, 38) = 1.26 p=0.3020 para tratamento; p>0.05

para todas as comparag¢des multiplas). Por fim, a expressao de espinofilina néo se

mostrou alterada em fungdo de nenhum dos tratamentos nos camundongos do tipo

selvagem (F (3, 19) = 1.111 p=0.3691; p>0.05 para todas as comparagdes multiplas)

(Figura 36).
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Figura 36. Expressédo de PSD95 e espinofilina no estriado. Dados normalizados pela expressao de

GAPDH e expressos como média + erro padréo (n=7-8), ANOVA de duas vias seguida de LSD de Fisher.
*p<0,05.

10.7 Efeito das diferentes condigoes experimentais na expressao génica no
estriado

No intuito de verificar possiveis alteragcdes no nivel transcricional induzidas pelos
diferentes tratamentos, em animais nocautes e selvagens, analises de expressao
génica por PCR quantitativa em tempo real foram realizadas em amostras de estriado
(Figura 37). Os mesmos receptores previamente avaliados em western-blot também
foram avaliados por qPCR, a fim de co-relacionar a express&o génica com a expressao

protéica. Adicionalmente, a expressdo génica de DARPP-32, devido ao seu papel
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notavel na sinalizagdo e integragao dos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico, e de
deltaFosB, um fator de transcricdo importante para diversas alteragbes de longo prazo
promovidas pela cocaina, também foram avaliados. ANOVA de duas vias nos dados
de deltaFosb relevou um efeito geral de tratamento na expresséao desse gene [F (3, 40)
= 8,657 p=0,0002] mas nao de gendtipo [F (1, 40) = 3,979 p=0,0529]. Foi observado um
aumento na expressdao de deltaFosb nos grupos cocaina-wt (p=0,0022) e
cocaina+CTEP-wt (p=0,0452) em relagao ao controle, mas n&o para os grupos cocaina-
KO (p=0,1070) e cocaina+CTEP-KO (p=0,6130). Por outro lado, ndo foi observada
diferenga entre os grupos cocaina-wt e cocaina-KO (p=0,0964) ou cocaina+CTEP-wt e
cocaina+CTEP-KO (p=0,1273).

Com relagédo a expressao do receptor mGIuRS5, foi observado um aumento nos grupos
CTEP-KO (p=0,0435) e cocaina+CTEP-wt (p=0,0162) em relagdo ao salina-wt. Para o
grupo cocaina+CTEP-KO foi observado um aumento nédo sé em relagdo ao grupo
salina-wt (p<0,0001) mas em relagao a todos os outros grupos experimentais. Ainda em
relacdo ao sistema glutamatérgico, receptores do tipo NMDAR também foram
avaliados. Observou-se que animais nocautes para espinofilina apresentam maior
expressao génica para a subunidade NR2A (p=0,0190) em relagdo aos animais do tipo
selvagem. Além disso, o tratamento com cocaina+CTEP induziu um aumento na
expressao deste gene nos camundongos selvagens (p=0,0208). Ainda, a ANOVA de
duas vias revelou interagéo [F (3, 41) = 3.405 p=0,0264] entre os dados. Ja para a
subunidade NR2B, apesar de uma tendéncia ter sido observada, ndo houve diferenca
significativa entre nocautes e selvagens a niveis basais (p=0.0668). No entanto, o grupo
cocaina+CTEP-wt apresentou niveis de mRNA mais elevados do que salina-wt
(p=0.0037), cocaina-wt (p=0,0277), cocaina-KO (p=0,0292), CTEP-KO (p=0,0400) e
cocaina+CTEP-KO (p=0,0080). Assim como NR2A, também foi observado interagao
entre os fatores para NR2B [F (3, 45) = 3.771 p=0,0169].

Em relagdo aos receptores dopaminérgicos avaliados, foi observado um aumento na
expressao génica do receptor D1R no grupo cocaina-KO em relagéo aos outros grupos

(p<0.05 para todas as comparagdes multiplas) associado a interagéo entre os fatores [F
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(3, 39) = 4.842 p=0.0059]. Ja para a expressao de receptores D2R, nao foi observada

nenhuma diferenga entre os grupos (p>0.05 para todas as comparag¢des multiplas).

