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RESUMO

TORRES, Yuli Yohana Serna. Abstinéncia a cocaina e suas consequéncias no
sistema colinérgico muscarinico. 2018. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
- Faculdade de ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2018.

Uma das principais dificuldades enfrentadas na dependéncia a cocaina esta
relacionada aos sintomas de abstinéncia, como ansiedade, desejo e irritabilidade.
Estes efeitos podem durar meses ou anos apos a interrupg¢do do consumo prolongado,
fazendo com que o individuo volte a procura-la. Os efeitos recompensadores da
cocaina levam a alteragcdes neurobiolégicas do sistema mesocorticolimbico
dopaminérgico, que se origina na area tegmental ventral e se projeta para o nucleo
accumbens, e cOrtex pré-frontal, areas intimamente ligadas ao desenvolvimento da
dependéncia. Esses neurdnios dopaminérgicos recebem estimulos dos neurdnios
colinérgicos que contribuem para os aspectos cognitivos da dependéncia. Devido a
complexidade neurobilégica envolvida durante a abstinéncia, pouco se sabe sobre as
alteracdes no sistema colinérgico muscarinico durante este periodo no encéfalo,
objetivo deste estudo. Para tal, camundongos machos adultos Swiss-Webster foram
submetidos a cocaina em padrdo agudo em binge (3x30 mg/kg/dia) e cronicamente
por escalonamento de dose em binge por 14 dias (3x15 mg/kg/dia nos dias 1-4; 3x20
mg/kg/dia nos dias 5-8; 3x25 mg/kg/dia nos dias 9-12; e 3x30 mg/kg/dia nos dias 13
e 14). A atividade locomotora de cada animal foi avaliada em campo aberto (CA), onde
permaneceram no aparato por 60 minutos entre cada administracdo. Apés o periodo
de exposicdo os animais permaneceram 14 dias em abstinéncia, a fim de avaliar a
ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE). Em seguida os animais foram
eutaniasiados, sendo o coértex pré-frontal (CPF), o estriado e o hipocampo dissecados
e armazenados a -80°C para a analise dos receptores dopaminérgicos D1 e Dz,
receptores colinérgicos muscarinicos M1, M2, M3, M4 e Ms (MAChRs) e moléculas
colinérgicas (acetilcolinesterase, AChE; colina acetiltransferase, ChAT e transportador
vesicular de acetilcolina, VAChT) por Western Blotting (n=6). Os resultados
comportamentais mostraram maior atividade locomotora nos animais tratados com
cocaina no tratamento agudo ou cronico, quando comparado ao basal. Mais ainda, a
sensibilizacdo comportamental foi detectada a partir do segundo dia de administracéo

de cocaina. No teste de LCE, realizado 14 dias ap0s a interrup¢do da administracéo



de cocaina, ndo foi observada diferenca estatistica entre os animais previamente
expostos a cocaina e grupo controle. No CPF observou-se diminuicdo de D2R, M1
MAChRs e aumento M2 e M4 mAChRs no tratamento agudo; no tratamento cronico
houve diminuicdo de M1e Ms mMAChRs e ChAT. No estriado observou-se aumento de
D1R, M1 e M2 mAChRs, ChAT no tratamento agudo; e aumento DiR, VAChT, ChAT e
diminuicdo D2R, M1 e M2 mAChRs no tratamento cronico. J& no hipocampo observou-
se aumento de DiR, D2R, M2 mAChRs, VAChT e diminuicdo M1 mAChRs no
tratamento agudo; e aumento de DiR, VAChT e diminuicdo D2R, M1 mAChRs no
tratamento cronico. Nossos resultados mostram envolvimento de processo de
neuroplasticidade, tanto no sistema dopaminérgico quanto no colinérgico muscarinico,

em ambos o0s protocolos utilizados, mesmo apds 14 dias de abstinéncia.

Palavras chaves: farmacodependéncia, receptores colinérgicos muscarinicos,

receptores dopaminérgicos, abstinéncia, cocaina, ansiedade.



RESUMEN

TORRES, Yuli Yohana Serna. Abstinencia a la cocainay sus consecuencias en el
sistema colinérgico muscarinico. 2018. 130f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
- Faculdade de ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2018.

Una de las dificultades enfrentadas en la dependencia de cocaina son los sintomas
de abstinencia, como ansiedad, deseo Yy irritabilidad. Estos efectos pueden durar
meses 0 afos después de la interrupcion del consumo prolongado, haciendo que el
individuo vuelva a consumirlo. Los efectos recompensadores de la cocaina causa
alteraciones neurobiolégicas del sistema mesocorticolimbico dopaminérgico, que se
origina en el area tegmental ventral y se proyecta hacia el nacleo accumbens y cortex
pré-frontal, areas intimamente ligadas al desenvolvimiento de la dependencia. Esas
neuronas dopaminérgicas reciben estimulos de neuronas colinérgicas la cual
contribuyen para los aspectos cognitivos de la dependencia. Debido a la complejidad
neurobiolégica involucrada durante la abstinencia, poco se sabe sobre las alteraciones
del sistema colinérgico muscarinico durante este periodo en el encéfalo, objetivo de
este estudio. Por tanto, ratones adultos macho Swiss-Webster fueron sometidos a
cocaina en dosis padron agudo en binge (3x30 mg/kg/dia) y crénicamente por
escalonamiento de dosis en binge por 14 dias (3x15 mg/kg/dia en los dias 1-4; 3x20
mg/kg/dia en los dias 5-8; 3x25 mg/kg/dia en los dias 9-12; y 3x30 mg/kg/dia en los
dias 13 e 14). La actividad locomotora de cada animal fue evaluada en el test de
campo abierto (CA), donde permanecieron por 60 minutos entre cada administracion.
Después del periodo de exposicibn los animales permanecieron 14 dias de
abstinencia, a fin de evaluar la ansiedad en el labirinto de cruz elevado (LCE). En
seguida los animales fueron eutanasiados, donde el cortex pré-frontal (CPF), estriado
y hipocampo fueron disecados y almacenados a -80°C para analizar los receptores
dopaminérgicos D1 e Dz, receptores colinérgicos muscarinicos Mi, M2, M3, Ma y Ms
(mMAChRs) y moléculas colinérgicas (acetilcolinesterasa, AChE; colina
acetiltransferasa, ChAT y transportador vesicular de acetilcolina, VAChT) por Western
Blotting (n=6). Los resultados comportamentales mostraron mayor actividad
locomotora en los animales tratados con cocaina en tratamiento agudo y crénico,
comparado al control. Por otra parte, la sensibilizacion comportamental fue detectado
a partir de segundo dia de administracion de cocaina. En la prueba de LCE, realizado

después de 14 dias de interrupcion de la administracion de cocaina, no fue observado



diferencia estadistica entre los animales previamente expuestos a la cocaina y el
grupo control. En CPF se observo disminucion de D2R, M1 mAChRs y aumento de M2
y M4 mAChRs en tratamiento agudo; en el tratamiento cronico mostro disminucion de
M1y Ms mAChRs y ChAT. En el estriado se observdo aumento de DiR, M1 y M2
MAChRs, ChAT en el tratamiento agudo; aumento D1R, VAChT, ChAT y disminucion
de D2R, M1y M2 mAChRs en el tratamiento crénico. Por ultimo, en el hipocampo se
observo aumento de D1R, D2R, M2 mAChRs, VAChT y disminucién M1 mAChRs en el
tratamiento agudo; aumento de DiR, VAChT y disminucion D2R, M1 mAChRs en el
tratamiento cronico. Nuestros resultados muestran envolvimiento de procesos de
neuroplasticidad, tanto en el sistema dopaminérgico como el sistema colinérgico

muscarinico, en ambos protocolos utilizados, después de 14 dias de abstinencia.

Palabras claves: farmacodependencia, receptores colinérgicos muscarinicos,

receptores dopaminérgicos, abstinencia, cocaina, ansiedad.



ABSTRACT

TORRES, Yuli Yohana Serna. Cocaine abstinence and its consequences in the
cholinergic muscarinic system. 2018. 130f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2018.

One of the major difficulties faced in cocaine addiction is related to withdrawal
symptoms, such as anxiety, craving and irritability. These effects can last for months
or years after the interruption of prolonged consumption, causing the individual to
return to seek it. The rewarding effects of cocaine lead to neurobiological alterations
of the dopaminergic mesocorticolimbic system, which originates in the ventral
tegmental area and projects to the nucleus accumbens, and prefrontal cortex, areas
closely linked to the development of addiction. These dopaminergic neurons receive
stimuli from cholinergic neurons that contribute to the cognitive aspects of addiction.
Due to the neurobiological complexity involved during withdrawal, there are not many
studies about the alterations in the muscarinic cholinergic system during this period in
the brain, objective of this study. For this, Swiss-Webster adult male mice were
submitted to cocaine in an acute pattern in binge (3x30 mg/kg/day) and chronically by
dose escalation in binge for 14 days (3x15 mg/kg/day on days 1-4, 3x20 mg/kg/day
on days 5-8, 3x25 mg/kg/day on days 9-12, and 3x30 mg/kg/day on days 13 and 14).
The locomotor activity of each animal was evaluated in the open field (OF), where they
remained in the apparatus for 60 minutes between each administration. After the
exposure period, the animals remained in abstinence for 14 days in order to assess
anxiety in the elevated plus maze (EPM). Immediatley after the EPM, the animals were
euthanized, the CPF, striatum and hippocampus were dissected and stored in -80°C
until the analysis of dopaminergic D1 and D2 receptors, muscarinic cholinergic
receptors Mi, M2, Ms, Msa and Ms (mAChRs) and cholinergic molecules
(acetylcholinesterase, AChE, choline acetyltransferase, ChAT and acetylcholine
vesicular transporter, VAChT) by Western Blotting (n=6). Behavioral results showed
greater locomotor activity in cocaine treated animals in acute or chronic treatment,
when compared to baseline. Furthermore, behavioral sensitization was detected from
the second day of cocaine administration. In the EPM test, performed 14 days after
cocaine withdrawal, no statistical difference was observed between the animals

previously exposed to cocaine and control group. In the CPF, it was observed



decrease D2R, M1 mAChRs and increase Mz and M4 mAChRs in acute treatment; in
the chronic treatment there was decrease of M1 and Ms mAChRs and ChAT. In the
striatum, it was observed increase of Di1R, M1 and M2 mAChRs, ChAT in the acute
treatment; and increase DiR, VAChT, ChAT and decrease D2R, M1 and M2 mAChRs
in chronic treatment. In the hippocampus, there was an increase in DiR, Dz2R, M2
MAChRs, VAChT and decrease M1 mAChRs in the acute treatment; and increase of
DiR, VAChT and decrease D2R, M1 mAChRs in chronic treatment. Our results show
that neuroplasticity is involved in both the dopaminergic and muscarinic cholinergic

systems, in both protocols used, even after 14 days of abstinence.

Keywords: drug addiction, muscarinic cholinergic receptors, dopaminergic receptors,

abstinence, cocaine, anxiety.



1. Introducdo



1. Introducéao

O consumo das drogas ilicitas deixou de ser um problema individual para
tornar-se num problema social, familiar e de saude publica.

Em 2016, aproximadamente 5,6% da populagéo adulta, o que corresponde a
275 milhdes de pessoas, consumiram alguma droga ilicita pelo menos uma vez. Ainda
mais preocupante € que 30,5 milhdes dos consumidores, ou seja, 0,62% da populacao
adulta mundial, sofrem algum tipo de transtorno gerados pelo consumo de alguma
droga ilicita (Figura 1). Destas, 11 milh6es sdo consumidores de drogas injetaveis,
sendo que 1,3 milhdes vivem com HIV (Human Immunodeficiency Virus), 5,5 milhdes
com virus da hepatite C e 1 milhdo com as duas doencas concomitantemente (World
Drug Report 2018, United Nations Office on Drugs and Crime - UNODC). Em 2014, o
namero de mortes relacionadas ao consumo de alguma droga ilicitas foi
aproximadamente de 207.400. Isso corresponde a, 43,5 mortes por milhdo de pessoas
entre a faixa etaria de 15 e 64 anos (World Drug Report 2016, United Nations Office
on Drugs and Crime - UNODC). Mas ainda, as mortes por overdose, a maioria por
opiaceos, representaram entre um terco e a metade de todas as mortes relacionadas

ao consumo das drogas ilicitas (UNODC, 2016).

Figura 1. Prevaléncia anual do uso de drogas ilicitas de 2006-2016 e de problemas associados ao
mesmo em individuos de 15 a 64 anos.
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O crescente numero de usuarios de drogas que afetam o sistema nervoso
central (SNC) como a anfetamina, a cocaina e o crack, transformou-se em um grave
problema de salude publica em praticamente todos os paises do mundo
(DEGENHARDT et al., 2011; FANG ZHENG & CHANG-GUO ZHAN, 2012). O uso
desta substancia esta associado a uma variedade de condi¢cdes psiquiatricas e a
consequéncias fisicas e psicossociais negativas, disturbios cardiovasculares e
neurologicos, sintomas psicoticos, infec¢des transmitidas pelo sangue (por exemplo,
virus da hepatite B e C), comportamentos violentos e morte prematura (DURSTELER
et al., 2015). Além disso, as drogas sdo um fator de risco para o0 aumento da violéncia
na sociedade (GOLDSTEIN et al., 2009).

Em 2017, o Relat6rio Mundial sobre Drogas (World Drug Report 2017, United
Nations Office on Drugs and Crime - UNODC), indicou que o cultivo da planta

Erytroxylum coca aumentou 30 % no periodo de 2013-2015 (Figura 2).

Figura 2: Cultivo global de coca e producdo de cocaina, 1998-2015. A producdo de cocaina, foi
calculada em 937 toneladas (com base na "antiga" taxa de conversdo) ou em 1,125 toneladas (com
base na "nova" taxa de converséo) de cloridrato de cocaina pura em 2015.
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Fonte: Adaptado do UNODC, 2017.

Esse aumento pode ser explicado, em parte, pelo aumento da area de cultivo
na Coldmbia em 44% e 39% nos anos de 2014 e 2015, respectivamente. Isso pode

ter sido numa consequéncia de que em outubro do 2015 o governo colombiano

22



abandonou completamente a politica de erradicacdo aérea do cultivo da planta da
coca. Em outros paises houve diminuicdo de seu cultivo, como no Peru, que durante
o periodo de 2011 a 2014 o cultivo da coca diminuiu 31% (UNODC, 2016) e na Bolivia
que caiu 35% no periodo de 2010-2015 (UNODC, 2017). Em 2015 a producéo de
cloridrato de cocaina (expressa em 100% de pureza) para Colémbia, Peru e Bolivia,
aumentou em 1.125 toneladas o que representa um aumento global de 25% em
relacéo a 2013 (UNODC, 2017).

Segundo o relatério mundial sobre drogas, World Drug Report, publicado em
2018 pelo United Nations Office on Drugs and Crime, estima-se que em 2016 o
namero global de usuarios de cocaina da populacéo de 15 a 64 anos aumentou quase
7% (18,2 milhdes) em relagdo ao ano anterior (Figura 3). Mais da metade dos usuarios
de cocaina residem nas Américas, principalmente na América do Norte (34% do total),
quase um quarto reside na Europa e em menor escala a Africa, Asia e Oceania. No
entanto, percepcdes de especialistas sugerem uma tendéncia ascendente no uso de
cocaina em todo o mundo durante o periodo 2006-2016 (UNODC, 2018).

Figura 3: Tendéncias globais no nimero de usuarios de cocaina e o indice de percepcao do uso de
cocaina, 2006-2016.
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Na Europa, a cocaina € a droga psicoestimulante mais usada. Estima-se que
aproximadamente 2,2 milhdes de pessoas de 15 a 34 anos utilizaram cocaina no
ultimo ano (DURSTELER et al., 2015). J& nos Estado Unidos a cocaina é a segunda
droga ilicita mais consumida, perdendo apenas para Cannabis (DESAI et al., 2017).

As maiores apreensfes em 2015, depois da Cannabis, foram de substancias
relacionadas com a cocaina. Em torno de 90% das apreens@es foram de cloridrato de
cocaina e a cocaina base, conhecida como "crack", representando menos de 1%
(UNODC, 2017).

O Relatério Brasileiro Sobre Drogas publicado em 2009 (SENAD, 2009),
realizado entre 2001 e 2005, mostrou que a prevaléncia de uso de cocaina, nas 108
maiores cidades brasileiras, foi de 2,9%, sendo préxima a da Alemanha (3,2%), porém
bem inferior a dos EUA (14,2%), e Chile (5,3%). A prevaléncia do consumo de cocaina
pelos entrevistados destas cidades brasileiras em 2005, na faixa etaria de 25 a 34
anos, foi maior para o género masculino (5,4%) do que para o género feminino (1,2%).
A regido Sudeste foi aquela onde se verificou a maior porcentagem de uso (3,7%),
sendo a menor observada no Norte (1,3 %) e no Nordeste (1,2%) (SENAD, 2009).

Em 2012, o Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD, 2014)
apontou que a prevaléncia de uso da cocaina pela populacao adulta (18 anos ou mais)
foi de 3,8%, representando aproximadamente 5 milhdes de brasileiros. Ja entre os
adolescentes (14 a 17 anos) a prevaléncia foi de 317 mil individuos (2,3%) dentre

quase 14 milhdes de adolescentes brasileiros.
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2. Revisdo da [iteratura
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2.1 Cocaina

A cocaina (benzoilmetilecgonina) é um alcaloide psicoativo encontrado em
todas as partes da Erytroxylum coca, porém as folhas apresentam as maiores
concentracdes, correspondendo a aproximadamente 2% em peso (DINIS-OLIVEIRA,
2015; RIVERA et al., 2005).

A extracdo da cocaina a partir das folhas da Erytroxylum coca requer
solventes organicos (querosene ou gasolina), bases inorganicas (6xido de calcio) e
carbonato de sédio (MALLETTEA et al., 2018). O produto desta extracdo € a pasta
de coca a qual é tratada com acido cloridrico para formacao de cloridrato de cocaina
(sal de cocaina). Este é caracterizado como um pé branco, cristalino e solavel em
agua, permitindo sua administracao pelas vias oral, intravenosa e intranasal; porém,
nao pode ser fumado, pois ndo € volatil (ponto de fusdo: 197 °C) e grande parte de
sua forma ativa é degradada em altas temperaturas. Para ser administrada pela via
fumada, a cocaina precisa estar na forma de base, cuja obtencdo se da pelo
tratamento da pasta de coca com amonia ou bicarbonato de sédio e agua, procedido
por aquecimento até que se forme uma pedra. Este produto resultante sera o crack
ou base livre, possuindo baixo ponto de fuséo (96- 98 °C), o qual pode ser inalado
apos o aquecimento das pedras (MALLETTEA et al., 2018; GOLDSTEIN et al., 2009).
Na Figura 4 observa-se o0 modo de obtencédo do cloridrato de cocaina e o crack.
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Figura 1: Fluxograma do método de obtencao do cloridrato de cocaina a partir da planta de coca do
género Erytroxylum.
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Fonte: GARCIA, 2009.

As diferentes vias de administracdo também determinam a rapidez e a
duracdo dos efeitos, bem como o pico de concentracdo plasmatica de cocaina
(CARRERA et al., 2004; GOLDSTEIN et al.,, 2009). Ao analisar a velocidade de
absorcdo, o pico de concentragcdo e a duracdo/intensidade dos efeitos, a via
intravenosa e a fumada (crack) apresentam as concentragfes plasmaticas méaximas,
mais rapidas e mais altas em comparacéo a via intranasal (DINIS-OLIVEIRA, 2015).

Na Figura 5 observa-se as diferentes vias de administracao utilizados pelos usuarios.
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Figura 5: Concentracdo de cocaina no sangue nas diferentes vias de administracédo
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7

A cocaina é rapidamente biotransformada por hidrélise das suas duas
ligagbes éster. Os principais produtos de biotransformacao sdo os metabdlitos inativos
éster metilecgonina (EME), produzido pela hidrolise do grupo benzoato por acdo de
colinesterases plasmaticas e hepéaticas, e benzoilecgonina (BE) formada pela hidrolise
espontanea ou pelas reacdes catalisadas por carboxilesterases. Ambos EME e BE
séo biotransformados em ecgonina. A hidrélise para ecgonina ocorre provavelmente
de forma espontanea. Outra via de biotransformacéo é a N-desmetilacdo da cocaina
pelo sistema do citocromo P-450 produzindo a norcocaina, um metabdlito ativo. Além
disso, a coadministracdo de cocaina e alcool leva, via transesterificacdo hepatica, a
formacdo de cocaetileno, um produto com atividade farmacolégica semelhante a
cocaina. Alguns estudos relatam que o cocaetileno pode ser mais potente em termos
de letalidade, em parte devido a hepato e cardiotoxicidade quando comparado a
cocaina. A administracao do crack leva também a formacgéo de um produto de pirdlise
da cocaina, a anidroecgonina metil éster (AEME), que é posteriormente
biotransformada em ecgonidina, via atividade de esterases (BORTOLOTTI et al.,
2012; GARCIA et al., 2009).
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A cocaina atravessa a barreira hematoencefalica, sendo que alcanca o
encéfalo apds 5 segundos quando é fumada; 30 - 45 segundos quando administrada
por via intravenosa e 120-180 segundos pela via intranasal (FLORES, 2008). Apoés
administracdo da cocaina pela via intravenosa a concentragdo plasmatica da droga
no encéfalo € de 10 a 20 vezes maior do que no plasma e a biodisponibilidade € de
100% (FLORES, 2008). Quando, a cocaina é fumada (crack) os efeitos da droga
aparecem rapidamente, isto €, entre 8-10 segundos para que 0 usuario experimente
os efeitos. As concentragBes maximas no encéfalo também ocorrem muito mais rapido
gquando é fumada, resultando em maiores efeitos comportamentais por um curto
periodo de tempo, j& que os efeitos da droga podem durar aproximadamente de 8-10
minutos (CARRERA et al., 2004).

