UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO

FREDERICO VELASCO COSTA SANGUEDO

O EFEITO DO DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZAGAO COMPORTAMENTAL
NA ATIVACAO DA PROTEINA ERK EM ESTRUTURAS CEREBRAIS
RELACIONADAS A DEPENDENCIA QUIMICA

Campos dos Goytacazes
2013



FREDERICO VELASCO COSTA SANGUEDO

O EFEITO DO DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL
NA ATIVACAO DA PROTEINA ERK EM ESTRUTURAS CEREBRAIS
RELACIONADAS A DEPENDENCIA QUIMICA

Dissertacdo apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuéarias da  Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como
requisito parcial para a obtencao do grau de Mestre
em Ciéncia Animal, na Area de Concentracido de
Ensaios Farmacolégicos, Afecgbes Clinicas e
Cirargicas de Animais de Pequeno Porte.

ORIENTADORA: Prof. 2 Marinete Pinheiro Carrera
CO-ORIENTADORA: Prof. # Flavia Regina Cruz Dias

Campos dos Goytacazes
2013



FREDERICO VELASCO COSTA SANGUEDO

O EFEITO DO DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL
NA ATIVACAO DA PROTEINA ERK EM ESTRUTURAS CEREBRAIS
RELACIONADAS A DEPENDENCIA QUIMICA

Dissertagdo apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias  Agropecuarias da  Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como
requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncia Animal, na Area de Concentracdo de
Ensaios Farmacoldgicos, Afeccbes Clinicas e
Cirargicas de Animais de Pequeno Porte.

Aprovada em 14 de novembro de 2013.

Membros da Comissao Examinadora:

Prof. Arthur Giraldi Guimaraes
(DSc, Ciéncias Bioldgicas) — UENF

Prof. Enrrico Bloise
(PhD, Biotecnologia Médica) — UFRJ

Prof. Rodrigo Rodrigues de Oliveira
(DSc, Quimica de Produtos Naturais) — UENF

Prof . Flavia Regina Cruz Dias
(DSc, Producgao Animal) — UENF
(Co-orientadora)

Prof 2. Marinete Pinheiro Carrera
(DSc, Psicobiologia) — UENF
(Orientadora)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por guiar meus passos ha vida.

Agradeco com muito amor & minha familia que sempre me estimulou e torceu por mim
incondicionalmente. Especialmente a minha mae Heloisa, a minha irma Cristhiane e
meu sobrinho Miguel.

Agradeco a minha orientadora Marinete Carrera pelo acompanhamento académico,
ensinamentos, paciéncia, orientacao e dedicacéo a esse trabalho.

Agradeco a minha co-orientadora Flavia Dias pela amizade, acompanhamento
académico, dedicacéo e colaboracdo em todos os momentos desse trabalho.

Agradego aos amigos do laboratério e para a vida Victor Hugo Nicécio, Jodo Marcos
Bastos e Maria de Fatima Sampaio por toda a amizade, cooperacdo, confianca,
solidariedade e companheirismo ao longo desse tempo. Vocés foram fundamentais
nessa caminhada!

Agradeco aos “melhores amigos” Mayara Souza e Ivan Vilela. Obrigado pela confianga,
apoio, amor, carinho e amizade. Vocés sao essenciais para mim!

Obrigado as pessoas especiais para mim e aqueles que mesmo de longe torcem por
mim.

Agradeco aos professores no decorrer da minha formacao.

Agradeco aos amigos do Instituto Federal Fluminense, obrigado por acreditarem e
investirem em mim! Agradeco a equipe gestora pelo incentivo a qualificacdo e
especialmente aos amigos Guilherme S4, Thais Sampaio e Adriana Lima pela amizade,
solidariedade e compreensdo dos momentos ausentes pela dedicacéo a esse trabalho.

Agradeco aos meus alunos do curso de técnico de Farmacia por me ensinarem tanto e
a toda equipe do SENAC.

Agradeco a professora Izabel Céspedes da UNIFESP e suas alunas Tatiana e Kethlein
pela oportunidade do estagio realizado em seu laboratorio e por toda a atengéo,
gentileza e solidariedade.

Agradeco aos professores da banca pela disponibilidade e participacdo na analise
desse trabalho.

Agradeco ao apoio dos funcionarios da UENF, especialmente a Jovana e Conceicéo
por toda atencdo e gentileza em tantos momentos, as técnicas Beatriz e Jovana do
CBB por toda solidariedade e atencdo e ao técnico Alexandre pelos ensinamentos.



Agradeco aos professores Richard Samuels e Arthur Giraldi e ao aluno Helder pela
solidariedade e cooperagao.

Agradeco ao Programa de PoOs-Graduagdo em Ciéncia Animal da UENF e a CAPES
pelo apoio ao desenvolvimento deste trabalho.



“Educacéo nao transforma o mundo. Educacdo muda pessoas. Pessoas transformam o
mundo”.