A andlise de varidncia revelou um efeito geral por tratamento [F (3, 51) =
3.311p=0.0272] para a expressao génica de beta-arrestina 2. Foi observado um
aumento no grupo cocaina+CTEP-wt em relacdo aos grupos salina-wt (p=0.0007),
salina-KO  (p=0,0052), cocaina-wt (p=0,0247), cocaina-KO (p=0,0027) e
cocaina+CTEP-KO (p=0,0339). Com relagdo a expressao de DARPP-32, os grupos
CTEP-wt e cocaina+CTEP-wt apresentaram niveis de expressao mais elevados do que
0os observados nos grupos salina-wt, salina-KO e cocaina-KO (p<0,005 para as
comparagoes citadas). Adicionalmente, o grupo cocaina+CTEP-wt apresentou maior
expressdao génica do que o grupo cocaina+CTEP-KO (p=0,0339). A analise da
expressdo génica de PSD95 nao demostrou diferenga entre nenhum dos grupos

experimentais (p>0,05 em todas as comparag¢des multiplas).
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Figura 37. Avaliagédo da expressao génica por g°PCR em amostras de estriado. Os dados foram
normalizados pela expresséo do gene GAPDH e expressos como como média + erro padrdo (n=7-8),
ANOVA de duas vias seguida de LSD de Fisher. $ p<0.05 em relag&o ao grupo cocaina-wt e # p<0.05 em
relagédo ao grupo cocaina+CTEP-wt. *p<0.05 para as comparagdes indicadas.
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11 DISCUSSAO

Para melhor compreender a relagdo entre a sinalizagdo dopaminérgica e glutamatérgica
na adicdo a cocaina, propusemos investigar o efeito da modulag&do alostérica negativa
de mGIuR5, bem como da presenca ou auséncia da proteina espinofilina utilizando dois
paradigmas: a sensitizagdo comportamental e a preferéncia condicionada por lugar.

Diversos protocolos ja foram descritos para avaliagdo da sensitizagdo comportamental,
entre eles variagdes no periodo de tratamento e no tempo de abstinéncia podem ser
observadas (SOLINAS et al., 2008; LIU e STEKETEE, 2011; SAKAE et al., 2015;
GARCIA et al., 2017). Ao comparar a atividade locomotora dos animais no ultimo dia de
tratamento com a exibida no desafio, ndo se observou diferenca em nenhum dos
grupos, incluindo o grupo cocaina-wt. E provavel que, com as doses utilizadas, no
quinto dia de teste o efeito maximo ja havia sido atingindo. Com isso, optamos por
avaliar o resultado final do protocolo de sensitizagdo (desafio) em comparagdo com a
resposta a primeira exposi¢cdo as respectivas drogas. Um resultado notavel foi o fato
dos camundongos nocaute para espinofilina ndo desenvolverem sensitizacdo a
cocaina. Ainda, quando a cocaina foi combinada ao CTEP, a hiperlocomogéao foi
potencializada nos camundongos KO, efeito que foi observado ja na primeira
administracdo. No entanto, essa resposta se manteve aproximadamente no mesmo
nivel ao longo de todo o experimento, portanto, apesar da hiperlocomogéo, essa
resposta nao foi sensitizada. Vale ressaltar, contudo, que nesse caso € possivel que o
efeito maximo ja tenha sido atingido, impossibilitando um aumento ainda maior na
atividade locomotora produzido por sensitizagcdo comportamental, assim como relatado
em outros trabalhos (SAKAE et al., 2015).

Estudos mostram que o efeito geral da sinalizagdo de mGIuRS nos nucleos da base age
no sentido contrario a sinalizacao dopaminérgica (LIU, et al., 2001; CONN et al., 2005).
O envolvimento de mGIuR5 na locomogéo é corroborado pela observacdo de que a
delegdo bem como o antagonismo desse receptor produz hiperlocomogéo (RIBEIRO et
al., 2014; GUIMARAES et al., 2015). Considerando dados prévios demonstrando que a
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sinalizacdo de mGIuR5 é exacerbada na auséncia de espinofilina (DI SEBASTIANO et
al., 2016), é possivel que o antagonismo de mGIUR5 em animais nocaute para a
espinofilina tenha um impacto maior do que em animais selvagens. Em conjunto, esses
dados poderiam explicar a hiperlocomogao mais intensa promovida pela administragcao
combinada de cocaina+CTEP em camundongos KO.