Bortolotti et al. (2012) conduziram um estudo de administracdo da cocaina,
pelas vias intravenosa (25 mg), intranasal (32 mg) e fumada (42 mg; crack) no mesmo
individuo. As concentracdes plasmaticas maximas foram alcancadas em 5 minutos
pelas vias intravenosa e fumada, e cerca de 50 minutos pela via intranasal. As
concentracbes maximas variaram, respectivamente de 98 a 349 ng/mL e de 154 a 345
ng/mL nas vias intravenosa e fumada e de 40 a 88 ng/mL na via intranasal
(BORTOLOTTI et al., 2012).

ApoOs a absorcdo, a cocaina atravessa as membranas celulares, inclusive a
barreira hematoencefalica, com muita facilidade (CARRERA et al., 2004; GOLDSTEIN
et al., 2009). Os 6rgdos com maiores concentracées da cocaina sédo encéfalo, baco,
rim e pulmao, seguido de corac¢do e musculo. A meia-vida de eliminacdo é de 244
minutos apds a administracao intravenosa, 272 minutos apds a administracao pela via
inalatoria e 299 minutos ap6s da administracao intranasal (BORTOLOTTI et al., 2012).

A cocaina é um vasoconstritor e um estimulante do SNC com propriedades
psicomiméticas que pode causar distorcdes na percepgdo com alucinagcbes e
comportamentos psicéticos quando administrada em altas doses (CARLINI et
al.,2001). Esta substancia também exerce efeitos simpatomiméticos que parecem ser
mediados por sua atividade noradrenérgica nos terminais pos-ganglionares do
sistema nervoso autbnomo simpatico. Os efeitos incluem aumento da frequéncia
cardiaca, midriase, vasoconstricdo, secrecdo gastrica e pancreéatica. O aumento da
atividade noradrenérgica no locus coeruleus também medeia o aumento do estado de
alerta e da presséo arterial (HIGUERA-MATAS et al., 2011).
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A cocaina bloqueia canais de sodio dependentes de voltagem, os quais
medeiam seus efeitos analgésicos, além de inibir a recaptacdo de dopamina,
noradrenalina e serotonina aumentando a disponibilidade desses transmissores na
fenda sinaptica (HIGUERA-MATAS et al., 2011; CARRERA et al., 2004). A cocaina,
eleva as concentracbes de dopamina na fenda sinaptica pela inibicdo dos
transportadores de dopamina (DAT), impedindo a recaptacdo da mesma do espaco
extracelular e, desta forma, aumentando sua concentragdo e o tempo com que ela
interage com seus receptores (CARLINI et al.,2001; O'BRIEN, 2006; SICILIANO et
al., 2014). Na Figura 6 observa-se o mecanismo de bloqueio dos transportadores

dopaminérgicos.

Figura 6: Efeitos da cocaina no transportador de dopamina. A) em condi¢gBes normais, acontece a
liberacdo de dopamina pelas vesiculas sinapticas para se difundirem pela membrana pré-sindptica e
subsequentemente, a dopamina € liberada na fenda sinaptica. A dopamina pode-se ligar aos receptores
de dopamina pos-sinapticos além de ser removida do espacgo extracelular pelo transportador de
dopamina (DAT) no terminar pré-sinaptico. B) a cocaina aumenta as concentra¢des de dopamina na
fenda sinaptica, ligando-se ao DAT e, assim, inibindo a recaptacdo de dopamina. A medida que a
recaptacéo de dopamina é reduzida, sua concentracdo aumenta na fenda sinaptica e a dopamina tem
maior oportunidade de se ligar aos receptores pés-sinapticos.

A) Comunicacao normal B) Comunicagao na presencga de cocaina
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Fonte: Adaptado ESPANA & JONES, 2014

O uso agudo da cocaina aumenta a expressao do DAT na superficie da
membrana neuronal e esta alteragdo pode persistir por aproximadamente um més
apos a exposicdo do individuo, uma vez que a normalizacdo das funcdes
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dopaminérgicas geralmente € um processo de plasticidade lento (FANG ZHENG &
CHANG-GUO ZHAN, 2012). Estudos com humanos dependentes de cocaina
mostram aumento, diminuicdo ou nenhuma mudanga nos niveis de DAT. No entanto,
é possivel que a funcao e afinidade do DAT possam ser alteradas independentemente
das alteracfes nos niveis absolutos dos transportadores (SICILIANO et al., 2014).

Usando técnicas de voltametria, uma variedade de estudos in vivo e in vitro
investigou os efeitos da cocaina na sinalizagdo dopaminérgica. Observou-se que
doses baixas a moderadas de cocaina aumentam as concentra¢des de dopamina na
fenda sinaptica, indicando uma reducéo na recaptacéo pelo DAT, a qual reflete uma
competi¢do entre a cocaina e a dopamina para a ligacédo no transportador (ESPANA
& JONES, 2014). A capacidade da cocaina de inibir os DAT é essencial para seus
efeitos recompensadores. Camundongos transgénicos que nao expressam DAT néo
desenvolvem a preferéncia condicionada pela droga, mostrando insensibilidade a
seus efeitos recompensadores (CALIPARI et al., 2014).

A probabilidade de que uma pessoa possa ficar dependente de cocaina
depende, dentre outras caracteristicas, da via de administracdo, da frequéncia e da
duracdo do uso da substdncia. Em um estudo realizado pelos Centros de
Recuperacdo Ambulatorial nos Estados Unidos da América, descobriu-se que o0s
fumantes de crack apresentavam mais chances de falhar ou completar seus
programas de tratamentos em comparacdo aos usuarios pela via intranasal
(CARRERA et al., 2004).

Embora, muitos usuarios de cocaina utilizem a cocaina de maneira ocasional,
apenas alguns desenvolvem um padrédo de uso compulsivo e tornam-se dependentes
(DURSTELER et al., 2015). Estes perdem o controle do consumo da droga e
adquirem comportamentos destrutivos direcionados a sua aquisicdo (DACKIS &
O’BRIEN, 2001). O padrao de consumo intenso, continuo, repetitivo durante um curto
periodo de tempo seguido por um periodo de abstinéncia € denominado binge. O
padrdao binge é provocado pela fissura (forte impulso para utilizar a substancia), e
consiste em um fator critico para o desenvolvimento do uso compulsivo, da
dependéncia e das recaidas durante o periodo de abstinéncia (TSUKADA et al., 1996;
CHAVES et al., 2011).

O uso continuo de cocaina produz tolerancia, resultado de neuroadaptacoes,

onde doses cada vez maiores sao utilizadas com a finalidade de se obter os efeitos
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desejados, como a euforia, que desaparecem com o uso de quantidades regulares,
ou para evitar sintomas de abstinéncia (BENOWITZ et al., 1993; BRUST et al., 1999).
Por outro lado, alguns dependentes de cocaina desenvolvem sensibilizacédo
("tolerancia reversa"), caracterizada pelo aumento do efeito da substancia em
decorréncia de sua administracdo, onde uma dose pequena da droga é suficiente para
0 aparecimento dos efeitos apds o uso repetido (BRUST et al., 1999; O’'BRIEN et al.,
2006).

Segundo muitos pacientes dependentes de cocaina, dentre as muitas razées
pelas quais utilizam a droga, estdo os sentimentos de desejo e euforia, 0s principais
reforcos da dependéncia. A euforia induzida pela cocaina pode ser vista como um
reforco positivo, resultante da acdo da cocaina nos neurdnios dopaminérgicos. Ja o
desejo resultante da abstinéncia, é um estado desagradavel que pode ser melhorado
apos a administracdo da droga, podendo ser visto como um reforcador negativo na
dependéncia (DACKIS & O’BRIEN, 2001).

2.2 Farmacodependéncia e sua base neurobiolégica

A farmacodependéncia € uma doenca crbnica caracterizada pela reincidéncia
e busca da droga, gerando comportamentos compulsivos, apesar dos profundos
efeitos negativos, tais como disforia, irritabilidade e ansiedade. Estes efeitos podem
durar meses ou anos apoés a interrup¢ao do consumo prolongado de drogas, como a
morfina, cocaina, metanfetamina, canabinoides ou alcool (FELTENSTEIN & SEE,
2008; CHEN et al, 2008). Entre as caracteristicas mais insidiosas na
farmacodependéncia, destacam-se o desejo recorrente pela droga e a vulnerabilidade
as recaidas, que persistem mesmo ap0s muitos anos de abstinéncia, evidenciando
que a dependéncia é causada por mudancas de longa duracéo na funcéo encefélica
(KALIVAS & VOLKOW, 2005).

As drogas que causam dependéncia, da mesma forma que as recompensas
naturais, estimulam o sistema da recompensa a produzir sensagdes de prazer. No
entanto, a utilizacdo repetida dessas substancias faz com que os comportamentos
relacionados a droga suprimam progressivamente comportamentos relacionados a
sobrevivéncia, como alimentar-se e dormir (EVERITT & WOLF, 2002; HYMAN et al.,
2006). Originam-se associacdes e habitos que persistem mesmo na presenca de
consequéncias negativas, fator integrante do comportamento compulsivo (KOOB &
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SIMON, 2009). A cocaina aumenta a concentracdo de dopamina no estriado dorsal,
sendo a magnitude deste aumento relacionada com a sensacédo de desejo. Como o
estriado dorsal participa da aprendizagem de habitos, essa associagéo provavelmente
reflete 0 aumento dos habitos na dependéncia (VOLKOW et al., 2010a).

Assim as diferentes drogas de abuso possuem diferentes alvos na circuitaria
encefalica. A maioria destas drogas ativa os neurénios dopaminérgicos do sistema
mesocorticolimbico, que se origina na area tegmental ventral (VTA) e se projeta para
0 nucleo accumbens (NAc), amigdala e CPF, é&reas intimamente ligadas ao
desenvolvimento da dependéncia (HYMAN et al., 2006; CHEN et al., 2008). Dentre
estas regifes, o0 aumento das concentracdes de dopamina no NAc é particularmente
importante para o sistema de recompensa. Os neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra, que se projetam para o estriado dorsal (caudado-putamen), séo
também muito importantes, principalmente no aprendizado e na execucdo dos
comportamentos associados a dependéncia (WISE, 2004).

Acreditava-se que a dependéncia envolvia apenas processos de recompensa
mediados pelos circuitos limbicos, mas estudos de neuroimagem mostraram que
areas adicionais, especialmente o coértex frontal, também participam deste processo
(GOLDSTEIN et al., 2002). O mesmo estudo demonstrou que a administracao de
cocaina resulta em alteragcdes morfolégicas nos dendritos e espinhos dendriticos no
CPF e no NAc (GOLDSTEIN et al., 2002).

Assim, o consumo crdnico da cocaina esta associado com atividade elevada
no cortex pré-frontal medial (INCPF) e estriado ventral ou atividade diminuida no cortex
pré-frontal dorsolateral (DLPFC) e estriado dorsal, areas que se encontram envolvidas
com o controle executivo e excitacdo limbica (impulsividade, tomada de deciséo,
percepcao de risco, avaliacdo cognitiva de consequéncias e erros, identificacdo de
metas) (FADY RACHID, 2018). A diminuicdo na transmissdo dopaminérgica
mesolimbica mantém o consumo pela droga e também provoca danos no CPF, o qual
desempenha um papel critico na dependéncia, incluindo aprendizagem do reforco,
craving (desejo intenso, fissura) e perda de controle inibitério que perece ser crucial
nos comportamentos compulsivos na procura pela droga (KALIVAS & BRADY, 2012,
JASINSKA et al., 2014; FADY RACHID, 2018). Ja o cértex oérbito-frontal (OFC), giro
cingulado (CG) e DLPFC se encontram envolvidos com a atribuicdo de saliéncia,

controle inibitorio/regulacdo emocional e tomada de decisdo. A modulacéo
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prejudicada da dopamina em individuos dependentes poderia ser a base do aumento
do valor motivacional das drogas em seu comportamento e a perda de controle sobre
o consumo (VOLKOW et al., 2000). Além disso, como as deficiéncias na OFC e no
giro cingulado anterior (ACG) estdo associadas aos comportamentos compulsivos e
impulsividade, pode-se dizer que a modulacdo prejudicada da dopamina nessas
regides poderia estar por trds do consumo impulsivo e compulsivo de drogas visto na
dependéncia (VOLKOW et al., 1996; GOLDSTEIN et al., 2002; VOLKOW et al.,
2010a).

Volkow e colaboradores (2003) sugerem um modelo de dependéncia para
explicar a natureza multidimensional desta doenca. Esse modelo baseia-se em uma
rede de quatro circuitos inter-relacionados, cujo resultado disfuncional pode explicar
as caracteristicas comportamentais estereotipados da dependéncia. Conforme
apresentado na Figura 7, estes circuitos envolvem os mecanismos de recompensa,
motivacdo e impulso; aprendizado e memaria; e controle inibitério e planejamento
(VOLKOW et al., 2010b).
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Figura 7: Modelo propondo uma rede de quatro circuitos fundamental na dependéncia: recompensa
(vermelho: NAc e pélido ventral (VP)); motivagdo (verde: OFC, cortex subcaloso, estriado dorsal e
cértex motor); memoéria (ouro: Amigdala e hipocampo); e controle executivo (azul: DLPFC, ACG e
coértex frontal inferior). Esses circuitos funcionam juntos e mudam com a experiéncia. Cada um esta
ligado a um conceito importante: saliéncia (recompensa), estado interno (motivacdo), associacfes
aprendidas (memoaria) e resolucao de conflitos (controle). A) Quando esses circuitos atuam de forma
integrada e equilibrada, o resultado se manifesta com execucdo de comportamentos apropriados
(controle inibitério adequado e tomada de decisdo) numa variedade de circunstancias. B) Durante a
dependéncia, o aumento da atividade nos circuitos de recompensa, motivacdo e memdéria supera o
controle inibitério exercido pelo CPF, favorecendo, desta maneira, o consumo da droga, perpetuado
pela ativac@o dos circuitos de motivacdo e memoria. Além disso, esses circuitos também interagem
com circuitos envolvidos na regulacdo do humor (rosa: reatividade ao estresse) e interocepcao
(amarelo: contribui para a conscientizagdo do craving pela droga e humor), que também se altera
durante o processo de dependéncia (representado por um tom mais escuro de cinza nas setas
ascendentes) favorecendo ainda mais a balanca do controle inibitério para o craving.

A) Cérebro nao dependente B) Cérebro dependente

Controla saida

de resposta Saida de

resposta

Memria
Hipocampo
V‘Aniigd'ala.

) Humor, . Humor,
Interocepg 4o Reatividade ao Interocepcao Reatividade ao
Talamo/insula Ectracso Talamo/Insula Estresse
CG HPA/Amigdala CG HPA/Amigdala

Fonte: Adaptado VOLKOW et al, 2010b.

Estes quatro circuitos recebem inervacbes diretas dos neurdnios
dopaminérgicos, mas também sdo conectados uns com 0s outros pelas projecdes
diretas ou indiretas, principalmente glutamatérgicas (VOLKOW et al., 2010b).

A resposta a um estimulo é afetada por sua saliéncia momentanea, ou seja,
sua recompensa esperada. Por sua vez, a expectativa de recompensa € processada
por neurdnios dopaminérgicos projetados no estriado ventral e influenciados pelas
projecBes glutamatérgicas do OFC, o qual atribui valor de saliéncia em fung¢éo do
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contexto e das regides amigdala/hipocampo, que medeiam respostas condicionadas
e lembrancas de memoria (GRACE, 2006). O valor do estimulo € comparado contra
outros estimulos alternativos, mas também muda em funcdo das necessidades
internas do individuo, que sdo moduladas pelo humor e pela percepcao interoceptiva.
Em particular, a exposicédo ao estresse aumenta o valor da saliéncia das drogas e, ao
mesmo tempo, diminui a regulacéo pré-frontal da amigdala (VOLKOW et al., 2010a;
VOLKOW et al., 2010b).

Quanto mais forte é o valor de saliéncia do estimulo, maior sera a ativagdo do
circuito motivacional e mais forte sera o impulso para obté-lo. A deciséo cognitiva de
atuar ou ndo para obter o estimulo € processado em parte pelo CPF e CG, que pesa
o equilibrio entre o resultado positivo imediato versus o0s resultados negativos
posteriores, e pelo cortex frontal inferior (drea de Broadmann 44), que trabalha para
inibir a resposta predominante (VOLKOW et al., 2010b). Assim, ap0s o consumo de
drogas, os sinais de dopamina resultam em uma superativacdo dos circuitos
motivacional e memoria, que desativam o PFC (a inibicao pré-frontal ocorre com
intensa ativacdo da amigdala), bloqueando o poder do PFC para controlar o circuito
motivacional. Sem esse controle inibitério, um ciclo de feedback positivo é
estabelecido, o que resulta no consumo compulsivo da droga. Isso porgue as
interacbes entre os circuitos sao bidirecionais, a ativacdo da rede durante a
intoxicagdo serve para reforgar ainda mais o valor da saliéncia da droga e o
condicionamento de sinais que foi dado no consumo das drogas (KENNY et al., 2005;
GRACE, 2006; VOLKOW et al., 2010b).

2.2.1 Sindrome do comprometimento da inibicdo da resposta e atribui¢cao da
saliéncia

GOLDSTEIN & VOLKOW (2002) definiram farmacodependéncia como uma
sindrome do comprometimento da inibicdo da resposta e atribuicdo da saliéncia "I-
RISA" (impaired response inhibition and salience attribution). Esta sindrome abrange
quatro estagios de comportamento (intoxicacéao, desejo, compulséo e abstinéncia) que
estdo interconectados por uma alga de retroalimentagéo positiva, conforme a Figura
8.
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Figura 8: Modelo integrando circuitos neurais e os comportamentos: na sindrome I-RISA (inibicdo da
resposta e atribuicdo da saliéncia). Os estagios incluem: intoxicagao, processo de administracdo da
droga a curto prazo e associada as altas concentragGes de dopamina extracelular; desejo, relacionado
entre a droga e o ambiente; compulsdo, processo na qual a droga ndo é percebida como agradavel; e
abstinéncia, que é decorrente da interrupcdo de uso de uma droga. § Aumenta a estimulacédo de
dopamina. § Diminui a estimulagéo de dopamina.
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Fonte: Adaptado de GOLDSTEIN & VOLKOW, 2002.

A intoxicacdo € um processo de administracdo da droga em curto prazo e esta
associada a concentracfes mais elevadas de dopamina extracelular nas regides
limbicas do encéfalo, particularmente o NAc. Ha também evidéncias de aumento de
concentracbes de dopamina nas regibes frontais (RITZ et al., 1987, HUD &
UNDERSTEDT, 1989; GOEDERS & SMITH, 1986). O desejo, por sua vez, esta
associado ao aprendizado e a memoria, correlacionando a droga e o ambiente como
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uma experiéncia prazerosa ou muito intensificadora. A consolidacdo dessa memoria
envolve principalmente a amigdala (BROWN & FIBIGER, 1993; MEIL & SEE, 1997) e
0 hipocampo (FRANKLIN & DRUHAN, 2000).

A compulséo pode ser caracterizada como uma necessidade incontrolavel de
consumir a droga e obter seu efeito psiquico e evitar o desconforto provocado por sua
auséncia (FISCHMAN et al., 1985). Essa perda de controle e 0 consumo compulsivo
estdo associados aos circuitos dopaminérgicos, serotoninérgicos e glutamatérgicos e
provavelmente envolve a ativagdo do CG anterior (LOH et al., 1990; CORNISH et al.,
1999).

A administracdo recorrente e a subsequente retirada da droga resultam na
interrupgdo dos circuitos comportamentais, culminando com o0s sintomas de
abstinéncia, como disforia, anedonia e irritabilidade, possivelmente contribuindo com
a recaida (HODGINS et al.,, 1995; JOHANSON et al.,, 1989). Muitos trabalhos
demostraram que um dos principais sintomas presentes durante a abstinéncia de
diversos tipos de drogas de abuso € o alto nivel de ansiedade (KOOB, 2001). A
ansiedade € um dos maiores sintomas de retirada da cocaina e inclui os componentes
cognitivos, emocional e comportamental (KOOB & MOAL, 2008).

A ansiedade inclui sintomas psicolégicos como agitacéo, alteracées de humor
e insdnia, além de sintomas fisicos como nauseas, tremores e espasmos musculares
(KOOB & MOAL, 2008). Assim, a ansiedade € um dos principais sintomas da retirada
abrupta da cocaina, juntamente com o desejo incontrolavel de consumir a droga

mesmo apds de anos de abstinéncia.

2.2.1.1 Sindrome de abstinéncia da cocaina

Os efeitos da cocaina surgem apos a administracdo e desaparecem em
minutos ou horas (ELLENHORN, 1997). ApoOs a administracéo, inicia-se a sensacao
de aumento de energia, bem-estar, euforia (“high”), aumento do estado de alerta, da
libido e do prazer sexual (“rush”), insénia, diminuicdo do apetite (LIZASOAIN et al.,
2002; KOOB & MOAL et al., 2006).

A sindrome de abstinéncia é definida como um conjunto de sinais e sintomas
de desconforto fisico e psiquico que aparecem quando a substancia ndo € consumida
(AHMADI et al., 2006; WALSH et al., 2009). A abstinéncia da cocaina se desenvolve
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no prazo de algumas horas a varios dias apos a interrupc¢ao ou diminui¢cdo do consumo
(ESTELLES et al., 2007).

Esta sindrome pode ser observada em muitos usuéarios crénicos ou naqueles
que utilizam a droga por poucos dias, mas em forma de binge. As principais
caracteristicas incluem a presenca de humor disforico acompanhado por duas ou mais
das seguintes alteracdes fisiologicas: fadiga, sonhos vividos e desagradaveis, insénia
ou hipersonia, aumento do apetite e retardo ou agitacéo psicomotora. Um dos maiores
problemas que os pacientes apresentam durante a abstinéncia € o periodo de desejo
intenso de consumir a droga de abuso (GAWIN, 1991; AHMADI et al., 2006; WALSH
et al., 2009). O Quadro 1 apresenta os critérios de diagndostico no periodo de

abstinéncia.

Quadro 1: Critérios diagnosticos da abstinéncia a cocaina e a presenca de alteragdes comportamentais
ou psicolégicas apoés seu uso, segundo o Manual de Diagnostico e Estatistica de Sociedade Americana
de Psiquiatria (DSM-V).

Critérios diagnésticos da abstinéncia a cocaina (DSM -V, 2014).

A) Cessacao (ou diminui¢éo) do uso prolongado da cocaina.

B) Humor disférico e duas (ou mais) das seguintes alteragdes fisioldgicas,
desenvolvidos em algumas horas a varios dias ap6s do Critério A:
1. Fadiga.
Sonhos vividos e desagradaveis.
Insbnia ou hipersonia.
Aumento do apetite.
Retardo ou agitagcdo psicomotora.

abkowd

C) Os sintomas do Critério B causam desconforto ou prejuizo social, profissional ou
outras éreas que sdo importantes na vida do individuo.

D) Os sinais ou sintomas ndo séo atribuiveis a outra condi¢do médica nem sao
melhor explicados por outro transtorno mental.

Apoés o uso cronico de cocaina, a fissura pode estar presente em qualquer
momento da abstinéncia. O aparecimento e a intensidade dependem das respostas
condicionadas aos estimulos ambientais, do humor, e das lembrancas das

experiéncias pessoais obtidas durante o uso da droga (GAWIN et al., 1991).
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Gawin & Kleber (1986) propuseram o primeiro modelo de apresentacdo e
evolucéo clinica da sindrome de abstinéncia a cocaina. Dividiram-na tipicamente em
trés fases: crash, abstinéncia e extingdo. Estas fases representam a progresséo de
sinais e sintomas apos a cessacado do uso de cocaina (EPSETEIN et al., 2010). A
primeira fase ou crash, com duracdo média de quatro dias, € inicialmente composta
por um quadro de agitacdo, depressao, anorexia e fissura, que ao longo dos dias vai
sendo substituida por outro, no qual predominam o aumento do sono e do apetite
(GAWIN et al.,, 1991; EPSETEIN et al.,, 2010). A segunda fase ou sindrome de
abstinéncia propriamente dita pode durar até 10 semanas. A anedonia € um sintoma
marcante durante esse periodo, além da irritabilidade e apatia, com presenca de
fissura que pode variar de um individuo para outro (GAWIN et al., 1991). Neste
periodo, ocorrem recaidas frequentes na tentativa de aliviar os sintomas disforicos
(GAWIN et al., 1991; EPSETEIN et al., 2010). A terceira fase ou fase de extincao é
marcada por fissuras cada vez mais episddicas e possui duracdo indefinida. A
evolugdo da sindrome de abstinéncia em fases ndo é observada em pacientes
internados, cujos sintomas costumam desaparecer progressivamente e sem
oscilacdes, sugerindo que a mesma é fortemente influenciada por fatores ambientais
(EPSETEIN et al., 2010).

A recaida € um dos maiores problemas para o tratamento da dependéncia de
drogas. Duas teorias opostas surgiram para explicar a recaida. A primeira sugere que
a recaida ocorre apos a ativacao dos circuitos de recompensa (ROBINSON et al.,
2008; BERRIDGE et al., 2003). A outra, por sua vez, sugere a hipofuncionalidade dos
circuitos de recompensa, a qual se traduz em estados disféricos durante o periodo de
abstinéncia (EDWARDS et al., 2010). No entanto, ambas as teorias sugerem que o
consumo de drogas produz adaptacdes neuronais especificas que medeiam o desejo
intenso e o comportamento de busca pela droga (KOOB et al., 2008). Assim, também
por meio do condicionamento, estimulos associados ao uso de cocaina podem
produzir intenso desejo em individuos dependentes. Os estudos de tomografia por
emissao de positrons (PET) em humanos dependentes de cocaina mostram ativacao
limbica pronunciada (envolvendo a amigdala e o cértex cingulado) durante o desejo

condicionado, demonstrando sua base biolégica (CHILDRESS et al., 1999).
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2.2.2 O sistemadopaminérgico e a busca darecompensa

O sistema dopaminérgico esta presente em quase todo o SNC e apresenta
quatro vias neuronais: mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal e tubero-infundibular
(JONES & PILOWSKY, 2002).

No sistema dopaminérgico mesolimbico, os neurdnios dopaminérgicos
originam-se na VTA e se projetam para o NAc, 0s quais sdo via é cruciais para a
recompensa das drogas. Na via mesocortical, os neurdnios dopaminérgicos oriundos
da VTA projetam-se ao CPF (VOLKOW et al, 2010a). Alguns autores consideram que
estas duas vias se comportariam como uma Unica via dopaminérgica:
mesocorticolimbica ou mesolimbocortical. Ela desempenha um papel importante na
motivacdo, no pensamento orientado para metas, na regulacdo do afeto e no reforgo
positivo (TZSCHENTKE, 2001; COOPER, 2003) (Figura 9). J& na via nigroestriatal os
neurbnios originam-se na substancia negra pars compacta e se projetam para o
estriado dorsal e outras estruturas subcorticais (COOPER, 2003; STANDAERT &
GALANTER, 2009). Esta via também é reconhecida por contribuir para a recompensa
e dependéncia de drogas (VOLKOW et al, 2010a). Por fim, a via tubero-infundibular,
é formada por neurbnios dopaminérgicos hipotalamicos que se projetam para a
glandula pituitéria, cuja funcéo € inibir a liberagdo de prolactina pelos lactotrofos da
hipofise (JUCAITE, 2002; STANDAERT & GALANTER, 2009).
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Figura 9: Representacdo das projecdes dopaminérgicas em regides encefalicas em seres humanos.
Os neurdnios dopaminérgicos que se projetam da VTA do tegmento mesencefalico para o NAc, o CPF
e 0 CG desempenham papéis na regulacdo do humor e do comportamento. J& os neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra para o estriado dorsal (caudado e putdmen e estruturas
relacionadas) regulam o movimento.

Giro cingulado

Estriado

Cortex

pré-frontal
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Nucleo

accumbens ;
Area tegmental ventral

Fonte: Adaptado HYMAN et al., 2006.

Devido a importancia do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico na
recompensa, reforcos positivos, e formacdo de associacdes entre recompensa e
comportamentos motivados, as mudancgas neste sistema podem ter consequéncias
comportamentais. E possivel que a reducdo da dopamina no NAc possa ter efeitos
inibitérios nos comportamentos direcionados aos objetos na auséncia da cocaina,
engquanto aumenta os comportamentos relacionados a cocaina, tais como a procura
e 0 consumo da substancia (CALIPARI et al., 2014). O NAc pode ser anatomicamente
dividido em dois componentes distintos, mas funcionalmente relacionados, o core e o
shell. Embora estas regides tenham padrbes Unicos de conexdes aferentes e
eferentes, ambas recebem aferéncias densas de células dopaminérgicas provindas
da VTA (ESPANA & JONES, 2014). Assim, o core do NAc estd envolvido no
direcionamento do comportamento orientado por metas e objetivos, enquanto o shell
esta envolvido na codificacdo dos aspectos heddnicos ou emocionais dos estimulos
(IKEMOTO et al., 2007).
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Experimentos em animais que receberam cocaina, porém com lesdo no NAc
ou na VTA mostraram uma diminuicdo na busca pela substancia (LONDON et al.,
1990). Estudos realizados com microdialise in vivo mostram que a administracdo de
cocaina leva ao aumento das concentracdes de dopamina extracelular no NAc.
Portanto, o maior efeito comportamental da cocaina em animais de experimentacéo
tem sido associado a ativacdo do sistema dopaminérgico, particularmente do NAc
(CARRERA et al., 2004). E importante salientar que o papel da dopamina nos
mecanismos de refor¢o € mais complexo que apenas codificar recompensa. Estimulos
gue desencadeiam aumento rapido de dopamina também desencadeiam respostas
condicionadas, o0 que provoca a motivacao do incentivo para obté-las. Por meio deste
condicionamento, um estimulo neutro associado a um reforcador adquire a
capacidade de, por si s, aumentar a concentracao de dopamina no estriado ventral,
antecipando a recompensa (VOLKOW et al, 2010a).

A dopamina € um neurotransmissor catecolaminérgico conhecido por regular
muitas atividades neuronais e fisioldgicas. Este neurotransmissor € critico para a
motivagdo, recompensa e aprendizado (WISE, 2004). Sua sintese se inicia com a
conversao da tirosina em L-DOPA (1-3, 4- diidroxifenilalanina) pela acdo da enzima
tirosina hidroxilase (BEAR et al., 2006). A enzima L-Dopa descarboxilase converte a
L-Dopa a dopamina, a qual € armazenada em vesiculas sinapticas pelo transportador
vesicular de monoaminas (VMAT2). A liberacdo de dopamina na fenda sindptica
ocorre quando o potencial de acéo atinge os terminais nervosos, promove a abertura
de canais para Ca?* voltagem-dependente, levando ao influxo de ions Ca?* para o
interior do terminal pré-sinaptico, produzindo o sinal para a exocitose das vesiculas
contendo dopamina (BEAR et al., 2006; STANDAERT & GALANTER, 2009).

As concentracdes de dopamina na fenda sinaptica sdo reguladas pela acéo
do DAT na membrana plasmatica, por meio da recaptacdo na terminacdo nervosa preé-
singptica. Uma vez dentro da terminacdo nervosa, a dopamina pode ser novamente
armazenada em vesiculas sinapticas pelo VMAT2 (LARHMMAR et al., 2015; OHARA
et al., 2013; WILSON & STEPHEN, 1996). A dopamina liberada pode se ligar tanto
aos receptores dopaminérgicos pdés-sinapticos quanto aos autorreceptores pré-
sinapticos (COOPER, 2003). A dopamina € metabolizada por duas vias: a
intraneuronal, pela enzima monoaminooxidase (MAO), originando o acido

dihidroxifenilacético (DOPAC), e a extraneuronal pela acdo sequencial da catecol-O-

43



metil transferase (COMT) e da MAO, formando o acido homovanilico (HVA)
(COOPER, 2003; STANDAERT & GALANTER, 2009). Na Figura 10 observa-se a

sinteses, liberacdo e armazenamento da dopamina.

Figura 10: Neurotransmissdo dopaminérgica. A sintese de dopamina ocorre a partir do aminoacido
tirosina nos terminais nervosos, o qual é transformado em L-Dopa pela acdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH). A conversdo da L-Dopa a dopamina se da pela enzima L-Dopa descarboxilase. A
dopamina é armazenada nas vesiculas sinapticas pelo VMAT2. Com a estimulagéo da célula nervosa,
a dopamina é liberada na fenda sinaptica, onde o neurotransmissor pode estimular receptores
dopaminérgicos pos-sinapticos e autorreceptores pré-sinapticos. Sua recaptacgao € realizada pelo DAT.
A dopamina citoplasmatica € transportada para dentro das vesiculas secretoras pelo VMAT2 ou
degradada pela enzima MAO.
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Fonte: Adaptado STANDAERT & GALANTER, 2009.

Os receptores dopaminérgicos sdo classificados quanto a sua localizacéo,
propriedades bioquimicas e farmacoldgicas. Dividem-se em duas classes: D1-like,
que contém dois subtipos (D1 e Ds) e D2-like que apresentam trés subtipos (D2, Dz e
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D4) (COOPER et al., 2003). As ac¢des biologicas das familias dos receptores D1 e D2
se diferenciam, principalmente, pelo tipo de proteina G ao qual estdo acoplados nos
dominios intracelulares. Os receptores D1 estdo acoplados a proteina Gs, que
estimula a adenilciclase a produzir uma molécula de segundo mensageiro, 0 AMP-
ciclico (CAMP). J& os receptores D2, acoplados a proteina inibitoria (Gi), inibem a acao
da adenilciclase e consequentemente a producdo de cAMP (TARAZI et al., 2002).

A distribuic@o dos receptores dopaminérgicos é distinta no encéfalo. Ambas
as classes sé@o expressas em altos niveis no estriado, onde desempenham um papel
no controle motor dos nucleos basais (CHEMEL et al., 2012). Os receptores D2 estédo
presentes numa densidade 20 vezes menor do que o receptor D1 no CPF. Apesar de
apresentar uma menor densidade, os receptores D2 parecem contribuir em algumas
funcdes do CPF tais como no controle de aprendizagem motora relacionada as tarefas
de reforco (WANG & PICKEL, 2002).

Os receptores D3 estdo presentes principalmente no tubérculo olfatorio, NAc
e no hipotalamo (ANANTH et al., 2001; JONES & PILOWSKY, 2002). O receptor D4
apresenta niveis elevados no CPF (ANATH et al., 2001) e o Ds no hipotdlamo e
hipocampo (JONES & PILOWSKY, 2002). E interessante notar que a dopamina
possui uma baixa afinidade pelos receptores D1, assim a ativagdo destes receptores
ocorre quando sao expostos a grande aumento de dopamina, como ocorre durante a
intoxicacdo. Por outro lado, a dopamina possui uma alta afinidade pelos receptores
D2, j& que sdo ativados por concentracdes relativamente baixas (niveis tonicos) da
mesma (VOLKOW et al, 2013).

Os receptores D1 e D2 parecem estar intimamente envolvidos na dependéncia
a cocaina (LESHNER.,1996). Além disso, enquanto os agonistas dos receptores D1,
D2, e D3 podem aumentar os efeitos estimulante da cocaina (CALLAHAN et al., 1997),
0s antagonistas de D1 e D2 podem eliminar estes efeitos (FELDMAN et al., 1997),
sugerindo que estes tipos de receptores estdo fortemente relacionados aos efeitos
reforcadores (MACEDO et al., 2004). Existem evidéncias de que os niveis dos
receptores D2 diminuem em varias regides do prosenceéfalo apds a autoadministracao
da cocaina, os quais permanecem diminuidos durante o periodo de abstinéncia. Por
outro lado, a administragdo cronica de cocaina em macacos leva a uma diminuigéo
de ligagbes dos receptores D2 no nucleo caudado, putdmen, tubérculo olfatorio e core

do NAc (MOORE et al., 1998). Além disso, estudos em animais mostram que aumento
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na sinalizag&o do receptor D1 estdo associados a resposta de sensibilizacdo da droga
e a diminuicdo do receptor D2 com o consumo compulsivo da droga (VOLKOW et al.,
2012).

2.2.3 Sistema colinérgico e suas implicagcfes no processo de
farmacodependéncia.

A dependéncia de drogas tem sido descrita como uma doenca do sistema de
recompensa do encéfalo, em que as drogas ativam 0s circuitos neuronais envolvidos
na recompensa e na memoria (DACKIS & O'BRIEN, 2001). Devido ao efeito do
sistema colinérgico na recompensa e na autoadministracédo de drogas, a presenca de
acetilcolina (ACh) no estriado (PISANI et al, 2001) e ao envolvimento da ACh nos
processos cognitivos ( PEPEU & GIOVANNINI, 2004), acredita-se que a ACh possa
desempenhar um papel importante nos processos de dependéncia, principalmente no
caso da dependéncia a cocaina (WILLIAMS & ADINOFF, 2008).

A localizacdo das vias colinérgicas no encéfalo foi obtida por estudos
histoquimicos, com a utilizacdo de anticorpos anti-colina acetiltransferase, que
possibilitam o mapeamento da distribuicdo dos neurénios colinérgicos (PERRY et al.,
1999). Estes neurbnios estdo distribuidos em todo o SNC de mamiferos e
compreendem neurdnios de projecdes e interneurénios (SOUSA et al., 2001). As
regides limbicas e paralimbicas do SNC, consideradas as mais relevantes para o
processo de dependéncia, contém a maior densidade de inervacdo colinérgica no
encéfalo. Estas regifes incluem o estriado ventral, estriado dorsal, VTA, SN,
amigdala, hipocampo e CPF (WILLIAMS & ADINOFF, 2008).

Os interneurdnios sdo neurbnios que possuem ax6nios curtos e sao
extremadamente abundantes, estabelecendo uma estreita relagdo com os neurénios
dopaminérgicos (DIAZ et al., 2000). Os interneurdnios colinérgicos sdo a principal
fonte de ACh para o estriado dorsal e ventral (PISANI et al., 2001; ZHOU et al., 2002;
WILLIAMS & ADINOFF, 2008). Esses interneurbnios integram uma variedade de
informacdes cognitivas, limbicas e motoras e sofrem plasticidade e aprendizado, que,
por sua vez, influencia a sinalizacdo de saida do estriado (TISCH et al., 2004). Além
dos interneurbnios estriatais, existem outas trés fontes principais de entrada
colinérgicas: 1) o0s nucleos mesopontinos (constituidos pelos nucleos

pedunculopontino e tegmental laterodorsal) do tronco encefélico rostral, que abastece
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com inervacdo de ACh a VTA, SN e talamo; 2) o nucleo basal de Meynert (NBM), que
abastece a principal entrada de ACh no cértex cerebral e na amigdala e 3) septal
medial - banda diagonal de Broca, que abastece a entrada primaria de ACh ao
hipocampo (WILLIAMS & ADINOFF, 2008). As vias da acetilcolina descritas

anteriormente estao ilustradas na Figura 11.

Figura 11: Principais vias colinérgicas limbicas. 1) os nudcleos mesopontinos (tegmentar
pedunculopontino e laterodorsal), abastecem a inervagao de ACh para a ATV, SN e tdlamo, 2) o NBM,
para o cortex cerebral e na amigdala e (3) septal medial - banda diagonal de Broca, para hipocampo.
Os interneurbnios do estriado séo influenciados pelos receptores D1 e D2. Os interneurénios
colinérgicos muscarinicos do estriado consistem principalmente de M1, M2 e Ma. Os receptores
colinérgicos muscarinicos M1 s@o poés-sinaptico (Mpost) e excitatérios, enquanto M2 e Ms sdo pré-
sinapticos e inibitérios (Mpre). Esses interneurdnios fazem sinapse com neurénios de saida espinhosos
meédios do acido y-aminobutirico (GABA) (MSNs). O estriado ventral importante nas motivagdes e
comportamentos de recompensa fundamentais na dependéncia de drogas, projeta neurdnios de saida
para o VP do globo palido (GP) e nucleo mediodorsal (MD) do tadlamo. O estriado dorsal, envolvido nos
processos motores e na aprendizagem condicionada da dependéncia de drogas, envia projecdes direta
ou indiretamente (por meio do GP externo e do nucleo subtalamico) para o segmento interno do GP e
pars reticula da SN. O GP também projeta, por meio dos neurbnios GABAérgicos, ao nucleo MD do
talamo. Neurénios glutaminérgicos do MD projeta para CPF. A comunicacgédo sinaptica dentro do circuito
de recompensa é conduzida via dopamina (modulatério), ACh (modulatério), glutamato (GLU,
excitatorio) e GABA (neurotransmissao inibitéria).