Um estudo relatou que camundongos nocaute para espinofilina seriam mais sensiveis
aos efeitos da cocaina, utilizando experimentos de campo aberto (para avaliagédo de
efeito agudo) e preferéncia condicionada por lugar. No entanto, esses efeitos foram
observados apenas em uma baixa dose na qual a cocaina nao foi efetiva em
camundongos do tipo selvagem, e a sensitizagdo comportamental ndo foi alterada
(ALLEN, et al. 2006).

Os mecanismos da sensitizacdo nao estdo totalmente elucidados, mas estudos
mostram que esse fendmeno esta associado a um aumento na neurotransmisséo
dopaminérgica principalmente no sistema mesocorticolimbico, onde ja foram
observados aumento na liberagdo de dopamina (KALIVAS & DUFFY, 1990; PARSONS
& JUSTICE, 1993), aumento na sensitividade de receptores D1R (HERNY & WHITE,
1991; KALIVAS & DUFFY, 1995), diminuigéo da atividade de autoreceptores (HENRY et
al.,, 1989; STEKETEE & WALSH, 2005), e indugdo de LTP (BORGLAND et al., 2004)
promovidos pelo uso repetido de cocaina e outras drogas. Estudos mostram ainda que
ocorre uma reducdo na atividade de D2R no cortex pré-frontal associada ao
desenvolvimento da sensitizacdo comportamental a cocaina e que administragbes
repetidas de um antagonista de receptores D2R induz sensitizagdo (BOWERS et al.,
2004; STEKETEE & WALSH, 2005). Além disso, um aumento na excitabilidade de
neurdnios da VTA, durante o desenvolvimento da sensitizagdo a estimulantes, mostrou-
se associado a uma diminuigdo na sensibilidade da fungcdo autorreceptora de D2R
nesses neurdnios (HENRY et al., 1989; STEKETEE & WALSH, 2005).

Sabe-se que a espinofilina se liga ao terceiro loop citoplasmatico de receptores D2R,

porém, os efeitos dessa interacdo na atividade do receptor ainda ndo foram bem
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elucidados como no caso de outros receptores. Levando em consideragao a
similaridade do terceiro loop citoplasmatico, regido de interagdo dos receptores D2R e
a2AR com a espinofilina, e as semelhanga quanto a sinalizacdo desses receptores
(ambos sao acoplados a proteina Gi), hipotetiza-se que a espinofilina regule D2R de
forma semelhante a descrita para a2AR (SARRUILHE et al., 2011), antagonizando a
sinalizacado de MAPK dependente de beta-arrestina 2 (WANG et al., 2004). Portanto,
caso esta hipotese esteja correta, a sinalizacdo de D2R seria exacerbada em
camundongos nocaute para espinofilina o que seria um possivel mecanismo para o
bloqueio do desenvolvimento de sensitizacdo comportamental observado. No entanto,
estudos especificos sobre os efeitos da espinofilina na sinalizagdo dos receptores D2R

se fazem necessarios para confirmar essa hipotese.

Apesar dos efeitos na sensitizagdo comportamental citados acima, nado foram
observadas alteragdes promovidas pelo antagonismo de mGIuR5 ou pela delegdo da
espinofilina na preferéncia condicionada por lugar induzida pela cocaina. Dados na
literatura mostram que os neurocircuitos envolvidos na sensitizagdo e na recaida, em
grande parte se sobrepdem, com algumas diferengas sutis sendo observadas até o
momento (revisados em STEKETEE & KALIVAS, 2011). Além disso, a ocorréncia de
sensitizacdo comportamental em estudos de auto-administragdo e recaidas ja foi
relatada diversas vezes (DE VRIES et al., 1998; FERRARIO et al., 2005). Desta forma,
€ sugerido que o modelo de sensitizagdo comportamental teria validade semelhante ao
de auto-administracao no estudo da dependéncia de drogas estimulantes (STEKETEE
& KALIVAS, 2011). No entanto, outros estudos mostram que a sensitizagao
comportamental nem sempre se correlaciona com a maior sensibilidade a recaidas em
experimentos de auto-administracdgo (AHMED & CADOR, 2006; LENOIR & AHMED,
2007; KNACKSTEDT & KALIVAS 2007; ZHANG et al., 2007). Além da diferenga da
administracdo passiva ou ativa entre os dois modelos, fatores como a via de
adminstragéo (IV versus IP), a dose e a velocidade na qual a droga atinge o SNC
podem influenciar essa falta de correlacdo por vezes observada. Adicionalmente,
alguns autores defendem que a sensitizagdo do incentivo motivacional, e ndo da

atividade locomotora, seja de fato importante para a dependéncia (ROBINSON &
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BERRIDGE, et al., 2008). Dessa forma, é possivel que mesmo quando o sistema motor
atinge o nivel maximo de sensitizag&o, a circuitaria envolvida com a motivag&o continua
a sensitizar, levando a um aumento no comportamento de busca pela droga mesmo

sem efeito na sensitizagdo comportamental motora (STEKETEE & KALIVAS, 2011).