Principais Vias Colinérgicas Limbicas

CPF
Nucleo basal de GP
Mg Aot Amigdala
—
Talamo
Nucleo MD
Estriado
Nucleo
Mesopontino VTA
SN —
Septal Medial -
Banda Diagonal Hipocampus
de Broca

Fonte: Adaptado WILLIAMS & ADINOFF, 2008.
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A ACh e seus receptores sdo proeminentes nas estruturas subcorticais e
corticais, importante para a recompensa da droga, a autoadministracdo e a
dependéncia destas substancias (ADINOFF et al., 2010). A alta concentracédo de
receptores colinérgicos no sistema limbico, particularmente na amigdala e no
hipocampo, enfatiza a importancia desse sistema para 0s comportamentos de
recompensa na dependéncia (ADINOFF et al., 2010; HIGUERA-MATAS et al., 2011).

A ACh é um neurotransmissor responsavel pela transferéncia de impulsos nos
neurénios colinérgicos (TUCEK et al.,, 1993). Este neurotransmissor modula
processos fisiologicos nos sistemas nervoso central e periférico. Centralmente, a ACh
regula a funcdo motora, percepcdo sensorial, processamento cognitivo, ciclo de
sono/vigilia e a nocicepgao, ja no periférico controla a frequéncia cardiaca, motilidade
do trato gastrointestinal e atividade muscular lisa (ABRAMS et al., 2006; JONES et al,
2012). Assim, substancias que bloqueiam a acdo da ACh podem produzir déficit na
cognicdo (TAYLOR & BROWN, 1999).

A ACh é sintetizada no citoplasma a partir de acetil-CoA e colina pela acdo de
uma enzima especifica, a colina acetiltransferase (ChAT) (SOFUOGLU & MOONEY,
2009). A acetil-CoA é sintetizada nas mitocondrias, que estdo presentes nas
terminacdes nervosas, enquanto que a colina é transportada do liquido extracelular
para o terminal neuronal por um transportador dependente de sédio (BEAR et al.,
2006). Uma vez sintetizado, o neurotransmissor € transportado para dentro de
vesiculas sindpticas mediante um transportador vesicular de acetilcolina (VAChT)
(FUJII et al.,, 2008). A ACh pode ser encontrada nos terminais pré-sinapticos
principalmente de trés formas diferentes: associada a membrana, livre no citoplasma
ou, de forma mais abundante, armazenado dentro das vesiculas sinapticas (BELLIER
& KIMURA, 2011). A acdo da ACh termina quando é hidrolisada em acetato e colina
pela enzima acetilcolinesterase (AChE), presente na fenda sinaptica (VENTURA et al,
2010). A Figura 12 apresenta a sintese, o armazenamento, a liberacdo e o

metabolismo da ACh.
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Figura 12: Sintese, armazenamento, liberacao e degradacéo da acetilcolina (ACh). A ACh é sintetizada
no citoplasma a partir de acetil-CoA e colina pela acdo da enzima ChAT. Uma vez sintetizada, parte da
ACh ¢é transportada e armazenada em vesiculas sinapticas pela VAChT. Apés ser liberada por
exocitose, a ACh interage especificamente com os receptores colinérgicos presentes nas membranas
pré-sinapticas e pods-sinapticas. A acdo da ACh cessa quando € hidrolisada em acetato e colina pela
enzima AChE, presente na fenda sinaptica. A ACh medeia seus efeitos pela ativagcdo dos receptores
colinérgicos muscarinicos (M1, M2, M3z, M4, Ms) e receptor colinérgico nicotinico.
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ACG‘Y Coéa& ”4 cazr M3 PIP3—>Ca2t
ChAT Na* > Na
1 Y Cae <"\ ::;"Caz ‘M5 J=>IP3—pCa?*
Pré-sinaptico /] v Pés-sinaptico
') (avAchT |
\A - —»IP3—PCa2*
N b
LAC| M4 Ca® - ud - ,Caz'
\ Na* 152 Na*
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Fonte: Adaptado JONES et al, 2012.

A ACh medeia seus efeitos pela ativacdo dos receptores colinérgicos
muscarinicos (MAChRS) e receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) (JONES et
al, 2012).

Os nAChRs sdo uma familia diversificada de proteinas transmembranares
pentameras que permitem entradas de céation, como Na* e Ca?*. A partir da clonagem
molecular identificou-se nove subunidades a (a2-ai) e trés B (B2-B4). Os subtipos
heteroméricos (as4B2 € asPs) e o subtipo homomérico az sdo os subtipos mais
abundantes no ser humano (SOFUOGLU & MOONEY, 2009; VENTURA et al., 2010).

Os mAChRs estao amplamente distribuidos por todo o organismo, exercendo
funcgdes fisiologicas diferentes de acordo com a localizagédo e o subtipo de receptor.
Cinco diferentes subtipos de receptores muscarinicos (Mi1-Ms) sdo conhecidos,
embora a localizacédo exata e o papel funcional de todos ndo esteja completamente
esclarecida (ABRAMS et al., 2006). Os cinco subtipos de receptores sao

metabotropicos, ou seja, acoplados a proteina G, sendo que os subtipos M2 e M4 estao
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acoplados a Gi/Go e o0s subtipos Mi, M3 e Ms estdo acoplados a Gg/G1l1l
(LANZAFAME et al., 2003; SOFUOGLU & MOONEY, 2009). A transducédo de sinal
decorrente da ativagdo dos subtipos M2 e Ma envolve a inibicdo da atividade da
adenilciclase, prolongamento da abertura dos canais de potassio e reducdo das
concentracdes intracelulares de cAMP ciclico (BEN-CHAIM et al., 2003; VENTURA et
al., 2010). J& a ativagdo dos subtipos Mi, M3z e Ms envolve a hidrolise de
fosfoinositideos presentes ha membrana plasmatica pela ativacdo da fosfolipase C,
gerando diacilgliecerol e trifosfato de inositol, sendo este Ultimo o responséavel pelo
aumento de calcio intracelular (EGLEN et al., 2005; JONES et al, 2012) (Figura 13).
Estes receptores desencadeiam, no encéfalo, uma multiplicidade de vias de
sinalizacdo importantes para a modulacdo da excitabilidade neuronal, plasticidade
sinptica e regulagdo por retroalimentacdo da liberacdo de ACh. Todos os cinco
subtipos de receptores muscarinicos sdo expressos no encéfalo (VOLPICELLI &
LEVEY, 2004).

Figura 13: Estrutura e vias de sinalizagdo dos mAChRs. Cada subtipo mAChRs é uma proteina de
heptamérica transmembranar, que pertence a duas classes funcionais principais baseadas no
acoplamento da proteina G. Os Mi, M3 e Ms mAChRs acoplam-se as proteinas G do tipo Gg/G11,
resultando na geracéo de inositol-1,4,5-trifosfato (IPs) e 1,2-diacilglicerol (DAG) por meio da ativagéo
da fosfolipase C, aumentando a concentragdo intracelular de célcio. Os M2 e M4 mAChRs ativam
preferencialmente as proteinas G do tipo Gi/Go, inibindo assim a adenilciclase, reduzindo a
concentracao intracelular de cAMP e prolongando a abertura do canal de potéssio.
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NHz: = sitio de ligagsio

_ alostéricos

Sitio de ligagao
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Fonte: Adaptado JONES et al, 2012.
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Os M1 mAChRs sédo expressos no estriado, ao longo de todas as camadas do
cortex e também nos neurdnios piramidais hipocampais e células granulares. Estudos
recentes mostraram que a ativacdo dos M1 mAChRs aumentam a atividade sinaptica
nas células piramidais no mCPF e melhora as fun¢des cognitivas (ABRAMS et al.,
2006; JONES et al., 2012). Os M2 mAChRs séo expressos pré-sinapticamente em
terminais colinérgicos, particularmente no cortex, prosencéfalo basal, hipocampo e
estriado, e funcionam como autorreceptores para inibir a liberacdo da ACh. Estes
receptores também estdo localizados em terminais axdnicos de neurdnios nao-
colinérgicos (ZHANG et al.,, 2002; TZAVARA et al., 2003; JONES et al., 2012).
Camundongos knockout para receptores Mz sdo deficientes em flexibilidade
comportamental, memdéria de trabalho, aprendizagem de esquiva passiva e
potenciacdo hipocampal de curto e longo prazo. Esses resultados sdo consistentes
com a interpretacdo de que o bloqueio dos M2 mAChRs em terminais colinérgicos e
nao-colinérgicos pode ter efeitos prejudiciais sobre a cognicdo (TZAVARA et al., 2003;
SEEGER et al., 2004).

Ja os Mz mAChRs estao presentes no estriado, hipocampo, ndcleo talamico
anterior, nucleo pontiforme, regido limbica cortical e nas camadas superficiais do
neocortex (VENTURA et al.,, 2010). Existem evidéncias de que esses receptores
medeiam processos colinérgicos no cérebro que incluem a formacdo de memodria,
aprendizado, controle de fungcdo motora e comportamento social (POULIN et al.,
2010). Os M4 mAChRs estao localizados no cortex e no hipocampo, mas sdo mais
abundantes no estriado, ja que sdo enriquecidos com interneurdnios colinérgicos e
neurdnios de projecao estriatal, particularmente aqueles projetados diretamente para
a SN (ZHANG et al., 2002; TZAVARA et al., 2003). Estes receptores podem funcionar
como autorreceptores no estriado e no mesencéfalo e como receptores moduladores
pos-sinapticos no estriado, neocortex e hipocampo (JONES et al., 2012). Por fim, os
Ms mAChRs foram encontrados pés-sinapticamente nos neurdnios dopaminérgicos
da substéncia negra, pars compacta e VTA (ABRAMS et al., 2006), duas regifes que
abastecem inervagéo ao estriado dorsal, NAc e mCPF (VILARO et al., 1990; WEINER
et al.,, 1990). Camundongos knockout para receptores Ms mostram sensibilidade
reduzida aos efeitos locomotor e recompensador da cocaina e opiaceos, dois fortes
ativadores da sinalizacdo mesolimbica (FINK-JENSEN et al., 2003; THOMSEN et al.,

2005).
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2.3 AlteracBes do sistema dopaminérgico e colinérgico na abstinéncia

Os sistemas de neurotransmissores ndo desempenham suas fungdes de
maneira independente. Eles se encontram integrados anatomicamente e
funcionalmente como uma rede de maneira direita ou indireta (NORONHA et al, 2005).
Estudos preé-clinicos e clinicos apoiam a existéncia de interacdo entre os sistemas
dopaminérgico e colinérgico muscarinico em diversas fun¢des e doencas do SNC,
incluindo a doenca de Parkinson, esquizofrenia e farmacodependéncia (TANDA et al.,
2007).

O sistema colinérgico interage com o sistema de recompensa dopaminérgico
na VTA (os receptores NnAChR e mAChR estimulam o sistema dopaminérgico), NAc
(interneurdnios colinérgicos integram informacdes relacionadas com recompensa) e
no CPF (o sistema colinérgico contribui em processos cognitivos da dependéncia)
(SOFUOGLU & MOONEY, 2009). Além disso, a ativacdo de receptores muscarinicos
e nicotinicos de acetilcolina no NAc € necesséaria para a aquisicao de reforco de
drogas (HIGUERA-MATAS et al., 2011).

Projecbes ACh do nudcleo tegmentar laterodorsal da ponte ativa neurdnios
dopaminérgicos da VTA (WEINER et al., 1990). Assim, o efeito da ACh em processos
relevantes para a recompensa é devido, pelo menos em parte, as projecées de ACh
na VTA, area de efluxo dopaminérgico, e o efeito subsequente é a liberacdo de
dopamina pelos interneurbnios de ACh no estriado (CONSOLO et al., 1999;
BERLANGA et al., 2005). Ambos receptores, muscarinicos (particularmente Ms) e
nicotinicos abastecem as aferéncias dos neurénios dopaminérgicos da VTA (WEINER
et al., 1990). Estas projecdes dopaminérgicas aferentes da VTA enervam a porcéo
shell do NAc e ativam os interneurdnios colinérgicos no estriado, iniciando a liberagéo
de ACh (KOOS et al.,, 2002; WILLIAMS & ADINOFF, 2008). Os interneurbnios
colinérgicos no estriado sdo neurbnios tonicamente ativos (TANs), altamente
sensiveis a deteccdo de estimulos, controle de movimentos e reconhecimento de
contexto (APICELLA et al., 2007). Assim, os TANs sdo responsaveis pelas respostas
contextuais associados a recompensa. Estes neurdnios fazem, ainda, sinapse com
neurdnios GABAérgicos do estriado conhecidos como neurénios espinhosos médios
(MSNSs) (KIMURA et al., 2003; MORRIS et al., 2004).

Existem hipoteses que os neurotransmissores ACh e dopamina interagem
entre si e atuam de forma antagonica no NAc (CRAGG et al., 2006). Assim, a ativacéo
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do receptor dopaminérgico D1 aumenta a liberagdo de ACh no NAc, enquanto que a
ativacdo do receptor D2 promove o efeito oposto (BERTORELLI et al., 1990;
SOFUOGLU & MOONEY et al., 2009).

A atividade dos MSNs é modulada por estimulos colinérgicos e
dopaminérgicos, que podem ser excitatorios ou inibitérios dependendo dos subtipos
de receptores que sao estimulados. Os receptores dopaminérgicos D1 € M1 mAChRs
sdo excitatorios, enquanto os receptores dopaminérgicos D2 e Ma mAChRs sdo
inibitérios (CALABRESI et al., 2006). Os interneurdnios colinérgicos recebem estimulo
dopaminérgico da VTA e entrada glutamatérgica principalmente do CPF, hipocampo
e da amigdala (BERLANGA et al., 2003). Esta convergéncia de dopamina e glutamato
em interneurdnios colinérgicos pode abastecer um mecanismo para que a
recompensa mediada pela dopamina seja associada a aprendizagem mediada pelo
glutamato e informac¢des contextuais (BERLANGA et al., 2003; CRAGG et al., 2006;
SOFUOGLU & MOONEY et al.,, 2009). Assim, h4d estudos que mostram que 0s
interneurdnios colinérgicos no estriado sao regulados diretamente pelos neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais. Agonistas do receptor D2 inibem a liberacdo da ACh,
em quanto que a estimulacdo dos receptores D1 no estriado induz um aumento na
liberacdo da ACh (WANG, 1993).

Existem evidéncias de que individuos dependentes de cocaina apresentam
diferenca com respeito aos controles na resposta neural a sondas colinérgicas em
regides limbicas distintas, incluindo hipocampo amigdala e insula (HIGUERA-MATAS
et al., 20011). Outras regifes importantes incluiram o mesencéfalo, DLPCF, OFC, giro
cingulado anterior e posterior. Estas descobertas sugerem uma ruptura nos receptores
colinérgicos, particularmente mAChRs, em individuos dependentes de cocaina em
abstinéncia, em comparacao com individuos saudaveis (ADINOFF et al., 2010).

Camundongos knockout para receptores M1 apresentam aumento da atividade
locomotora espontanea e hiperatividade induzida por anfetamina, bem como aumento
de dopamina extracelular no estriado, indicando a importancia dos M1 mAChRs na
regulacéo do sistema dopaminérgico (GERBER et al., 2001; MIYAKAWA et al., 2001,
JONES et al., 2012). Por outro lado, camundongos knockout para Ms mostraram
controle sensoriomotor anormal e sensibilidade reduzida aos efeitos locomotores e
recompensadores de cocaina e opiaceos (FINK-JENSEN et al, 2003; THOMSEN et
al., 2005; THOMSEN et al., 2007; JONES et al, 2012). No hipocampo, antagonistas
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dos mAChRs prejudicam a codificacdo de novas informacdes (HASSELMO, 1995).
Considerando a influéncia dopaminérgica na sinalizacéo colinérgica hipocampal pode-
se supor, que o uso crénico de cocaina possa alterar os receptores colinérgicos do
hipocampo (ADINOFF et al., 2010).

O foco das pesquisas relacionadas a cocaina tem sido principalmente seu
efeito no sistema dopaminérgico. Entretanto, como apresentado acima, a cocaina
também afeita o sistema colinérgico. Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar
se h4 alteracbes no sistema colinérgico muscarinico durante a abstinéncia em
camundongos expostos a um modelo que mimetiza 0 consumo em binge tanto no
tratamento agudo quanto cronicamente. Por tanto, foram avaliados todos os
receptores muscarinicos e as enzimas responsaveis pelo controle da ACh. A
compreensao dos mecanismos subjacentes a abstinéncia pode trazer novos alvos
para o desenvolvimento de tratamentos farmacologicos em especial durante o periodo

de abstinéncia em que o individuo fica mais vulneravel para possiveis recaidas.
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3. Objetivo
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3. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar as alteracdes do sistema colinérgico
muscarinico e dopaminérgico durante o periodo de abstinéncia decorrente da
administragado aguda em binge e cronica em um paradigma de escalonamento de

dose em binge de cocaina, no estriado, hipocampo e CPF.

3.2. Estratégias experimentais

- Analisar a atividade locomotora no teste de campo aberto apés a administracéo
aguda e apds cada administracdo do escalonamento de dose;

- Analisar os efeitos ansiogénicos da cocaina no teste de labirinto em cruz elevado
apos 14 dias de abstinéncia nos tratamentos agudo de cocaina em binge e no
escalonamento de dose em binge;

- Avaliar, por Western Blotting, os receptores dopaminérgicos (Di-like e D2-like),
muscarinicos (M1, M2, M3, M4, Ms mAChRs) e as moléculas colinérgicas (ChAT,
VAChT e AChE), ap6s 14 dias de abstinéncia de tratamento com cocaina de forma
aguda em binge ou de escalonamento de dose em binge no CPF, estriado e

hipocampo.
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4. Materiais e Métodos
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss-Webster, adultos (20 a 40
gramas) provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo (aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacéo
Animal CEEA — protocolo niamero 503). Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno (13 cm de altura, 20 cm de largura e 30 cm de comprimento) em ambiente
com temperatura (21+£2°C) e umidade controladas, sob um ciclo claro/escuro de 12
horas (luz ligada as 07h) e livre acesso a agua e alimentos (racdo para roedores
Nuvilab CR1®). Todos os experimentos foram realizados no periodo claro (7h00 —
12h00).

4.2. Drogas

A cocaina utilizada foi cedida pela Policia Cientifica do Estado de Sao Paulo
para fins de pesquisa do Laboratdrio de Analises Toxicologicas do Departamento
Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
O teor da cocaina (95%) foi determinado por meio de técnicas cromatograficas (GC-
NPD e UPLC-MS/MS), conforme descrito por Yonamine e Silva (2002). A cocaina foi
diluida em solucéo salina (0,9% m/v de cloreto de sddio) para experimentacao animal.

4.3. Delineamento experimental

4.3.1. Tratamento agudo de cocaina em binge

Apbs sete dias de ambientacdo (A1-A7) no biotério experimental, os animais
foram expostos agudamente a cocaina em padréo binge (D1), recebendo trés injecdes
por via intraperitoneal (i.p) de solucdo salina 0,9% ou cocaina 3x30 mg/kg, com
intervalo de 60 minutos entre as administracdes. Apos cada injecdo, os animais foram
colocados no centro do aparato de campo aberto, onde permaneceram por 60
minutos, a fim de avaliar a atividade locomotora. Durante 1h anteriormente ao inicio
das administracdes, os animais foram habituados no campo aberto, na auséncia de
substéancias, a fim de avaliar a atividade locomotora basal (BAILEY et al., 2007; 2008;
FRAGOU et al., 2013). Apos o teste comportamental de campo aberto os animais

permaneceram 14 dias em abstinéncia (D2 — D16), acomodados em suas gaiolas no
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biotério. No ultimo dia de abstinéncia foi realizado o teste em labirinto em cruz elevado
(D16) para avaliacdo dos niveis de ansiedade. Posteriormente, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical. Na figura 14 pode-se observar o
delineamento experimental da exposi¢do aguda de cocaina em binge.