A primeira forte evidéncia do envolvimento dos receptores mGIuR5 na adi¢gado a cocaina
foi demonstrada por Chiamulera et al., 2001, onde foi revelado que camundongos
nocaute para mGIuR5 nao desenvolvem auto-administragdo de cocaina e que o padrao
de auto-administragdo de animais selvagens é reduzido quando sao tratados com altas
doses de MPEP (CHIAMULERA et al., 2001). McGueehan & Olive, 2003 avaliaram o
efeito do MPEP nos efeitos recompensadores de outras drogas além da cocaina. Os
autores revelaram que MPEP foi capaz de reduzir a CPP apenas a cocaina, mas nao a
anfetamina, morfina, nicotina ou etanol. Como o MPEP nao alterou a CPP promovida
por outras drogas de abuso, o efeito do MPEP n&o parece interferir com a capacidade
do animal de associar estimulos reforgcadores de drogas de abuso com o ambiente
pareado a tais efeitos. Portanto, os autores sugerem a existéncia de um mecanismo
mais especifico (ainda nao elucidado) para a prevengao da CPP a cocaina induzido por
essa droga (MCGUEEHAN & OLIVE, 2003). Ainda, estudos demonstram que o
antagonismo de mGIuR5 é capaz também de reduzir, de forma dose-dependente, a
busca pela droga apds extingédo (recaida), induzida tanto por uma inje¢cao de cocaina
quanto por pistas associativas previamente utilizadas no treinamento de auto-
administragdo (KUMARESAN et al., 2009; KENNY et al., 2005; MARTIN-FARDON &
WEISS; 2012). Vale ressaltar que em alguns desses estudos, a administragcao de MPEP
e MTEP ocorreu 30 minutos antes dos testes, promovendo o bloqueio dos receptores

antes da primeira dose de cocaina.

Por outro lado, Fowler et al., 2011 demonstraram que camundongos nocaute para
mGIuR5 apresentam CPP normal a cocaina, bem como hiperlocomo¢do no mesmo
nivel de camundongos selvagens em doses moderadas de cocaina (10 e 20 mg/kg),
apresentando locomogdo menor em relagdo aos selvagens apenas na dose de

40mg/kg. Além disso, um estudo mostrou que o tratamento com MTEP nao afetou a
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CPP a cocaina em nenhuma das 3 doses testadas (1, 3 e 10 mg/Kg) (VEENEMAN et
al., 2010). Adicionalmente, Rutten et al., (2011) demonstrou que o antagonismo de
mMGIuR5 potencializou a CPP a cocaina e nicotina, visto que a dose minima para
promover CPP foi reduzida pelo pré-tratamento com MPEP. Nesse estudo, os autores
sugerem que o efeito anti-abuso do bloqueio de mGIuRS proposto por outros trabalhos
possa ser mediado por um mecanismo de substitui¢cdo, visto que o MPEP também pode
apresentar propriedades reforgadoras per se (RUTTEN et al., 2011).

Desta forma, é possivel observar que os dados na literatura a respeito do papel do
receptor mGIuRS na adigdo a cocaina sdo variados e, ainda, divergentes. Diante do
exposto, observa-se que fatores como estratégia de intervencdo no receptor
(antagonismo ou nocaute), droga utilizada, dose, protocolo experimental e paradigmas
avaliados sdo fontes de variagao entre os estudos citados e, com isso, influenciam nos
resultados e na interpretacdo dos mesmos. Como no presente estudo foi utilizado um
modulador alostérico negativo ainda nao utilizado em estudos com cocaina, ndo pode
ser descartada a hipotese de que a dose utilizada ndo tenha sido suficiente para
interferir na CPP ou mesmo na sensitizagdo comportamental (no caso dos selvagens).
Portanto, ndo se pode afirmar que a sinalizacdo de mGIuRS n&o esta envolvida na
dependéncia a cocaina e que esse receptor ndo deve ser considerado como alvo
terapéutico, mas sim que, na dose utilizada, e para os paradigmas avaliados, a droga
CTEP néao foi capaz de prevenir fendtipos induzidos pela cocaina. Nossos dados, assim
como as divergéncias encontradas na literatura, ressaltam a necessidade de mais
estudos para melhor compreensao do papel do receptor mGIuR5 nos comportamentos
relacionados a cocaina e de uma melhor estratégia farmacoldgica de modulagédo desse
receptor para um potencial tratamento da dependéncia de cocaina.

No intuito de investigar as bases moleculares envolvidas nos possiveis efeitos do
mGIuR5 e da espinofilina na dependéncia de cocaina, avaliamos a expressdo de
proteinas de sinalizagdo, receptores, e fatores de transcricdo. Uma das respostas
celulares a cocaina e a agonistas de D1R mais proeminentes é o aumento intenso e

transitério da expressao dos imediate early genes (IEGs) da familia Fos, especialmente
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c-Fos, em regibes como NAc, caudado-putdmen, CPF e amigdala (GRAYBIEL et al.,
1990; NESTLER, 2001; MCCLUNG & NESTLER, 2003; DRAGO et al., 1996). c-Fos
ativa a formagdo do complexo de transcricdo AP-1 e participa da regulacédo da
expressao génica, inclusive de outros IEGs (MORGAN & CURRAN, 1991; ZHANG et
al., 2005). deltaFosB é um fator de transcrigdo da familia fos, que, diferentemente das
outras proteinas dessa familia, se acumula em algumas regides cerebrais em resposta
a drogas de abuso, e medeia diversas alteragdes persistentes relacionadas ao
desenvolvimento da dependéncia, incluindo a sensitizagdo comportamental (NESTLER
et al., 2001). Em um estudo onde foi realizado nocaute condicional do gene Fos em
neurdnios contendo receptores D1R, foi observado que a delecdo de Fos associada a
auséncia de inducdo de c-Fos e de acumulo de deltaFosB, usualmente promovidos pela
cocaina, resultou em bloqueio da senstizagdo comportamental a essa droga (ZHANG et
al., 2006). Por outro lado, os camundongos nocautes apresentaram CPP normal e,
ainda, maior tempo de extincdo dessa preferéncia, demonstrando a importancia das
proteinas da familia Fos, nesses comportamentos (ZHANG et al., 2006). De forma
semelhante, no presente trabalho foi observado um aumento de deltaFosB e c-Fos
induzido por cocaina e associado a sensitizagdo comportamental em camundongos
selvagens, enquanto camundongos nocautes para espinofilina tratados com cocaina
nao apresentaram aumento significativo na expressdo de deltaFosB ou c-Fos nem
sensitizagdo comportamental. Além disso, também n&o se observou relagdo entre a

expresséo de deltaFosB e a preferéncia condicionada por lugar.

Até o momento, existe apenas um trabalho na literatura que investigou respostas a
cocaina em animais nocaute para espinofilina. Conforme mencionado anteriormente, o
trabalho de ALLEN et al. (2006) apresenta alguns resultados contrastantes em relagao
aos aqui observados no que diz respeito ao comportamento. Adicionalmente, os dados
em relagdo a indugado de c-Fos também se mostraram divergentes, visto que os autores
observaram aumento na expressao de c-Fos em animais espinofilina-KO enquanto, no
presente trabalho, foi observada uma diminuicdo. Entre as diferengas nas condi¢cdes
experimentais, vale ressaltar que a indugdo de c-Fos em ALLEN et al. (2006) foi

avaliada por hibridizagéo in situ, portanto foi quantificado RNA e n&o proteina, e a dose
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utiizada foi de 10 mg/Kg, versus 15 mg/Kg utilizadas no presente estudo.
Adicionalmente, foi observado neste trabalho que a combinagdo de CTEP reduziu a
imunoreatividade de c-Fos induzida pela cocaina, dado que € consistente com as
alteracbes observadas na ativagdo de proteinas de sinalizacdo celular, que serdo
discutidas em seguida.