Figura 14: Delineamento experimental do tratamento agudo de cocaina em bhinge. Apds os sete dias de
ambientacdo dos camundongos machos Swiss-Webster, foi realizada a administracdo aguda de
cocaina em hinge, no qual os animais receberam trés injecdes por via intraperitoneal (i.p) de solucao
salina ou cocaina 30mg/kg por um dia (D1). Apés a administragdo de cada dose aguda, os animais
foram colocados no centro do campo aberto onde permaneceram por 60 minutos a fim de avaliar a
atividade locomotora. Posteriormente, os animais passaram por um periodo de 14 dias em abstinéncia
(D2-D16) e, em D16, foi realizado o teste de labirinto em cruz elevado com durag¢édo de 5 minutos. A
eutanasia foi realizada imediatamente ap6s do teste de labirinto em cruz elevado.
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4.3.2. Paradigma do escalonamento da dose de cocaina em binge

Os camundongos foram submetidos a sete dias de ambientagao (Al- A7), no
biotério. Todos os animais foram pesados diariamente, ao longo da habituacédo e dos
tratamentos. Apos o periodo de ambientacéo, os animais expostos ao escalonamento
de dose de cocaina em binge receberam trés injecdes por via intraperitoneal (i.p) de
solucdo salina ou cocaina, com intervalo de 60 minutos. A cocaina foi utilizada em
doses escalonadas, a saber: 3x15 mg/kg/dia nos dias 1-4; 3x20 mg/kg/dia nos dias 5-
8; 3x25 mg/kg/dia nos dias 9-12; e 3x30 mg/kg/dia nos dias 13 e 14, perfazendo um
total de 14 dias (D1 — D14) (BAILEY et al.,, 2007; 2008; FRAGOU et al.,, 2013).
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ApoOs cada injecdo, os animais foram colocados no centro do campo aberto, onde
permaneceram por 60 minutos, a fim de avaliar a atividade locomotora. Importante
destacar que os animais foram habituados por 60 minutos no campo aberto, todos os
dias antes da administracdo de cocaina a fim de avaliar a atividade locomotora basal
(BAILEY et al., 2007; 2008; FRAGOU et al., 2013). Apds o teste comportamental de
campo aberto, os animais permaneceram 14 dias em abstinéncia (D15 — D29),
mantidos em suas gaiolas no biotério. O teste do labirinto em cruz elevado (D29) foi
realizado 14 dias ap0s a Ultima administracdo por escalonamento de dose para
avaliacdo dos niveis de ansiedade. Apds o teste de labirinto em cruz elevado, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.

O delineamento experimental do escalonamento de dose de cocaina em binge

pode ser observado na Figura 15.

Figura 15: Delineamento experimental do escalonamento de dose de cocaina em binge. Apés os sete
dias de ambientacdo (A1-A7) dos camundongos machos adultos Swiss-Webster a administracéo de
cocaina foi realizada por escalonamento de dose em binge, no qual os animais receberam trés injecdes
por via intraperitoneal (i.p) de solugdo salina ou cocaina: D1-D4 (3x15 mg/kg/dia), D5-D8 (3x20
mg/kg/dia), D9-D12 (3x25 mg/kg/dia) e D13-D14 (3%x30 mg/kg/dia) perfazendo um total de 14 dias de
administracdo de cocaina (D1-D14). Apés a administracdo de cada dose por escalonamento, 0s
animais foram colocados no centro do campo aberto onde permaneceram por 60 minutos a fim de
avaliar a atividade locomotora. Os animais foram habituados previamente por 60 minutos na auséncia
de droga. Em seguida, os animais passaram por um periodo de 14 dias de abstinéncia (D15-D29).
ApOs o periodo de abstinéncia, foi realizado o teste de labirinto em cruz elevado com duracéo de 5
minutos (D29). A eutanasia foi realizada imediatamente apés do teste de labirinto em cruz elevado.
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4.4. Avaliacao da atividade locomotora em campo aberto

4.4.1. Equipamento de campo aberto

O campo aberto utilizado consistiu em uma arena circular de acrilico azul, com
40 cm de diametro e 50 cm de altura. O registro da atividade locomotora foi realizado
pelo programa Pinnacle Studio (Pinnacle Systems, Mountain View) por meio de uma
camera de video instalada acima das arenas, no teto da sala de comportamento. A
atividade locomotora total dos animais foi quantificada por meio do programa de
monitoramento de imagens de video Etho Vision XT version 11.5 (Noldus Information
Technology b.v.) (EILAM, 2003; PRUT & BELZUUNG, 2003).

4.4.2. Procedimento

Os animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto,
imediatamente apds terem recebido uma injecao de solugéo salina ou cocaina, sendo
avaliado durante 60 minutos apds de cada administracdo. ApGs a avaliacdo da
locomocéo total (cm), o campo aberto foi limpo com uma solucéo de alcool 5% antes
da introducéo do animal para evitar rastros de odor deixados. Para evitar efeitos de
variacdo circadiana no comportamento dos camundongos, as observagdes foram

realizadas sempre no mesmo periodo (7h00 — 12h00).

4.5. Labirinto em cruz elevada apés o periodo de abstinéncia

4.5.1. Equipamento do labirinto em cruz elevado

Um dos modelos mais amplamente utilizados na pesquisa da ansiedade em
ratos e camundongos é o teste de labirinto em cruz elevado.

O modelo de labirinto em cruz elevado utilizado consiste de dois bracos
abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 15cm), também opostos, em
forma de cruz (LISTER, 1987). Os bracos abertos e fechados estdo conectados por
uma plataforma central (5 x 5 cm), elevada a uma altura 40 cm do solo (HANDLEY &
MITHANI,1984; PELLOW et al., 1985; LISTER et al., 1990).

45.2. Procedimento

Os animais foram colocados individualmente na area central do labirinto em
cruz elevado, com a cabeca direcionada para um dos bragos fechados. Em seguida,

o animal foi avaliado no labirinto por 5 minutos. A entrada em um dos bracos foi
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considerada valida somente apds o animal ter colocado as quatro patas dentro do
braco. Entre um animal e outro, o labirinto foi cuidadosamente limpo com uma solucao
de alcool 5% para eliminar rastros de odor deixados pelo anterior. As medidas
comportamentais registradas no labirinto em cruz elevado foram: numeros de
entradas nos bracos abertos e fechados; bem como o tempo de permanéncia em
ambos os bracos. Para evitar efeitos de variacao circadiana nos comportamentos dos
camundongos, a observagédo de todos os animais foi realizada sempre no mesmo
periodo (7h00 — 12h00).

4.6. Anélise proteica por Western Blotting

ApoOs a eutanasia dos animais, as regides encefalicas de estriado, hipocampo,
e CPF foram dissecadas e devidamente armazenadas a -80°C. Para cada estrutura
foi realizado um homogenato em tampé&o Tris-HCI 50mM, pH 7,4 contendo 1,0mM de
PMSF e coquetel inibidor de protease 1:1000 (Sigma) na diluicdo 1:2. A concentracéo
proteica de cada amostra foi determinada pelo método de Bradford (1976). Em
seguida, 22 pL da amostra foram diluidos com 78 pL de tampé&o de Laemmli (0,0625M
de Tris-HCI, pH 6,8 contendo 2% de SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de
bromofenol e 5% de 2-mercaptoetanol) de modo a obter um volume final de 100 pL.
As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio 0,1% (SDS-PAGE), conforme originalmente descrito por
Laemmli (1970). Para a separacdo eletroforética das proteinas, foi utilizado gel de
poliacrilamida de 15%, tamp&o composto por Tris-HCI 25mM (pH 8,3), glicina 192mM
e SDS 0,1%, e intensidade de voltagem de 90V nos primeiros 10 minutos e 100 V por
aproximadamente 2 horas. ApOs a separacdo eletroforética, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Millipore, 0,2
pm), previamente ativada em metanol P.A., durante 90 minutos a 0,4 A. A composi¢ao
do tampao empregado para a transferéncia eletroforética foi Tris-HCI 25 mM, glicina
192mM, SDS 0,1% e de etanol 18% (v/v). Para comprovar a eficiéncia da
transferéncia, as membranas foram coradas com solucédo de vermelho de Ponceau
(0,1% em mistura de acido acético 30% e acido sulfossalicilico 30%). Apos lavagem
rapida das membranas com agua destilada para retirada do excesso de corante, 0s
sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram blogqueados

mediante incubac¢do da mesma com solucéo de caseina 5,0% em tampao TBS-t (Tris-
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HCI 20mM pH 7,4, NaCl 137mM e Tween-20 0,1%), sob agitacdo constante durante
90 minutos. Apo6s lavagem com tampdo TBS-t, as membranas foram incubadas
durante 15 a 18 horas, de 2 a 8 °C, com 0s anticorpos primarios especificos, a saber:
rabbit policlonal anti DiR (Abcam®), anti D2R (Santa Cruz BioTechnology), anti-M1
mMAChR (Abcam®), anti-Mz mAChR (Santa Cruz BioTechnology), anti-Ms mAChR
(Santa Cruz BioTechnology), anti-Ms mAChR da (Abcam®), anti-AChE (Santa Cruz
BioTechnology), anti-ChAT (Abcam®) e anti-VAChT (Abcam®); e rabbit monoclonal
anti-M2 mAChR (Abcam®), diluidos em tamp&o TBS-t. Apds o término da incubacéo,
as membranas foram lavadas com tampdo TBS-t (6 vezes/5 minutos cada) e
incubadas com anticorpos secundarios conjugados a enzimas — anticorpo policlonal
anti-rabbit (1:3000) durante 2 horas. As membranas foram submetidas a uma nova
série de lavagens com TBS-t (6 vezes/5 minutos cada), e as bandas imunorreativas
foram reveladas por quimioluminescéncia, utilizando o software ImageQuant AI600
RGB.GE Healthcare e as intensidades das barras imunorreativas foram comparadas
pelo programa ImageQuant TL 1D v8.1 e expressas em unidades arbitrarias. A (-
actina (1:1000) foi utilizada como fator normalizador.

4.7. Andlises estatisticas

Nos ensaios comportamentais de campo aberto foi utilizada andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias (tempo x tratamento) com medidas repetidas,
seguida do pés-teste de Bonferroni. Para o labirinto em cruz elevado e as andlises de
Western Blotting foi utilizado o teste “t” de Student. Os valores foram expressos como
“média  erro padrao da média” e as diferengas foram consideradas significativas para

o valor p<0,05.
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5. Resultados

5.1. Atividade locomotora no tratamento agudo da cocaina em padéao binge

Na Figura 16 pode-se observar a atividade locomotora: total (cm), periférica
(cm), central (cm) e relacdo entre periférica e central (cm) dos animais submetidos ao
campo aberto, realizado apds cada administracdo de cocaina ou solucdo salina no
tratamento agudo de cocaina em binge.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na atividade locomotora no
periodo da habituacao entre os grupos tratados agudamente com cocaina em binge e
0 grupo controle.

A Figura 16A mostra a atividade locomotora total do grupo tratado com
cocaina e solucao salina. A ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito
significativo dos fatores tempo (Fa47,1034=7,91; p<0,0001) e tratamento (F1, 22 = 39,17,
p<0,0001), assim como interagdo entre ambos (F47,1034=11,47; p<0,0001). As analises
post-hoc do fator tempo e tratamento indicam que os animais tratados agudamente
com cocaina em binge apresentaram maior atividade locomotora total nos primeiros
30 minutos apds cada administracdo (p<0,0001) em relacao aos animais tratados com
solucéo salina.

Na Figura 16B observa-se a atividade locomotora na éarea periférica. A
ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito estatisticamente significativo
dos fatores tempo (F47,1034 = 9,02; p<0,0001) e tratamento (F1, 22 = 41,04; p<0,0001);
e interacdo entre ambos (Fa7, 1034=11,36; p<0,0001). As andlises post-hoc dos fatores
tempo e tratamento indicam que 0s animais que receberam agudamente cocaina em
binge apresentaram maior atividade locomotora na area periférica em relacdo aos
animais tratados com solucao salina.

A Figura 16C mostra os resultados da atividade locomotora na area central e
a ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito estatisticamente significativo
dos fatores tempo (Fa47,1034=2,65; p<0,0001) e tratamento (Fi, 22=7,03; p<0,0001),
assim como interacao entre ambos (Fa7, 1034)=3,84; p<0,0001).

Ja na Figura 16D observa-se a relacdo da atividade locomotora da area
periférica e central dos animais tratados com cocaina. A ANOVA de 2 vias (tempo x
tratamento) mostrou efeitos estadisticamente significativo dos fatores tempo
(Fa7,1034=12,16; p<0,0001) e tratamento (F..=72,96; p<0,0001); e interagdo entre

ambas (F47,1034=8,99; p<0,0001). As analises post-hoc dos fatores tempo e tratamento
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indicam que os animais que receberam agudamente cocaina em binge apresentaram

maior atividade locomotora na area periférica em relagéo ao central.

Figura 16: Atividade locomotora total na faixa de tempo de 5 minutos, ap6s a administracao de solucéo
salina ou cocaina no tratamento agudo de cocaina em binge (3x30 mg/kg/1dia) (n=12). Os graficos
referem-se a atividade locomotora total (A), periférica (B), central (C) e relacdo entre a area periférico
e central (D). Os primeiros 60 minutos correspondem ao periodo de habituacdo. Apés a habituacgédo, os
animais foram submetidos a 3 inje¢@es (i.p) de cocaina (3x30 mg/kg/1dia) ou solugao salina nos tempos
de 60, 120 e 180 minutos (setas, eixo x). Despois de cada aplicacdo, os animais ficaram 60 minutos no
campo aberto. Os valores estéo apresentados como média + EPM. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida do teste post hoc de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em
relacdo ao controle.
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5.2. Atividade locomotora no paradigma do escalonamento de dose de
cocaina em padrao binge

Os resultados serdo apresentados em relagédo a atividade locomotora total,
periférica e central no campo aberto nos dias 1, 5, 9 e 13 pdés a administracdo de
cocaina, os quais correspondem ao primeiro dia de alteracdo de dose. Os graficos

referentes aos demais dias encontram-se no ANEXO B.
5.2.1. Atividade locomotora total no campo aberto

Na Figura 17 pode-se observar a atividade locomotora total (cm) dos animais
submetidos ao campo aberto do escalonamento de dose de cocaina em binge. A
ANOVA de 2 vias (tempo e tratamento) ndo mostrou diferenca significativa da
atividade locomotora nos grupos com escalonamento de dose de cocaina em binge
VS grupo controle durante a habituacéo.

A Figura 17A apresenta os resultados no dia 01 de escalonamento de dose
de cocaina em binge. A ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito
estatisticamente significativo dos fatores tempo (F47,1034=9,95; p<0,0001) e tratamento
(F1,22=37,89; p<0,0001), assim como interacdo entre ambos (F47,1034=7,67; p<0,0001).
As analises post hoc dos fatores tempo e tratamento indicam que o grupo tratado com
cocaina apresentou maior atividade locomotora do que o grupo salina nos primeiros
30 minutos apos a administracéo de cocaina (p<0,0001).

Na Figura 17B observa-se os resultados obtidos no dia 05 de escalonamento
de dose de cocaina em binge. A ANOVA de 2 vias (tempo X tratamento) mostrou efeito
estatisticamente significativo dos fatores tempo (F47,1034=4,89; p<0,0001) e tratamento
(F1,22=53,29; p<0,0001), assim como interacdo entre ambos (F47,1034=13,55;
p<0,0001). As andlises post hoc dos fatores tempo e tratamento também mostraram
maior atividade locomotora do grupo tratado com cocaina nos primeiros 30 minutos
(p<0,0001) em relagéo ao grupo salina.

Ja no dia 09 de escalonamento de dose de cocaina em binge (Figura 17C), a
ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito estatisticamente significativo
dos fatores tempo (Fa47,1034=7,37; p<0,0001) e tratamento (Fi, 22=24,07; p<0,0001),
assim como interacao entre ambos (Fa47,1034 = 13,01; p<0,0001). Da mesma forma, as
analises post hoc dos fatores tempo e tratamento mostraram maior atividade

locomotora do grupo exposto a cocaina em relacéo ao controle.
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Também no dia 13 (Figura 17D) a ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento)
mostrou efeito estatisticamente significativo dos fatores tempo (Fa7,1034=11,77,;
p<0,0001) e tratamento (F1,22=27,48; p<0,0001), assim como interacao entre ambos
(Fa7,1034=17,56; p<0,0001). Da mesma forma que as andlises anteriores, o grupo
tratado com cocaina apresentou maior ativade locomotora nos primeiros 30 minutos

em relacdo aos animais tratados com solucgéo salina.
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Figura 17: Atividade locomotora total na faixa de tempo de 5 minutos, apos a administracdo de solucéo
salina ou cocaina no escalonamento de dose (n=12). Os animais receberam trés injecdes por via
intraperitoneal (i.p) de solucdo salina ou cocaina: D1-D4 (3x15 mg/kg/dia), D5-D8 (3x20 mg/kg/dia),
D9-D12 (3x25 mg/kg/dia) e D13-D14 (3x30 mg/kg/dia), perfazendo um total de 14 dias (D1-D14). Os
primeiros 60 minutos correspondem ao periodo de habituagdo. Apds a administracéo de cocaina ou
solugéo salina nos tempos de 60, 120 e 180 minutos (setas, eixo X), 0s animais foram colocados no
centro do campo aberto onde permaneceram por 60 minutos a fim de avaliar a atividade locomotora.
Os graficos apresentados referem-se aos dias D1 (A), D5 (B), D9 (C), D13 (D). Os valores estédo
apresentados como média £+ EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do teste post
hoc de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle.
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A Figura 18A faz a comparacéo entre a atividade locomotora observada no
dia 02 em relacdo ao dia 01. A ANOVA de 2 vias (dia x tratamento) com medidas
repetidas revelou efeito significativo no fator dia (Fa7,1034=3,17; p<0,0001), assim como
uma interagdo entre o fator dia e tratamento (Fa7,1034=17,69; p<0,0001), indicando
maior atividade locomotora no segundo dia. A maior atividade locomotora foi
observada nos primeiros 5 minutos de cada aplicacdo de cocaina, evidenciando-se
assim o inicio do fendmeno de sensibilizagdo comportamental.

Na Figura 18B observa-se os resultados obtidos nos dias 01 e 04, 05 e 08, 09
e 12, 13 e 14 dos animais de escalonamento de dose de cocaina em binge. O teste
“t” de Student para amostras ndo pareadas mostrou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,01) entre os dias 01 e 04, ja entre os outros dias ndo revelou
diferenca estatistica significativa. Mas quando se realiz6 um analises estatistico entre
os dias 01 e 14 dos animais de escalonamento de dose de cocaina em binge mostrou
diferenca estatisticamente significativa (p<0,002). Evidenciandose desta forma que a

sensibilizagdo comportamental permaneceu durante todos os dias de tratamento.
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Figura 18: A) Inicio da Sensibilizacdo comportamental representada pela comparacéo entre as
atividades locomotoras dos dias 1 e 2 de administracao de cocaina (n=12). Os valores estao
apresentados como média + EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do teste
post hoc de Bonferroni. *p<0,05; ***p<0,001. B) Sensibilizacdo comportamental entre os dias de
tratamento. Os valores estdo apresentados como média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado
teste “t” de Student para amostras ndo pareadas. **p<0,01.
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5.2.2. Atividade locomotora na area periférica do campo aberto

Na Figura 19 pode-se observar a atividade locomotora na area periférica (cm)
dos animais submetidos ao campo aberto realizado ap6s cada administracdo por
escalonamento de dose de cocaina em binge durante 14 dias de tratamento.

No dia 01 (Figura 19A) a ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito
estatisticamente significativo dos fatores tempo (Fa7,1034=8,09; p<0,0001) e tratamento
(F1,22=25,30; p<0,0001), assim como interacao entre ambos (F47,1034=6,46; p<0,0001).
As analises post hoc do fator tempo e tratamento mostraram que 0s animais tratados
com escalonamento de dose de cocaina em binge apresentam maior atividade
locomotora na area periférica em comparacdo aos animais tratados com solucéo
salina.

A ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) no dia 05 (Figura 19B) mostrou efeito
estatisticamente significativo dos fatores tempo (Fa7,1034=11,36; p<0,0001) e
tratamento (F1,22=31,61; p<0,0001), assim como interacdo entre ambos (Fa7,
1034=14,64; p<0,0001). As andlises post hoc do fator tempo e tratamento também
mostraram aumento da atividade locomotora do grupo exposto a cocaina em relacéo
ao controle.

Ja no dia 09 (Figura 19C), a ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) mostrou
efeito significativo dos fatores tempo (F47,1034=8,14; p<0,0001) e tratamento
(F1,22=24,31; p<0,0001), assim como interacdo entre ambos (Fa7,1034=12,36;
p<0,0001). Da mesma forma que nos dias anteriores foi observado aumento da
atividade locomotora do grupo exposto a cocaina em relacao ao controle.

Também no dia 13 (Figura 19D), a ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento)
mostrou efeito estatisticamente significativo dos fatores tempo (Fa7,1034=10,15; p <
0.0001) e tratamento (F1, 22=18,97; p<0,0001), assim como interacdo entre ambos
(Fa7,1034=14,39; p<0,0001). Mais uma vez o0 grupo tratado com cocaina apresentou

atividade locomotora maior que o grupo controle.
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Figura 19: Atividade locomotora na area periférica na faixa de tempo de 5 minutos, apds a administracao
de solucgéo salina ou cocaina no escalonamento de dose (n=12). Os animais receberam trés injecées
por via intraperitoneal (i.p) de solucdo salina ou cocaina: D1-D4 (3x15 mg/kg/dia), D5-D8 (3x20
mg/kg/dia), D9-D12 (3%x25 mg/kg/dia) e D13-D14 (3%x30 mg/kg/dia), perfazendo um total de 14 dias (D1-
D14). Os primeiros 60 minutos correspondem ao periodo de habituagdo. Apds a administracdo de
cocaina ou solugdo salina nos tempos de 60, 120 e 180 minutos (setas, eixo x), os animais foram
colocados no centro do campo aberto onde permaneceram por 60 minutos a fim de avaliar a atividade
locomotora. Os graficos apresentados referem-se aos dias D1 (A), D5 (B), D9 (C), D13 (D). Os valores
estdo apresentados como média + EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do
teste post hoc de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle.
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5.2.3. Atividade locomotora na area central do campo aberto

Na Figura 20 pode-se observar a atividade locomotora na &rea central (cm)
dos animais submetidos ao campo aberto realizado apés de cada administracdo do
escalonamento de dose de cocaina em binge durante 14 dias de tratamento.