A literatura mostra que a familia MAPK esta envolvida em diversos efeitos atribuidos a
cocaina, como hiperatividade, sensitizacdo comportamental, recompensa e
dependéncia (GARCIA-PARDO et al., 2016). Ja foi demonstrado que a expressao da
preferéncia por lugar aumenta p-ERK no estriado, hipocampo, e VTA, e que o bloqueio
da fosforilagdo de ERK no estriado inibe a expresséo de sensitizagdo comportamental a
cocaina (PAN et al., 2011; FRICKS-GLEASON et al., 2011; KIM et al., 2011). Além
disso, camundongos nocautes para o receptor D1R ndo apresentam aumento de p-ERK
e nao adquirem CPP a cocaina (CHEN & XU, 2010). Adicionalmente, sabe-se que a
atividade de ERK esta associada a plasticidade sinaptica induzida por cocaina (PAN et
al., 2011). No presente estudo, o tratamento com cocaina produziu aumento de p-ERK
e esse efeito foi atenuado pela combinagdo com CTEP.

A via PI3K/Ak/GSK3/mTOR, implicada na neuroadaptagdo envolvida no
desenvolvimento da dependéncia de cocaina (NEASTA et al.,, 2014), também foi
avaliada. Foi observado aumento na ativagdo de mTOR e AKT induzido pela cocaina, e
este efeito foi atenuado pelo co-tratamento com CTEP. Dados na literatura mostram
que ocorre um aumento da ativacdo de mTOR e seus alvos induzido por cocaina, via
receptor D1R (SUTTON & CARON, 2015; WU et al., 2011). Além disso, sabe-se que a
via PI3K-Akt-mTOR também ¢é ativada pelo receptor mGIuR5 (MAO et al., 2005;
GUHAN & LU et al., 2004). Estudos revelam que o tratamento com rapamicina, um
inibidor de mTOR, é capaz de prevenir a expressao de preferéncia condicionada por
lugar, mas n&o o desenvolvimento desta, além de atenuar a sensitizacdo
comportamental (BAILEY et al., 2011; WU et al., 2011). Apesar do tratamento com
CTEP no presente estudo atenuar o aumento da ativacdo de ERK, AKT e mTOR
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promovido pela cocaina, essa alteragdo nao foi suficiente para afetar preferéncia

condicionada por lugar induzida pela cocaina.

No presente estudo, foi observado que a droga CTEP induziu um aumento na
expressdo génica de DARPP-32, tanto isoladamente quanto em combinagdo com a
cocaina. A proteina DARPP-32 possui um importante papel na integracdo das
sinalizagbes dopaminérgicas e glutamatérgicas (GREENGARD ET AL., 1999). Apos
ativacdo de D1R, a DARPP-32 ¢ fosforilada na treonina 34 via PKA, se tornando um
potente inibidor da PP1 (NISHI et al., 1997). Por outro lado, essa proteina pode ser
fosforilada na treonina 75 pela CDK5, como ocorre em resposta a ativagcao de
receptores mGIuR5. Nesse caso, a DARPP-32(pTre75) atua como um inibidor da PKA,
e, portanto, reduz o efeito da sinalizagdo dopaminérgica em alvos da PKA, como CREB,
MAPK e receptores do tipo AMPA (BIBB et al., 1999; NISHI et al., 2005; CONN et al.,
2005). Ainda, ja foi demonstrado que esse switch da pTre34 para pTre75 esta
relacionado com uma atenuacdo de respostas intracelulares induzidas pela cocaina
como a fosforilagdo de CREB a inducéo de c-fos no estriado (TAKAHASHI et al., 2005).
O aumento da expressdo de DARPP-32 induzido pelo CTEP pode ser um indicio de
alteracbes na sinalizacdo envolvendo essa proteina. No entanto, seria interessante
verificar o nivel de fosforilagdo nos dois sitios acima citados nessas amostras.
Interessantemente, o efeito do CTEP na expressédo génica de DARPP-32 s6 ocorreu

em animais selvagens.

Como o aumento na expressdo de mGIuRS induzido pela combinacdo de
cocaina+CTEP, ou pelo CTEP apenas no caso de animais nocaute, foi observado tanto
a nivel de mRNA quanto de proteina, é possivel verificar que se trata de uma
upregulation propriamente dita, e ndo de uma possivel menor taxa de degradagao do
receptor. Possivelmente esse aumento na expressao ocorre como uma resposta
compensatoéria ao bloqueio do receptor. Como camundongos nocaute para espinofilina
apresentam sinalizacdo exacerbada em niveis basais, ha de se considerar que esse
possivel efeito compensatorio possa ser ainda maior quando o receptor é bloqueado

nesses animais, levando ao aumento mais pronunciado observado nos grupos nocaute.
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Ainda em relagdo a sinalizagdo basal mais elevada em camundongos nocautes
observada em Di Sebastiano et al., 2016, é possivel que esta seja mediada em parte
por receptores NMDA com subunidade 2A, visto que no presente estudo foi verificado
gue animais nocaute para espinofilina apresentam maior expressdo desses receptores
em relagdo a animais do tipo selvagem. Dessa forma, € possivel que esse aumento de

NR2A esteja associado ao aumento nos niveis de Ca?* intracelular, pAkt e pERK.