A ANOVA de 2 vias (tempo x tratamento) realizada com os resultados obtidos
no dia 01 (Figura 20A) mostrou efeito estatisticamente significativo dos fatores tempo
(Fa7,1034=8,96; p<0,0001) e tratamento (F1,22=40,99; p<0,0001), assim como interacao
entre ambos (F47,1034=4,48; p<0,0001). A mesma analise realizada no dia 05 (Figura
20B) mostrou efeito estatisticamente significativo dos fatores tempo (F47,1034=2,32;
p<0,0001) e tratamento (F1,22=13,83; p<0,0001), assim como interacao entre ambos
(Fa7,1034=5,43; p<00001). J4 no dia 09 (Figura 20C), a ANOVA de 2 vias (tempo X
tratamento) mostrou efeito estatisticamente significativo dos fatores tempo
(F47,1034=1,14; p<0,0001) e tratamento (F1,22=10,11; p<0,0001), assim como interacao
entre ambos (Fa47, 1034=4,07; p<0,0001). Também do dia 13 (Figura 20D) a ANOVA de
2 vias (tempo x tratamento) mostrou efeito estatisticamente significativo dos fatores
tempo (F47,1034=3,29; p<0,0001) e tratamento (F1,22=6,07; p<0,0001), assim como
interacdo entre ambos (F47,1034=5,75; p<0,0001). Em todos os dias avaliados, as
analises post hoc do fator tempo e tratamento mostraram que 0s animais tratados com
escalonamento de dose de cocaina em binge apresentaram maior atividade

locomotora na area central que o grupo controle.
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Figura 20: Atividade locomotora area central na faixa de tempo de 5 minutos, apés a administracao de
solucéo salina ou cocaina no escalonamento de dose (n=12). Os animais receberam trés injecdes por
via intraperitoneal (i.p) de solugédo salina ou cocaina: D1-D4 (3x15 mg/kg/dia), D5-D8 (3%x20 mg/kg/dia),
D9-D12 (3x25 mg/kg/dia) e D13-D14 (3x30 mg/kg/dia), perfazendo um total de 14 dias (D1-D14). Os
primeiros 60 minutos correspondem ao periodo de habituagdo. Apds a administracéo de cocaina ou
solugéo salina nos tempos de 60, 120 e 180 minutos (setas, eixo x), 0os animais foram colocados no
centro do campo aberto onde permaneceram por 60 minutos a fim de avaliar a atividade locomotora.
Os gréaficos apresentados referem-se aos dias D1 (A), D5 (B), D9 (C), D13 (D). Os valores estéo
apresentados como média £ EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do teste post
hoc de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacéo ao controle.
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5.3. Avaliacdo da ansiedade por meio do labirinto em cruz elevado

ApOs os 14 dias de abstinéncia, os animais foram avaliados por 5 minutos no
labirinto de cruz elevado. O teste “t”de Student ndo mostrou diferenca estatistica entre
0s tratamentos em porcentagem de tempo nos bragos abertos (A), porcentagem de

tempo nos bragos fechados (B), nimero de entradas nos bracos abertos (C) e nimero

de entradas nos bragos fechados (D), conforme se observa na Figura 21.

Figura 21: Avaliacao da ansiedade por meio do labirinto em cruz elevado apds 14 dias de abstinéncia.
Porcentagem de tempo nos bragos abertos (A), e fechados (B), nUmero de entradas nos bracos abertos
(C) e fechados (D). Os valores estéo apresentados como média + EPM. A comparacao entre animais
tratados com cocaina e controles no teste agudo em binge ou nos animais submetidos ao protocolo de
escalonamento de dose de cocaina em binge foi realizada pelo teste t de Student.
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5.4. Analise das proteinas por Western Blotting

5.4.1. Receptores dopaminérgicos

5.4.1.1. Cértex pré-frontal

A Figura 22 mostra os resultados da quantificagdo dos receptores
dopaminérgicos por Western Blotting no CPF de camundongos Swiss-Webster
tratamento tratados com cocaina de forma aguda em binge e no escalonamento de
dose de cocaina em binge. Conforme pode ser observado na Figura 22A, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em DiR em nenhum dos tratamentos
realizados. Ja na Figura 22B observamos diminui¢céo estatisticamente significativa em
D2R (100,0£1,13 vs 93,37+2,45; p<0,05) somente no tratamento agudo a cocaina em

relacdo ao controle.

Figura 22: Receptores Di1R (A) e D2R (B) por Western Blotting no cdrtex pré-frontal de camundongos
Swiss-Webster expostos ao protocolo agudo de cocaina em binge e de escalonamento de dose de
cocaina em binge. Os dados foram expressos como % em relacdo ao controle (média + EPM). Para
andlise estatistica foi utilizado teste “t” de Student para amostras nédo pareadas (n=6). *p<0,05; **p<0,01
em relacdo ao controle.
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5.4.1.2. Estriado

A Figura 23 apresenta os resultados da quantificacdo dos receptores
dopaminérgicos por Western Blotting no estriado de camundongos Swiss-Webster no
tratamento agudo de cocaina em binge e no escalonamento de dose de cocaina em
binge. A Figura 23A mostra aumento de DiR em relagdo ao controle no tratamento
agudo (100,0+3,12 vs 115,20+4,97; p<0,05) e no escalonamento de dose de cocaina
em binge (100,0+3,43 vs 118,2+3,04; p<0,01). J& em relacdo aos D2R, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) no tratamento agudo de cocaina em
binge, porém no tratamento crénico do escalonamento de dose foi observada
diminuicdo de D2R em relagdo ao controle (100,0+2,52 vs 91,47+2,76; p<0,05 — Figura
23B).

Figura 23: Receptores DiR (A) e D2R (B) por Western Blotting no estriado de camundongos Swiss-
Webster expostos ao protocolo agudo de cocaina em hinge e de escalonamento de dose de cocaina
em binge. Os dados foram expressos como % em relagdo ao controle (média + EPM). Para andlise
estatistica foi utilizado teste “t” de Student para amostras ndo pareadas (n=6). *p<0,05; **p<0,01.
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CT-AG= controle agudo, CO-AG= administracao aguda de cocaina em binge, CT-ESC= controle de
escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.
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5.4.1.3. Hipocampo

A Figura 24 apresenta os resultados da quantificacdo dos receptores
dopaminérgicos por Western Blotting no hipocampo dos camundongos Swiss-
Webster no tratamento agudo de cocaina em binge e no escalonamento de dose de
cocaina em binge. Na Figura 24A pode ser observado aumento de DiR no tratamento
agudo (100,0+2,81 vs 107,0+0,21; p<0,05) e escalonamento de dose a cocaina
(100,0+2,83 vs 113,1+4,31; p<0,05). Em relagcdo aos D2R, conforme pode ser
observado na Figura 24B, houve aumento no tratamento agudo (100,0+3,34 vs
114,94£3,16; p<0,01), mas no tratamento cronico do escalonamento de dose foi
observada diminuig&o (100,0+2,31 vs 91,38+2,41; p<0,05).

Figura 24: Receptores DiR (A) e D2R (B) por Western Blotting no hipocampo de camundongos Swiss-
Webster expostos ao protocolo agudo de cocaina em hinge e de escalonamento de dose de cocaina

em binge. Os dados foram expressos como % em relagdo ao controle (média + EPM). Para andlise
estatistica foi utilizado teste “t” de Student para amostras ndo pareadas (n=6). *p<0,05; **p<0,01.
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5.4.2. Receptores colinérgicos

5.4.2.1. Cértex preé-frontal

A Figura 25 mostra os resultados da quantificacdo dos mAChRs por Western
Blotting no CPF de camundongos Swiss-Webster no tratamento agudo de cocaina em
binge e no escalonamento de dose de cocaina em binge. Na Figura 25A observa-se
diminuicdo de M1 mAChRs em relag&o ao controle no tratamento agudo (100,0+1,05
vs 92,80+2,77; p<0,05) e no escalonamento de dose (100,0+0,95 vs 89,36+3,23;
p<0,05) em relacdo ao controle. Nas Figuras 25B e 25D pode-se observar aumento
de M2 mAChRs (100,0+0,57 vs 107,80+1,93; p<0,05) e Ma mAChRs (100,0+2,15 vs
113,1+£3,61; p<0,05) no tratamento agudo em relacéo ao controle. Em relacdo aos Ms
MAChRS, observamos diminui¢do (100,0+£1,31 vs 93,26+2,59; p<0,05) nos animais
submetidos ao escalonamento de dose de cocaina em binge (Figura 25E). N&o foram
observadas alteragOes estatisticamente significativas nos receptores Mz mAChRs

nesta regiao.
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Figura 25: Quantificacdo de mAChRs por Western Blotting no cértex pré-frontal (n=6) de camundongos
Swiss-Webster expostos ao protocolo agudo de cocaina em binge e de escalonamento de dose de
cocaina em binge. A) M1 mAChRs, B) M2 mAChRs, C) Mz mAChRs, D) M4 mMAChRs, E) Ms mAChRs.
Os dados foram expressos como % em relagdo ao controle (média + EPM). Para andlise estatistica foi
utilizado teste “t” de Student para amostras ndo pareadas. *p<0,05; **p<0,01.
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escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.

5.4.2.2. Estriado

A Figura 26 mostra os resultados da quantificacdo dos mAChRs por Western
Blotting no estriado de camundongos Swiss-Webster no tratamento agudo de cocaina
em binge e no escalonamento de dose de cocaina em binge. Nas Figuras 26A e 26B
pode-se observar aumento de M1 mAChRs (100,0£1,2 vs 109,2+2,65; p<0,05) e M2
mAChR (100,0+0,26 vs 105,4+1,66; p<0,05) no tratamento agudo de cocaina em
binge em relagdo ao controle. Mias ainda, foi observada diminuicdo de M1 mAChRs
(100,0+1,3 vs 92, 13+2,39; p<0,05) e M2 mAChR (100,0+0,8786 vs 91,81+2,534;
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p<0,05) no escalonamento de dose de cocaina em binge. Os demais receptores nao

sofreram alteracdes nesta regiao.

Figura 26: Quantificacdo de mAChRs por Western Blotting no estriado (n=6) de camundongos Swiss-
Webster expostos ao protocolo agudo de cocaina em binge e de escalonamento de dose de cocaina
em binge. A) M1 mAChRs, B) M2 mAChRs, C) Ms mAChRs, D) Ms mAChRs, E) Ms mAChRs. Os dados
foram expressos como % em relagdo ao controle (média + EPM). Para analise estatistica foi utilizado
teste “t” de Student para amostras ndo pareadas. *p<0,05; **p<0,01.
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CT-AG= controle agudo, CO-AG= administracao aguda de cocaina em binge, CT-ESC= controle de
escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.

5.4.2.3. Hipocampo

A Figura 27 apresenta os resultados da quantificacdo dos mAChRs por
Western Blotting no hipocampo de camundongos Swiss-Webster no tratamento agudo
de cocaina em binge e no escalonamento de dose de cocaina em binge. Nas Figuras
27A e 27B observa-se diminuicdo de M1 mAChRs (100,0£1,8 vs 93,71+1,99; p<0,05)

e aumento de M2 mAChR (100,0+2 vs 109,2+2,52; p<0,05) em relagéo ao controle no
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tratamento agudo. Conforme observado na Figura 27A, o tratamento de
escalonamento de dose de cocaina em binge mostrou diminuicdo de M1 mAChR em
relacédo ao controle (100,0 £ 1,65 vs 91,85 + 1,52; p<0,05). Os demais receptores nao

sofreram alteragbes nesta regiao.

Figura 27: Quantificacdo de mAChRs por Western Blotting no hipocampo (n=6) de camundongos
Swiss-Webster expostos ao protocolo agudo de cocaina em binge e de escalonamento de dose de
cocaina em binge. A) M1 mAChRs, B) M2 mAChRs, C) Mz mAChRs, D) M4 mAChRs, E) Ms mAChRs.
Os dados foram expressos como % em relacdo ao controle (média £ EPM). Para andlise estatistica foi
utilizado teste “t” de Student para amostras nédo pareadas. *p<0,05; **p<0,01.
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escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.
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5.4.3. . Moléculas colinérgicas

5.4.3.1. Colina Acetil-Transferase (ChAT)

A Figura 28 apresenta os resultados da quantificacdo da ChAT por Western
Blotting no CPF (Figura 28A), estriado (Figura 28B) e hipocampo (Figura 28C) de
camundongos Swiss-Webster no tratamento agudo de cocaina em binge e no
escalonamento de dose de cocaina em binge.

No tratamento agudo houve aumento da ChAT no estriado em relacdo ao
controle (100,0+1,82 vs 122,648,15; p<0,05) nos animais submetidos ao protocolo
agudo de cocaina em binge, porém, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) no CPF e no hipocampo. Ja nos animais submetidos ao
protocolo de escalonamento de dose de cocaina em binge, houve diminuicdo da ChAT
no CPF (100,0£0,96 vs 92,02+2,39; p<0,05) e no estriado em relagcdo ao controle
(100,0+2,45 vs 113,9+4,65; p<0,05). Entretanto, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) da ChATno hipocampo em nenhum dos

protocolos utilizados.

Figura 28: Quantificacé@o da colina acetil-transferase (ChAT) por Western Blotting no cortex pré-frontal
(A), estriado (B) e hipocampo (C) no tratamento agudo de cocaina em hinge e escalonamento de dose
de cocaina em binge. Os dados foram expressos como % em relacdo ao controle (média £ EPM). Para
andlise estatistica foi utilizado teste “t” de Student para amostras ndo pareadas (n=6). *p<0,05;
**p<0,01.
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CT-AG= controle agudo, CO-AG= administracdo aguda de cocaina em binge, CT-ESC= controle de
escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.
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5.4.3.2. Transportador vesicular de acetilcolina (VAChT)

A Figura 29 apresenta os resultados da quantificacdo de VAChT por Western
Blotting no CPF (Figura 29A), estriado (Figura 29B) e hipocampo (Figura 29C) de
camundongos Swiss-Webster no tratamento agudo de cocaina em binge e no
escalonamento de dose de cocaina em binge.

No tratamento agudo houve aumento de VAChT apenas no hipocampo em
relacdo ao controle (100,0+2,32 vs 134,4+12,67; p<0,05). Entretanto, nos animais
submetidos ao protocolo de escalonamento de dose, houve aumento de VAChT no
estriado (100,0£2,54 vs 117,4+2,83; p<0,01) e no hipocampo em relacéo ao controle
(100,0+2,07 vs 115,9+5.48; p<0,05). Na&o foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) da VAChT no CPF em nenhum dos protocolos

utilizados.

Figura 29: Quantificacdo do transportador vesicular da acetilcolina (VAChT) por Western Blotting no
cortex pré-frontal (A), estriado (B) e hipocampo (C) no tratamento agudo de cocaina em binge e
escalonamento de dose de cocaina em binge. Os dados foram expressos como % em relagdo ao
controle (média £ EPM). Para andlise estatistica foi utilizado teste “t” de Student para amostras nao
pareadas (n=6). *p<0,05; **p<0,01.
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CT-AG= controle agudo, CO-AG= administracao aguda de cocaina em binge, CT-ESC= controle de
escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.
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5.4.3.3. Acetilcolinesterase (AChE)

A Figura 30 apresenta os resultados da quantificacdo da AChE por Western
Blotting no CPF (Figura 30A), estriado (Figura 30B) e hipocampo (Figura 30C) de
camundongos Swiss-Webster no tratamento agudo de cocaina em binge e no
escalonamento de dose de cocaina em binge. Ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) da AChE em nenhuma das regifes estudadas

e em nenhum dos protocolos utilizados.

Figura 30: Quantificacédo da acetilcolinesterase (AChE) por Western Blotting no cortex pré-frontal (A),
estriado (B) e hipocampo (C) no tratamento agudo decocaina em binge e escalonamento de dose de
cocaina em binge. Os dados foram expressos como % em relacdo ao controle (média + EPM). Para
andlise estatistica foi utilizado teste “t” de Student para amostras ndo pareadas (n=6). *p<0,05;

**p<0,01.
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CT-AG= controle agudo, CO-AG= administracdo aguda de cocaina em binge, CT-ESC= controle de
escalonamento de dose, CO-ESC= escalonamento de dose de cocaina em binge.
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6. Discussao

Atualmente, o consumo de drogas de abuso € uma preocupacao mundial, em
funcdo da sua alta incidéncia e dos riscos a saude provenientes deste uso (RATTO &
CORDEIRO, 2004). Segundo o World Drug Report publicado em 2018 pelo United
Nations Office on Drugs and Crime, o niumero atual de pessoas que usam drogas
aumentou em 20 milhdes de 2015 a 2016. Ainda mais preocupante é o fato de que
um a cada 9 usuéarios sofre algum tipo de distarbio devido ao uso de drogas, como a
dependéncia (UNODC, 2018).

A farmacodependéncia € uma doenca crbnica com disturbio de recaida,
caracterizado pela compulsdo de procurar e voltar a consumir a droga (perda de
controle pelo consumo) seguido de periodo de abstinéncia, com a presenca de
estados emocionais negativos, como, disforia, ansiedade e irritabilidade (KOOB &
VOLKOW, 2010). Os dependentes de cocaina apresentam dificuldades em se manter
no tratamento devido aos sintomas de depresséao e ansiedade, prevalentes no periodo
de abstinéncia (ALVES et al., 2004). A maioria dos individuos que se encontram neste
periodo apresentam um desejo incontrolavel pelo uso da droga, conhecido como
fissura (DSM-V, 2014). Verifica-se na literatura que a maioria da populacdo de
dependentes quimicos nao tem acesso ao tratamento adequado, conforme apontado
por Carlini e colaboradores (2001).

Diversos estudos apontam a relacdo entre os sistemas dopaminérgico e
colinérgico na farmacodependéncia (WILLIAMS & ADINOFF, 2008; ADINOFF et al.,
2010). E conhecido também que os receptores DiR e Ma mAChRs exercem efeitos
opostos diretamente na sintese de cAMP, enquanto os receptores M1 mAChRs se
opdem aos efeitos dos receptores D2R (ONALI & OLIANAS, 2002). Assim, &
importante compreender as alteracdes envolvidas no sistema colinérgico muscarinico
decorrentes do uso prolongado de cocaina. Mais ainda, como esse sistema pode ser
afetado durante o periodo abstinéncia, uma vez que as mudancas desencadeadas

pelo uso continuo da droga podem ser duradouras.

6.1. Alteracdes comportamentais

Em modelos animais, a exposi¢cao a um ambiente novo pode induzir aumento

na exploracao do ambiente e um comportamento ansioso, impactando nos resultados
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da atividade locomotora (ALLAN et al., 2007). Para evitar a influéncia dos efeitos
exploratorios durantes a avaliacdo em campo aberto, no presente estudo, os animais
foram diariamente habituados imediatamente antes do inicio dos tratamentos. Assim,
certificou-se que as alteracdes na atividade locomotora observada nos animais que
recebem cocaina foram consequentes da presenca da droga.

Em nosso protocolo experimental, os camundongos foram submetidos aos
modelos comportamentais que s&o normalmente utilizados para avaliar a atividade
locomotora total e exploratéria (campo aberto) e ansiedade (labirinto em cruz
elevado). Além da atividade locomotora total, a organizacao espacial da locomocéao é
um parametro de grande importancia no estudo dos efeitos de psicoestimulantes. Ja
estd bem estabelecido o fato de roedores mostrarem maior locomogdo na é&rea
periférica, proxima as paredes do campo-aberto, efeito denominado tigmotaxia,
evitando a area central (WANG et al., 2003). Os resultados do presente estudo
corroboram estes resultados, uma vez que maior atividade locomotora foi observada
na area periférica tanto no tratamento, agudo de cocaina em binge quanto no
escalonamento de dose. O labirinto em cruz elevado consiste em um procedimento
rapido e simples para detectar ambos os efeitos ansiolitico e ansiogénico de drogas
em roedores. A teoria € baseada na aversao natural dos mesmos pelos bracos abertos
em comparacao aos fechados (PELLOW et al., 1985).

Conforme o esperado, os camundongos dos tratamentos agudo e crbnico
mostraram maior atividade locomotora, em comparacdo aos animais tratados com
solucéo salina. No tratamento agudo de cocaina em binge mostrou maior atividade
locomotora na area periférica com respeito ao central, evidenciando-se assim, um
comportamento asioso dos camundongos tratados com cocaina. Tem sido propuesto
0 emprego deste teste de campo aberto na avaliacdo da ansiedade, onde a maior
atividade locomotora na area periférica pode ser considerada um parametro indicativo
relacionados a ansiedade (CHOLERIS et al., 2001; LISTER et al., 1990; RAMOS &
MORMEDE, 1998). Tal como é mostrado em nossos resultados, onde maior atividade
locomotora na area periférica pode ser um indicativo da presencia da ansiedade.
Entretanto, esta propuesta é criticada por alguns autores, ja que estas avaliacdoes
podem ser influenciadas além da propia ansiedade, como a atividade locomotora,
exploracdo e a novidade que pode generar extrema exploracdo na area periférica
(FILE, 2001; SCHMITT & HIEMKE, 1998).
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Com relacéo ao paradigma de escalonamento de dose de cocaina em binge,
a sensibilizacdo locomotora foi evidenciada no segundo dia de tratamento por
aumento da magnitude, pela distancia percorrida nos primeiros 5 minutos apos cada
administracdo e também pelo aumento de duracdo do efeito locomotor, o qual foi
evidenciado no dia 13. Além de isso, em nossos resultados também mostrou que a
sensibilizacdo comportamental permaceu até o Ultimo dia de tratamento,
evidenciando-se maior ativadade locomotora no dia 14 com respeito ao primer dia de
tratamento. Estes resultados estdo de acordo com Bailey et al. (2008), os quais
observaram sensibilizacdo locomotora no dia 3 em camundongos C57BL/6J enquanto
outros autores mostram a presenca da sensibilizacdo locomotora somente no dia 13
(ELLEM et al.,, 1994). A demora para o aparecimento deste efeito poderia ser
explicado pelo fato de que os animais foram testados em suas gaiolas por 14 dias em
vez de serem removidos para um campo aberto para monitorar sua atividade
locomotora (ELLEM et al., 1994). Por outro lado, alguns autores nao evidenciaram
sensibilizacdo comportamental decorrente da administracdo de cocaina. Assim,
camundongos C57BL/6J tratados também com escalonamento de dose, néo
apresentaram sensibilizacdo comportamental (YONG ZHANG et al., 2013). Em outro
estudo com a mesma linhagem, porém com dose constante de cocaina, 0s animais
também ndo desenvolvem tolerdncia ou sensibilizacdo de comportamentos
estereotipados durante os 14 dias de administracdo (SCHLUSSMAN et al., 2005). As
diferencas destes resultados comportamentais podem estar relacionadas nas
diferencas metodoldgicas referente a habituacdo, monitoramento da atividade
locomotora e dose. Schlussman et al. (2005), observaram sensibilizacdo
comportamental apds administraram de 3x15mg/kg de cocaina por 14 dias em ratos
F344, mas néo a expressao de comportamentos estereotipados.

Os resultados do paradigma de escalonamento de dose de cocaina em binge
apresentaram maior duracéo dos efeitos da cocaina a partir do dia 5, ja que a atividade
locomotora permaneceu elevada entre as injecdes subsequentes da droga, ou seja,
0S animais nao retornaram ao nivel basal de atividade. Esse fenbmeno pode ser
consequéncia da sensibilizacdo comportamental, uma vez que ndo acontece com 0s

animais do tratamento agudo.
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Acredita-se que os efeitos estimulantes e recompensadores da cocaina
dependem em grande parte do tonus dopaminérgico mesolimbico enquanto a
elevacdo do tébnus dopaminérgico no caudado putdmen esta envolvida com o
desenvolvimento dos comportamentos estereotipados (SCHLUSSMAN et al., 2005).

De acordo com Robinson e Berridge (2001; 2008), a sensibilizacao
comportamental reflete alteragdes no SNC, resultantes de adaptacfes neuroquimicas
e moleculares do sistema dopaminérgico, que aumentariam a vulnerabilidade ao
desenvolvimento da dependéncia e favoreceriam o aumento da motivagéo para o uso
de drogas. Assim, nosso resultado sugere que a exposi¢cao a cocaina no modelo de
escalonamento de dose de cocaina em binge pode gerar vulnerabilidade ao
desenvolvimento da dependéncia.

O desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental pode ser dividido em
duas fases: 1) iniciacdo, comumente ligada a VTA, 2) expressao, associada ao NAc
(KALIVAS & STEWART, 1991; PIERCE & KALIVAS, 1997; VANDERSCHUREN &
KALIVAS, 2000; PASTOR et al., 2008; PHILLIPS et al., 2010; STEKETEE & KALIVAS,
2011). Entretanto, h& estudos mostrando a atuacdo do mCPF no desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental (CADOR et al.,, 1999; LI et al.,, 1999; CADOR &
KALIVAS, 2011).

Estudos comportamentais demostraram uma correlacdo significativa da
atividade locomotora e os receptores dopaminérgicos D1 e D2 no estriado. Assim,
antagonistas seletivos do DiR blogueiam a sensibilizagdo comportamental pela
cocaina, enquanto antagonistas dos D2R bloqueiam o desenvolvimento mas nédo a
expressdo da sensibilizacdo comportamental induzida pela cocaina (BURGER &
MARTIN-IVERSON, 1994; SCHLUSSMAN et al., 2005; SELF et al., 1996; TSUKADA
et al., 1996; UNTERWALD et al., 1994).

Durante os periodos de abstinéncia, a exposicdo a cocaina ou fatores
associados, como a lembranca ou a experiéncia do usuario, assim como o estresse
ou a ansiedade, podem desencadear o desejo e a recaida. A ansiedade é um sintoma
proeminente do estado afetivo negativo experimentado pelo individuo durante a
abstinéncia a cocaina (CRAIGE, 2014). A retirada da administracdo cronica de
cocaina e outras drogas como anfetaminas e morfina, resultou em reducédo da
concentracdo de dopamina extracelular no estriado ventral de ratos, sendo esta uma

caracteristica geral da abstinéncia de drogas, conforme sugerido por alguns autores
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Rossetti et al., 1992; Weiss & Porrino, 2002; Yong Zhang et al., 2003. Foi sugerida
uma associacdo entre a diminuicdo de dopamina nos estados disféricos de longa
duracio aos desejos apds da retirada de cocaina (YONG ZHANG et al., 2003). E
possivel, ainda, que estas reducdes de dopamina, principalmente no NAc, estejam
relacionadas ao comportamento de busca e consumo da droga (CALAPIRI et al.,
2014; DACKIS & O'BRIEN, 2001). Um estudo realizado com voltametria mostrou o
retorno das concentracdes de dopamina apoés 3 dias de abstinéncia, sugerindo que as
mudancgas nas concentracdes basais de dopamina podem-se normalizar enquanto a
tolerancia comportamental e neuroquimica permanece (CALAPIRI et al., 2014).
Assim, estudos pré-clinicos tém contribuido para o estudo de ansiedade durante a
abstinéncia a cocaina.

O labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar o efeito causado pela
abstinéncia a cocaina. Os resultados obtidos demonstram que apés 14 dias de
abstinéncia ndo foi detectada ansiedade nos animais de ambos os tratamentos. A
literatura relata que, neste teste, compostos ansioliticos aumentam seletivamente o
namero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, enquanto
compostos ansiogénicos reduzem seletivamente estes parametros (BACELLER,
1999).

Nossos resultados podem ser corroborados por Cleck et al. (2008) que
observaram que a administracdo de cocaina em padréo binge (3 x 15mg/kg) por 14
dias e com periodo de abstinéncia de 24horas ou 14 dias nédo alterou o tempo gasto
nos bracos abertos em camundongos C57BL/6 quando comparado aos controles.
Ainda, ap6s 14 dias de abstinéncia, os camundongos expostos a cocaina
apresentaram um tempo maior nos bragos abertos, o que pode indicar uma diminui¢cao
da ansiedade (CLECK et al., 2008). Outros estudos ndo encontraram alteracao
significativa entre o tratamento crénico com cocaina (14 dias) e o grupo controle no
labirinto em cruz elevado 30 minutos apos a administragdo da ultima dose. Porém, 48
horas apos a ultima administracdo, observou-se que a porcentagem de tempo, bem
como o numero de entradas nos bracos abertos foi significativamente menor em
relacdo a salina, ou seja, a retirada de cocaina causou um comportamento de
ansiedade (SARNYAI et al., 1995; BASSO et al., 1999; PERRINE et al., 2008). Por
outro lado, Erhardt et al. (2006) relataram que o uso agudo de cocaina nas doses de

5, 10 e 20 mg/kg causou reducao no numero de entradas e no tempo de permanéncia
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nos bracos fechados e aumento no tempo de permanéncia nos bracos abertos,
sugestivo de um efeito ansiolitico.

Portanto, pode-se concluir que a cocaina pode causar efeitos diferentes no
padrao de ansiedade dependendo da dose administrada, duracéo do tratamento e do
periodo de abstinéncia. Assim, os estudos sdo controversos ndo somente com relacao
a ocorréncia de efeitos ansiogénicos ou ansioliticos, mas também em questbes
relacionadas ao numero de dias de abstinéncia e sua duracdo, apés 0s quais

comecgam a aparecer 0s sintomas.

6.2. Alteracdes nos receptores dopaminérgicos

Além das manifestacbes comportamentais, a cocaina também promove
alteracdes neuroquimicas. Muitos estudos indicam que a atividade neuronal no
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico esta relacionada ao efeito de recompensa
da cocaina e contribui para a recaida (PIERCE et al., 2006; KALIVAS et al., 2003).
Grande parte das propriedades reforcadoras da cocaina esta na ativacdo deste
sistema, em especial nas regides NAc e VTA, as quais parecem modular o estimulo a
recompensa induzido por estimulantes, como cocaina e anfetamina (GRAEFF et al.,
2000).

As concentracfes aumentadas de dopamina no NAc, induzidas pela cocaina,
exercem um papel importante na regulacdo da sua autoadministracdo, tanto em
animais quanto em seres humanos (AHMED et al., 2003). A dopamina é um
neurotransmissor que desempenha um importante papel nos processos de
aprendizado, memodria, recompensa, medo e atencédo, controle de impulso, tomada de
deciséo, aprendizagem motora e regulagédo do consumo de alimentos (DI CHIARA &
BASSAREO, 2007; GRANON et al., 2000; IVERSEN & IVERSEN, 2007; KOOB &
VOLKOW, 2010; RONDOU et al., 2010). Os DiR e D2R parecem ser criticos nos
mecanismos de aprendizagem e memoria de trabalho, o qual pode ser mediada
principalmente pelo CPF (GOLDMAN-RAKIC et al.,2004; XU et al., 2009).

Alguns autores afirmam que os DiR e D2R est&do envolvidos na locomocéao e
nos comportamentos estereotipados. A locomoc¢édo depende da ativacdo dos DiR
(STARR et al., 1989), enquanto que os comportamentos estereotipados tais como
‘lamber” e “morder” dependem da ativagado do D2R, resultado observado utilizando
antagonistas dos DiR e D2R (USHIJIMA et al., 1995). Além disso, tem sido relatado
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que a reducdo da atividade locomotora é causada pela diminuicdo da dopamina
especialmente no corpo estriado (HSHIEH et al., 1994).

Os D2R também possuem importancia nos efeitos de refor¢co da cocaina e nos
comportamentos motores envolvidos na dependéncia uma vez que agonistas D2R
induzem procura pela droga (LESHNER, 1996). No entanto, os dados da literatura a
respeito da participacdo deste receptor na neurobiologia da dependéncia a cocaina
sdo controversos. Existem estudos sugerindo que o comportamento de busca pela
droga se deve a um aumento na quantidade dos D2R no corpo estriado (KOOB, 1997).
Ja estudos pré-clinicos e clinicos mostram que a diminuicdo dos D2R no estriado esta
associada a impulsividade, sendo que, em roedores, a impulsividade prediz o
consumo compulsivo da cocaina (VOLKOW et al., 2012).

Alguns trabalhos mostram que a administracdo crénica de cocaina pode
aumentar, reduzir ou ndo causar nenhum efeito na densidade dos receptores
dopaminérgicos (PIERSON, 2005). No presente estudo, houve alteracdo na
densidade dos DiR e D2R no hipocampo nos tratamentos agudo e crbnico. O
hipocampo € uma regido do cérebro conhecida por participar da memoria declarativa
e da memdria espacial (LIPTON et al., 2008). Notavelmente, o comportamento de
busca pela cocaina induzida pelo contexto pode ser um resultado de interacéo
reciproca entre as regides do hipocampo e a VTA (CHAO & NESTLER, 2004;
FELTENSTEIN & SEE, 2008). A plasticidade na via de sinalizacdo mediada por D1R
no hipocampo parece estar envolvida nos mecanismos de aprendizagem e a memaria
relacionadas a busca pela droga e pode contribuir para o desenvolvimento de
comportamentos compulsivos de procura de cocaina. Consistente com isso, niveis
aumentados de RNAmM de DiR no giro denteado do hipocampo dorsal estdo
associados ao desenvolvimento de preferéncia condicionada por lugar (STRAMIELLO
& WAGNER, 2010; TANAKA et al., 2011; XIE et al., 2014), enquanto o antagonista de
D1R no hipocampo dorsal, inibe o comportamento de busca de cocaina, induzido pelo
contexto de droga (XIE et al., 2014). A exposi¢cdo a cocaina pode, ainda, aumentar a
potenciacdo de longo prazo na regido CA1l, o que pode indicar adaptacbes neurais
como resultado da administracdo de cocaina, e essa a¢do pode ser evitada por um
antagonista do D2R (THOMPSON et al., 2005).

Em relacdo ao estriado, nossos resultados mostraram que apés 14 dias de

abstinéncia houve aumento de DiR do tratamento agudo e aumento e diminui¢cdo de
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DiR e D2R, respectivamente, apos o tratamento crénico. Ha estudos sugerindo que
durante a abstinéncia a cocaina ocorre diminuicdo de DiR no NAc (HENRY & WHITE,
1991; KLEVEN et al., 1990; LAURIER et al., 1994; NEISEWANDER et al., 1994).
Entretanto outros estudos demonstram que, no periodo de abstinéncia a cocaina,
houve aumento DiR e DAT mas diminui¢cdo de D2R no estriado (LETCHWORTH et al,
2001; MOORE et al., 1998; NADER et al, 2002).

Tsukada e colaboradores (1996), por meio autorradiografia, observaram os
efeitos da administragcdo crbnica de cocaina num padrdo binge nos receptores
dopaminérgicos no NAc e no caudado-putamen. Foi relatado aumento transitério de
D2R no NAc e no caudado putdmen apos 7 dias de tratamento, e retorno aos niveis
basais apds 7 dias de abstinéncia. Um estudo de autoadministracdo de cocaina
conduzido em macacos Rhesus, seguido por 30 e 90 dias de abstinéncia, produziu
alteracdes importantes na regulacdo do sistema dopaminérgico no estriado, como
aumento dos Di1R, as quais persistem durante as fases iniciais (primeiros 30 dias de
abstinéncia). Em contraste, ndo houve alteracdes apds 90 dias de abstinéncia nos
receptores DiR e D2R (BEVERIDGE et al., 2009). A autoadministracéo de cocaina por
10 dias (120 infusbes ~60mg/kg/dia) em ratos aumentou DiR no shell do NAc, no
primeiro dia de abstinéncia, tendo sido normalizado no 45° dia. Em ambos os periodos
de auséncia da droga houve diminuigdo de D2R, na mesma estrutura encefalica. Estas
alteracBes poderiam contribuir com comportamentos relacionados a busca da droga
associada a uma pista (CONRAD et al., 2010).

Ja no CPF observamos diminui¢cdo dos D2R apos abstinéncia do tratamento
agudo de cocaina em binge. Estudo realizado em ratos com administracéo diaria de
cocaina (10mg/kg ou 20mg/kg i.p) durante 15 dias mostrou aumento de DiR no CPF
apos 20 minutos da administragcdo. Mias ainda, houve reducdo deste receptor 2
semanas apos a Ultima administracéo de cocaina. Em relacdo a D2R, houve apenas
diminuicdo apos 20 minutos de administracdo da droga (KLEVEN et al.,, 1990).
Estudos de PET mostraram que individuos em abstinéncia apresentam reducdes em
D2R no estriado, e estas reduc¢des se encontram correlacionadas com uma diminuicao
no metabolismo da glicose no OFC, CCA e DLPFC (VOLKOW et al, 2010a). Segundo
Volkow e colaboradores (1991) individuos dependentes de cocaina possuem
metabolismo cerebral no CPF elevado na primeira semana de abstinéncia, contudo,

apos este periodo e até 6 semanas sem uso da droga as taxas metabolicas cerebrais

95



diminuem e persistem apos 3 meses de abstinéncia. Esses dados sugerem que as
anormalidades neurofuncionais persistem mesmo apos periodos prolongados de
abstinéncia (HANLON et al., 2013; VOLKOW et al., 1991). As redugbes de D2R
indicam uma hipofuncdo do sistema dopaminérgico, principalmente no CPF, que
podem estar relacionadas com a perda de controle dos usuarios no consumo da

droga.

6.3. Alteragdes no sistema colinérgico muscarinico

6.3.1. Moléculas colinérgicas

A ACh é um neurotransmissor envolvido em diferentes aspectos cognitivos
fundamentais para a neurobiologia da dependéncia, incluindo aprendizado, memoria,
atencdo e funcdo executiva (WILLIAMS & ADINOFF, 2008). Aumentos nas
concentracfes de ACh no estriado estdo associadas aos comportamentos de procura
pela droga. Portanto, este neurotransmissor seria um mediador para o reforco, a
saciedade, a aquisi¢cdo de associa¢des condicionadas a fissura e sensibilizacao pela
droga (WILLIAMS & ADINOFF, 2008; ADINOFF et al., 2010). Evidéncias indiretas
também sugerem a importancia da ACh nos processos de atencdo e tomada de
decisfes, 0s quais podem estar comprometidos em individuos dependentes a cocaina
(ADINOFF et al., 2010).

A regulacdo da concentracdo de ACh se da pelas moléculas ChAT (controle
da sintese), VAChT (transporte para o interior das vesiculas sinapticas) e AChE
(hidrélise na fenda sinaptica). Em nossos resultados evidenciou-se aumento da ChAT
apos 14 dias de abstinéncia em ambos tratamentos realizados com cocaina no
estriado, o que sugere um aumento da sintese de ACh, refletindo em aumento na
comunicacao entre neurdnios colinérgicos e tecidos alvos. Entretanto, no CPF apos a
abstinéncia do escalonamento de dose de cocaina em binge, foi encontrada uma
reducdo desta enzima, o que sugere uma possivel diminui¢cdo da atividade colinérgica.

Em um estudo realizado em cérebros necropsiados de usuarios de drogas
estimulantes e heroina ndo foram encontradas alteracdes na atividade da ChAT, com
excecao dos usuarios de anfetaminas expostos a doses muitos altas da droga, nos
quais a atividade estava diminuida (KISH et al., 1999). Em outro estudo post mortem,
nao foram observadas alteracfes da atividade da ChAT no tecido cerebral de usuarios

de anfetaminas, exceto em dois individuos, cuja atividade estava diminuida (SIEGAL
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et al., 2004; KISH et al., 1999). Reducao da atividade da ChAT no NAc foi descrita em
estudos em roedores, apds 3 semanas de abstinéncia de tratamento com cocaina
(aproximadamente 90 mg/kg/dia), indicando uma regulacdo negativa da atividade
colinérgica nesta estrutura (SMITH et al., 2004a, WILSON et al., 1994).

No hipocampo, a abstinéncia dos tratamentos agudo e de escalonamento de
dose de cocaina em binge mostrou aumento na atividade de VAChT, enquanto que,
no estriado, revelou aumento da atividade desta enzima apenas na abstinéncia do
tratamento crénico. Em um estudo realizado em amostras post-mortem de nudcleo
caudado de usuarios dependentes de anfetaminas, evidenciou-se um aumento da
atividade de VAChHT, sugerindo que os seres humanos expostos a drogas de abuso
podem ter uma liberagcédo aumentada de ACh (BICKERDIKE & ABERCROMBIE, 1997,
CRITTENDEN et al.,, 2014; KUCZENSKI & SEGAL, 2001). Contudo, Siegal e
colaboradores (2004) nao evidenciaram alteracdes na atividade da VAChT em
usuarios de cocaina e heroina.