O presente trabalho apresenta evidéncias da participacdo espinofilina bem como do
receptor mGIuRS na dependéncia de cocaina. No entanto, estudos complementares
poderiam melhorar a compreensao do potencial efeito do CTEP no tratamento da
dependéncia de cocaina. Nesse sentido, seria interessante avaliar o efeito de diferentes
doses de CTEP nos paradigmas ja avaliados, bem como, estudar o efeito do CTEP

utilizando condicionamento operante em um sistema de auto-administracdo de cocaina.
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12 CONCLUSOES

O nocaute da espinofilina previne o desenvolvimento da sensitizagao
comportamental a cocaina;

O CTEP potencializa a hiperlocomogao induzida por cocaina em camundongos
nocautes para espinofilina;

A espinofilina ndo é necessaria para o desenvolvimento da CPP a cocaina;

Na dose e regime utilizados, o CTEP n&o afetou a CPP a cocaina;

A expressdo de mGIuR5 é aumentada pelo tratamento com CTEP apenas em
camundongos nocaute para espinofilina, enquanto o tratamento combinado de
CTEP com cocaina aumenta a expressdo de mGIluR5 tanto em animais
selvagens quanto espinofilina KO.

O CTEP atenuou a ativagao de ERK, AKT e mTOR induzidas pela cocaina, no
entanto, essas alteracbes na sinalizagdo nao foram suficientes para afetar o
comportamento;

O nocaute da espinofilina, bem como a administragcdo de CTEP atenuam a

inducéo de c-Fos promovida pela cocaina.
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13 CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho, foi observado que a inalagdo de crack por 11 dias ndo altera a
memoria de reconhecimento de objetos ou a memoria espacial de referéncia, mas
causa déficits na memoria de trabalho. Além disso, os animais submetidos a inalagao
de crack apresentam menor interagdo social, demonstrando, em conjunto, efeitos
comportamentais e déficits cognitivos semelhantes ao que ocorrem na esquizofrenia.
Adicionalmente, a exposigcdo ao crack altera a expressdo génica e protéica de
receptores dopaminérgicos no cortex pré-frontal e no estriado também de forma
semelhante a alteragbes observadas em indviduos com esquizofrenia. Desta forma,
sugerimos que as caracteristicas comportamentais exibidas por usuarios de crack
possivelmente resultam de alteracbes moleculares e bioquimicas semelhantes as que
ocorrem na esquizofrenia, € que o0 mecanismo envolvido nessas alteragbes
comportamentais provavelmente esta relacionado com o aumento da razao D2S/D2L e
com a reducao da expressao de receptores do tipo NMDA no cértex pré-frontal, que

também ocorrem na esquizofrenia.

Em relagdo a segunda parte do trabalho, observou-se que o nocaute da espinofilina
previne o desenvolvimento da sensitizagdo comportamental a cocaina e que o CTEP
potencializa a hiperlocomog¢ao induzida por cocaina em camundongos nocautes para
espinofilina. Adicionalmente, foi verificado que espinofilina ndo € necessaria para o
desenvolvimento da CPP a cocaina e, na dose e regime utilizados, o CTEP também
ndo afetou a CPP a cocaina. A nivel molecular e bioquimico, a expressdo de mGIuR5 é
aumentada pelo tratamento com CTEP apenas em camundongos nocaute para
espinofilina, enquanto o tratamento combinado de CTEP com cocaina aumenta a
expressdao de mGIuRS tanto em animais selvagens quanto espinofilina KO.
Adicionalmente, verificou-se que o nocaute da espinofilina, bem como a administragao
de CTEP atenuam a indugado de c-Fos promovida pela cocaina. Ainda, o co-tratamento
com CTEP atenuou a ativagdo de ERK, AKT e mTOR induzidas pela cocaina, no

entanto, essas alteragdes na sinalizacdo ndo foram suficientes para afetar o
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comportamento. Desta forma, estudos complementares poderiam melhorar a

compreensao do potencial efeito do CTEP no tratamento da dependéncia de cocaina.
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