Em relagdo a AChE, por sua vez, nossos resultados ndo mostraram
alteracdes na atividade no CPF, no estriado e hipocampo. Mas é sabido que inibidores
desta enzima séo utilizados para tratar diversos tipos de doencas, como a Doenca de
Alzheimer, miastenia grave e a farmacodependéncia (CRITTENDEN et al., 2014;
NAIR & HUNTER, 2004). A administracdo de donepezila, um inibidor da AChE, 20
minutos antes da injecdo intraperitoneal de cocaina em camundongos bloqueou
completamente a hiperlocomocdo induzida pela droga (HIKIDA et al., 2003).
Camundongos tratados repetidamente com cocaina durante 5 dias na auséncia de
donepezila desenvolveram sensibilizacdo comportamental. Porém, quando pré-
tratados com este inibidor da AChE no sexto dia, a sensibilizacdo foi bloqueada
(HIKIDA et al.,, 2003). Estudo realizado em usuarios voluntarios de anfetamina, a
administracdo de rivastigmina, também inibidor de AChE, reduziu a fissura induzida
pela anfetamina, diminuindo a administracdo da droga (GARZA et al., 2012). Mas
ainda, outro inibidor de AChE, fisostigmina, diminuiu a auto-administracao de cocaina
em primatas nao humanos (ADINOFF et al., 2010).

6.3.2. Alteracdes nos mAChRs ap0s os tratamentos agudo e crénico

Existem evidéncias de que os mMAChRs podem modular a funcéo

dopaminérgica nas vias cerebrais mediadoras dos efeitos relacionados ao consumo
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de cocaina (HIGUERA-MATAS et al., 2011). Apesar, dos principais efeitos desta
droga estarem diretamente associados a inibicdo do DAT, ela também possui efeito
antagonista competitivo em M1 e M2 mAChRs (ADINOFF et al., 2010, SHARKEY et
al., 1988). Assim, esses receptores podem sofrer adaptagéo neuronal durante a auto-
administracéo e a retirada de cocaina (THOMSEN et al., 2010; HIGUERA-MATAS et
al., 2011). De fato, atenuacéo dos efeitos reforcadores e estimulos discriminativos da
cocaina foram relatados mediante a estimulagdo de M1 mAChRs. Ao contrario,
infusdes de agonistas M2 mAChRs na VTA reduziram a recompensa por meio da
autoadministracao de cocaina (SHABANI et al., 2010; HIGUERA-MATAS et al., 2011).
Os receptores M1 e Msa mAChRs estdo envolvidos na modulacdo das respostas
dopaminérgicas centrais. Estudos em camundongos knockout para M4 mAChRs
mostraram aumento na atividade locomotora basal (GOMEZA et al., 1999b). De fato,
a ativagdo de Msa mAChRs, por estarem ligados a proteina Gi, diminuem a atividade
de neurdnios dopaminérgicos na VTA, reduzindo a libertacdo de dopamina no NAc
(SOFUOGLU & MOONEY et al., 2009). Os receptores Ms mAChRs, por sua vez,
facilitam a liberagcdo de dopamina no corpo estriado e modulam os processos de
recompensa (BASILE et al.,, 2002; LANGMEAD et al.,, 2008). Estes receptores
encontram-se expressos nos neurdnios dopaminérgicos da VTA e da SN, onde podem
modular a atividade neuronal e mediar as propriedades reforcadoras da droga
(YASUDA et al., 1993). A autoadministragcdo de cocaina realizada em camundongos
com delecdo seletiva dos receptores Ms mMAChRs demonstrou a importancia deste
subtipo de receptor nos efeitos reforcadores da cocaina, incluindo a abstinéncia
(BASILE et al.,2002; FINK-JENSEN et al., 2003). Mias ainda, existem evidéncias de
gque Ms mAChRs podem modular os efeitos reforcadores de diferentes drogas de
abuso, incluindo no periodo da abstinéncia (SCHMIDT et al., 2010). Estudos avaliando
os efeitos recompensadores da cocaina mostraram atenuacdo da resposta ao
condicionamento de preferéncia de lugar em ratos deficientes de Ms mMAChRs na VTA
(FINK-JENSEN et al., 2003; THOMSEN et al., 2005; YEOMANS et al., 2001).

O CPF é responsavel pela tomada de decisédo pelo individuo frente a uma
determinada situacdo que pode ser de risco ou de beneficio. O uso crénico de drogas
afeta esta estrutura, tornando o individuo vulneravel, pois € incapaz de discernir as
consequéncias dos seus atos (GOMES, 2017; LEHRMANN et al., 2003). Em nossos

resultados no CPF foi observada diminuicdo de M1 mAChRs e aumento de M2 e M4
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MAChRs ap0s 14 dias de abstinéncia do tratamento agudo de cocaina em binge,
enquanto que no tratamento cronico houve diminuicdo dos M1 e Ms mAChR. Uma
possivel hipétese para explicar a diminuicdo de M1 mAChRs (estimulatério) e aumento
de M2 e M4 mAChRs (inibitérios) observada no CPF no tratamento agudo de cocaina
em binge, seria que estas adaptacfes ocorrem em funcédo da diminuicdo dos D2R,
aumentando a liberacdo de ACh com consequente modulacdo dos receptores
muscarinicos. Sabe-se que a anfetamina e cocaina aumentam a liberacéo de ACh no
CPF (ICHIKAWA et al., 2002; ZMAROWSKI et al., 2007), o qual acompanha o
desenvolvimento de sensibilizagcdo psicomotora as anfetaminas, sugerindo a
participacdo do sistema colinérgico pré-frontal nas adaptacfes neuronais que levam
a dependéncia de estimulantes (SOFUOGLU & MOONEY et al., 2009). Entretanto,
pouco se sabe a respeito da contribuicdo desses receptores na sensibilizacdo
comportamental. De fato, a aplicacdo de antagonistas muscarinicos nao seletivos,
como a escopolamina, no CPF aumentou a resposta a autoadministracao intravenosa
de cocaina em ratos (IKEMOTO et al., 2000; SOFUOGLU & MOONEY et al., 2009).

O hipocampo é uma regido conhecida por participar na memoria declarativa e
da memodria espacial e compreende-se de duas partes distintas, o hipocampo dorsal
e o ventral. A parte dorsal recebe uma via dopaminérgica da SN e desempenha um
papel no comportamento exploratorio e na consolidagdo da memoaria, enquanto a
parte ventral recebe, principalmente, sinalizagcdo dopaminérgica da VTA (CHAO &
NESTLER, 2004). Assim, o hipocampo ventral envolve discretas associa¢des de
estimulo-recompensa, enquanto o hipocampo dorsal medeia as associacdes
estimulo-estimulo que podem ser particularmente importantes para o aprendizado
contextual (FELTENSTEIN & SEE, 2008).

Estudos demonstraram um papel significativo para o hipocampo dorsal no
restabelecimento contextual do comportamento de busca por drogas. As descobertas
sugerem que o hipocampo dorsal € importante tanto para a aquisicdo quanto para a
evocacdo, mas nao para a consolidacdo, do contexto-associacbes de cocaina
(MEYERS et al, 2006; ADINOFF et al., 2010). Crombag et al. (2008) postularam uma
relacdo serial entre o hipocampo dorsal, amigdala basolateral, estriado dorsal e CPF
dorsal medial na recaida as drogas induzida pelo contexto. Assim, 0s processos de
aprendizagem contextual sdo mediados, pelo menos em parte, por receptores

colinérgicos no hipocampo, regido que possui uma das maiores concentracdes de
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ACh no SNC. Os receptores de ACh no hipocampo sao principalmente M1>> M2>Ms=
Ms>Ms mAChRs em relagéo a ordem de abundancia (CARDOSO et al., 210; GARCIA
et al., 2015).

Nossos resultados no hipocampo mostraram diminuicdo de M1 mAChRs e
aumento de M2 mAChRs no tratamento agudo, enquanto no tratamento cronico
ocorreu diminuicdo de Mi mAChRs apo0s 14 dias de abstinéncia. Estudos
demonstraram que na exposicao crénica a cocaina em camundongos, apos 73 dias
de abstinéncia, apresentaram maior atividade basal de c-fos no hipocampo, localizado
especificamente em giro denteado. Isso mostra um processo de neuroplasticidade
persistente, aumentando o ténus excitatorio basal desta regido durante o periodo de
abstinéncia (GUEVARA-MIRANDA et al., 2017). Assim, a exposicao e abstinéncia a
cocaina pode modular a atividade e neuroplasticidade hipocampal, ja que esta
estrutura recebe projecdes dopaminérgicas, principalmente da VTA (CASTILLA-
ORTEGA et al.,, 2016; GUEVARA-MIRANDA et al., 2017). Sabe-se que M1 e M2
MAChRSs estdo expressos no hipocampo, tanto pré quanto pos-sinapticamente, bem
como na maioria de outras regides cerebrais relacionadas aos em processos de
aprendizagem e memoéria (SEEGER et al, 2004). Antagonistas inespecificos dos
MAChRs, como a escopolamina, prejudicam a codificacdo de novas informacdes
(SEEGER et al, 2004). As toxinas muscarinicas (MTs) do veneno da serpente
Dendroaspis, especialmente a fracdo MT2, atua como agonista seletivo para M1
MAChRs. Quando administrada no hipocampo dorsal em ratos, mostrou melhora na
consolidagcdo da memoria de tarefa, enquanto o antagonista de M1 mAChRs, a
pirenzepina, teve efeito amnéstico (Ferreira et al., 2003). Por outro lado, estudos em
camundongos knockout para M2 mAChRs no hipocampo mostraram uma diminui¢cado
na potenciacao de longa duracdo (SEEGER et al, 2004).

O estriado € a principal regido dos ganglios da base, que recebe aporte
sinaptico de aferéncias corticais e subcorticais, como a via cortical motora e as
projecdes dopaminérgicas da SN e da ATV. O estriado dorsal, composto
principalmente pelos nucleos caudado e putamen, recebe projecbes dopaminérgicas
da SN, enquanto o estriado ventral, composto principalmente pelo NAc, recebe
projecdes dopaminérgicas da VTA (FELTENSTEIN & SEE, 2008). Embora os
neurdnios colinérgicos compreendam apenas 2% da populacdo neuronal total do

estriado, estas células desempenham um papel proeminente na modulacdo da
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atividade dos neurdnios espinhosos médios (MSNs) GABAEérgicos, que compreendem
90-95% da populacdo desta regido cerebral (ZHOU et al., 2002). As fibras
dopaminérgicas da VTA fazem sinapses diretamente nos interneurénios colinérgicos
e também em MSNs, sendo que a dopamina modula a atividade desses neurbnios por
meio de acdes sinapticas excitatérias e inibitérias (NICOLA et al., 2000). Assim, a
diminuicao da liberacdo de ACh por interneurénios colinérgicos tem sido demonstrada
pela ativacdo de D:2R, inibitérios, enquanto que o aumento da liberacdo deste
neurotransmissor ocorre por meio do bloqueio dos DiR, excitatérios (Smith et al.,
2004a; Zhou et al., 2002). Vale ressaltar que oestriado contém predominantemente
0s subtipos M1, Ma e M2 mAChRSs, sendo estes dois ultimos autorreceptores inibitorios
pré-sindpticos (MARK et al., 2006; SMITH et al., 2004a; THOMSEN et al., 2012).
Estudos de microdidlise in vivo mostraram que camundongos deficientes para
receptores M1 tém concentragbes significativamente elevadas de dopamina
extracelular no estriado. De acordo com este resultado € possivel que este receptor
module a liberagédo de dopamina no estriado (GERBER et al., 2001).

Nossos resultados no estriado mostraram aumento de M1 e M2 mAChRs no
tratamento agudo de cocaina em binge, enquanto no tratamento crénico houve uma
diminuicdo destes receptores apos 14 dias de abstinéncia. Macédo et al. (2004)
relataram que o tratamento subcrénico com cocaina (20 e 30 mg/kg/dia, i.p., 7 dias)
reduziu a expressao dos receptores colinérgicos muscarinicos M1 e Mz- like no
estriado a curto e a longo prazo. Interessante observar que este efeito persiste até 30
dias apods a descontinuagcéo da droga, de forma semelhante ao observado em nosso
estudo, ja que relatamos reducdo de ambos receptores no tratamento cronico. Por
outo lado, Sousa et al. (1999) mostraram aumento dos receptores M1 e M2- like em
doses de 5 e 10mg/kg apds 24 horas de abstinéncia. A controvérsia destes resultados
pode ser devido a dose utilizada e ao curto periodo de abstinéncia. Thomsem et al.
(2012) descreveram que 0s agonistas seletivos M1 e agonistas Mi1/Ms4 poderiam
atenuar os efeitos estimulantes da cocaina e, essencialmente, suprimir o
comportamento de auto-administracéo da droga por camundongos. Estudos em ratos,
onde se realizou a destruicdo imunotoxica de neurdnios colinérgicos no NAc foi
observado aumento da auto-administracdo de cocaina. Ja a infusdo no NAc de
oxotremorina, um agonista ndo-seletivo muscarinico, reduziu a auto-administracédo de

cocaina (MARK et al., 2006). Carrigan & Dykstra (2007) mostraram reducédo da
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preferéncia condicionada por lugar a cocaina e morfina em camundongos knockout
para M1 e em camundongos C57BL/6 ap0s a administragdo de antagonistas Mi. ISso
pode ser resultante de alteracdes nos mecanismos de recompensa ou, prejuizo no
aprendizado associativo ao contexto.

Assim, nosso estudo revelou que apos 14 dias de abstinéncia tanto no
tratamento agudo quanto o crénico realizado em escalonamento de dose de cocaina
num padrdo binge, foi observada neuroplasticidade nos sistemas dopaminérgico e
colinérgico. A persisténcia destas alteragfes durante a abstinéncia pode ser crucial
ou decisiva para a recuperacédo do individuo. O sistema dopaminérgico participa nos
mecanismos de recompensa de drogas de abuso e a alteracdo deste sistema pode
levar a adaptacbes do sistema colinérgico, ja que estes sistemas interagem
principalmente no estriado, onde acontece a regulacdo de ACh mediante os
receptores dopaminérgicos. Estas modificacbes de ACh também podem alterar os

receptores e as moléculas colinérgicas a fim de regular este neurotransmissor.
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7. Conclusées
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Conclusdes

Os animais submetidos ao tratamento crénico com escalonamento de dose de
cocaina em binge desenvolvem sensibilizacdo comportamental no segundo dia
de tratamento;

Os animais tratados cronicamente mantiveram atividade locomotora acima do
basal entre as doses do escalonamento, efeito ndo observado no tratamento
agudo em binge.

N&o foi observado alteracdo na ansiedade ap6s 14 dias de abstinéncia tanto
nos animais tratados agudamente quando cronicamente;

As alteracdes encontradas tanto nas moléculas quanto nos receptores
colinérgicos muscarinicos no cértex pré-frontal, hipocampo e estriado indicam
envolvimento de processos de neuroplasticidade nos dois tratamentos, mesmo
apos 14 dias de abstinéncia;

As alteracbes observadas de DiR e D2R, nos tratamentos agudo e crbénico
sugerem um efeito compensatorio na abstinéncia decorrente da administracédo

de cocaina.
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ANEXOS

Anexo A: Certificado do Comité de Etica para uso de animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo - USP

UNIVERSIDADE DE SAOQ PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso do Animais - CEUA

Oficio CEUAIFCF 72.2015-P503

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de Szo Paulo,
CERTIFICA que o Projeto de Pesquisa “Abstinéncia a cocaina e
Suas consequéncias no sistema colinérgico muscarinico”
(Protocolo CEUA/FCF/503), de responsabilidade do(a) pesquisador(a)
Yuli Yohana Serna Torres, estd de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
e foi APROVADO em reunido de 18 de setembro de 2015. Conforme
a legislagdo vigente, devera ser apresentado, no encerramento deste
Projeto de Pesquisa, o respectivo relatério final.

Sao Paulo, 21 de setembro de 2015.

Prof.(_[i-.’ ilson de 6Iiveira Martins
Coordenafor da CEUA/FCF/USP
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Anexo B: Atividade locomotora total no campo aberto
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Anexo C: Atividade locomotora na area periférica do campo aberto
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Atividade Locomotora na
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Anexo D: Atividade locomotora na area central do campo aberto
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Anexo E: Analises do primeiro e ultimo dia de cada dose do tratamento crénico
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Anexo F: Resumo dos resultados obtidos nas analises de Western Blotting.

Tratamento agudo Tratamento croénico
Proteinas Cortex Estriado | Hipocampo Cortex Estriado | Hipocampo
pré-frontal pré-frontal
M;mAChRs | | ! | | | I
M; mAChRs T 1 1 - l -
M; mAChRs - - - . _ )
M; mAChRs - - : | - i
ChAT | t : - f i
VAChT - - t . f f

As setas representam as diminuicdes e os aumentos em relacéo aos controles, os tracos representam diferencas
néo significativas.
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Anexo G: Ficha do aluno

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9141 - 8875746/1 - Yuli Yohana Semna Torres

Email: johana27 16 @usp.br

Cédula de ldentidade: RME - G054960-R - DF

Local de Nascimento: Peru

Nacionalidade: Peruana

Graduagdo: Farmacia y Biogquimica - Universidad Macional Mayeor de San Marcos - Peru - 2015
Curso: Mestrado

Programa: Toxicologia e Andlises Toxicologicas

Data de Matricula: 08/07/2015

Inicio da Contagem de Prazo: 08072015

Data Limite para o Deposito: 051172018

Orientador: Prof{a). Dr{a). Tania Marcourakis - 08/07/2015 até o presente. Email: tmarcour@usp.br
Co-orientador: Prof(a). Dr(a). Raphael Caio Tamboralli Garcia - 03/02/2016 até o presente. Email:

raphael.garcia@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 08/07/2015
Portugués, Aprovado em 04/04/2016

Licenga(s) Maternidade: 180 dias
Periodo de 18/05/2017 até 131172017

Prorrogagao(des): 120 dias
Periodo de 07/07/2018 até 04/11/2018

Data de Aprovagdo no Exame de
Qualificagio: Aprovado em 30/08/2016
Data do Depédsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da
Banca:

Data de Aprovagéo da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 08/07/2015

Licenca Maternidade em 18/05/2017
Prorrogacéo em 26/06/2018
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Aluno matriculade no Regimento da Pos-Graduacdo USP (Resolucie n® 6542 em vigor a partir de 20/04/2013).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 25/10/2018 01:09:13

JEIII 1S - Sistema Administrative da Pas-Graduacio

EDg
iy
S ‘s Universidade de S30 Paulo
d Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO

Ubirg,

9141 - 8873746/1 - Yuli Yohana Sema Torres

Nome da Disciplina Término Cargi_l Cred. Freq. Conc. Exc. Situacdo
Horaria
FBCS734 Pre-
3 " Aplicagdes da Citometria de Fluxo em Modelos Experimentais ~ 03/082015  09/08/2015 30 o - - N matricula
indeferida
FBCS802- Tépi - ) .
a7 opicos Avancados em Toxicologia | 04/082015  168M1/2015 15 1 100 A M Concluida
FBCS57E0- e " . . e .
3 Analize de Dados Aplicados as Pesquizas Biologicas 10/082015  21/09/2015 90 & 94 B M Concluida
FBCS803- Sjst ) i . : .
6 istemas de Garanfia da Qualidade em Laboratorios de Ensaie  18/08/2013  31/082013 30 2 100 A M Concluida
BME5T59- Progressos no Estudo das Bases Estruturais, Fisioldgicas &
Farmacologicas de Sistemas de Neurofransmissores (Insfituto  07/03/2016  27/06/2016 45 3 &0 A N Concluida
de Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sdo Paulo)
BMB5T795- Neurociéncia Basica (Instituto de Ciéncias Biomedicas - .
45 Universidade de 530 Paulo) 14/042016 30062016 120 3 100 C M Concluida
FBAST28- pprimoramento Pedagégico 31052016 270672016 60 4 100 A N Concluida
VPT5727. Toxicologia do Sistema Nerveso Central: Aspectos
” Comportamentais (Faculdads de Medicina Veterinaria e 02/082016 1270972016 90 & 75 C N Concluida
Zootecnia - Universidade de S3o Paulo)
FBCS3813- Neurctoxicidade Provocada por Xenobidticos e sua Relacio Turma
i com Deencas Meurodegenerativas 1702016 21112016 4 v ” ” N cancelada
FBCS5818- Neurotoxicidade Provocada por Xenobidticos e sua Relacdo .
33 com Deengas Neurodegensrativas 07/052018  10/06/2013 45 3 an A N Concluida

Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificacdo Para depodsito da dissertacdo
Disciplinas: 0 25 33
Estdgios:
Total: 0 25 33

Créditos Atribuidos & Dissertagdo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Uttima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 25/10/2018 01:08:13
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Anexo H: Informacdes para os membros de Bancas Julgadoras de mestrado

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretana de Pos-Graduacio

Informacgdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. 0 candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duraco
maxima de trinta minutos.

2. 0s membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador dispord, no
maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do

trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1. Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao pablico.

4, Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatdrio de defesa) a aprovacdo ou reprovacio
do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicdo.

4.1. Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

4.2. Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dlvidas poderdo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pods-Graduacdo:

pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.

sao Paulo, 05 de maio de 2017,

Prof. Dr. Jodo Roberto Oliveira do Nascimento
Presidente da CPG/FCF/USP
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