Paulo Freire



RESUMO

A dependéncia quimica € um dos grandes problemas de saude publica do mundo
moderno que resulta em complicacées econdmico-sociais. A dependéncia quimica se
constitui em um conjunto de fendmenos comportamentais, cognitivos e fisiol6gicos que
se desenvolve apds o0 consumo repetitivo de uma substancia psicoativa. Caracteriza-se
também por um desejo forte de consumo dessa substancia associado a sua utilizacao
persistente, apesar das suas consequéncias negativas, dando-se uma maior prioridade
ao uso da substancia, em detrimento de outras atividades e obriga¢gbes. Dentre as
substancias psicoestimulantes que produzem dependéncia quimica estdo drogas, como
a cocaina e as anfetaminas. A exposicao crénica a essas drogas produz mudancas na
atividade neural em estruturas cerebrais envolvidas com a ativacdo dopaminérgica
levando ao desenvolvimento da sensibilizagcdo comportamental. A sensibilizacao
comportamental se expressa pelo acréscimo significativo da atividade locomotora em
resposta a administracdes diarias e em doses fixas do psicostimulante. E de grande
importancia ndo somente identificar as areas cerebrais que estdo relacionadas a
sensibilizacdo, mas também identificar os mecanismos pelos quais a sensibilizacao se
desenvolve. A sensibilizacdo é mediada por marcadores moleculares e entre eles esta
a proteina quinase regulada por sinais extracelulares (extracellular signal-regulated
kinase - ERK). Estudos mostram que a cocaina e as anfetaminas aumentam a ativagao
da ERK em estruturas cerebrais da via dopaminérgica mesolimbica. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo verificar se o tratamento agudo e crénico com 0 agonista
dopaminérgico apomorfina (APO) produziria o0 aumento da ativacdo da proteina ERK
em areas classicamente reconhecidas na dependéncia quimica como o cértex pre-
frontal, ndcleo accumbens, amigdala e hipotalamo lateral, assim como investigar o
papel do ambiente sobre a ativacdo dessas estruturas. Ao contrario de outras drogas
psicoestimulantes que séo agonistas dopaminérgicos indiretos, a apomorfina € um
agonista direto dos receptores D; e D, e produz sensibilizagdo comportamental na dose
de 2,0 mg/kg. Para esta pesquisa foram realizados 3 experimentos. O experimento 1
teve como objetivo a construcédo de uma curva temporal de ativacdo da ERK. Para isso,
ratos foram divididos em grupos que receberam apomorfina (2,0 mg/kg; sc) ou veiculo



e apos 15, 30 e 60 minutos da administracdo foram eutanasiados e os cortes cerebrais
foram processados por imunoistoquimica. Os resultados mostraram que a apomorfina
produziu ativacdo de ERK fosforilada (ERK-P) no coértex pré-frontal, nacleo accumbens
e hipotadlamo lateral nos tempos de 15, 30 e 60 minutos apds a administracdo. Nao
houve ativagdo da ERK na amigdala. No experimento 2, investigou-se o efeito da
administragdo aguda de apomorfina no ambiente experimental sobre a ativagdo da
ERK. Para tanto, ratos receberam apomorfina (2,0 mg/kg; sc) ou veiculo e foram
colocados na arena experimental e a locomocéo foi medida por 30 min, pois este tempo
permite avaliar melhor os efeitos locomotores produzidos pela APO. Apéds o teste na
arena, os animais foram eutanasiados e os cortes cerebrais foram processados por
imunoistoquimica. Os resultados mostraram que a apomorfina em comparacdo ao
veiculo produziu aumento da atividade locomotora e aumentou a ativacdo de ERK no
cortex pré-frontal, ndcleo accumbens, hipotdlamo lateral. Os resultados também
mostraram que houve ativacdo na amigdala, o que ndo ocorreu no experimento 1. O
experimento 3 teve como objetivo investigar o efeito do desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental sobre a ativacdo da ERK. Para isso, 0s ratos receberam
doses diarias de apomorfina (2,0 mg/kg; sc) e sua atividade locomotora foi registrada
por 5 dias para o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental. Ao término da
sessdo do quinto dia, os ratos foram eutanasiados e o0s cortes cerebrais foram
processados por imunoistoquimica. Os resultados mostraram que a apomorfina
produziu um aumento progressivo da locomoc¢ao ao longo dos dias de administracao,
caracteristico do desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora. Os resultados também
mostraram que houve aumento da ativagdo da ERK em todas as estruturas cerebrais
estudadas. Entretanto, ao se comparar com o0s resultados do tratamento agudo na
arena experimental (experimento 2) houve aumento da ativacdo da ERK no cortex pré-
frontal e diminuicdo na amigdala. Os resultados sugerem o envolvimento do cortex pré-
frontal no desenvolvimento da sensibilizagcdo comportamental e também mostram a
relacdo da amigdala com o ambiente. Além disso, 0s resultados mostram que a

apomorfina produz ativacdo da ERK.



Palavras-chave: sensibilizagdo comportamental; ERK; apomorfina; contexto ambiental;

locomocéo; dopamina.



ABSTRACT

Addiction is a major public health problem of the modern world which results in
economic and social complications. Addiction is a set of behavioral, cognitive and
physiological phenomena that develops after repeated use of psychoactive substances.
It is also characterized by a strong desire to use these substances and associated
persistent substance use despite negative consequences, giving a higher priority to
substance use to the detriment of other activities and obligations. Among the
substances that produce psychostimulant addiction are drugs such as cocaine and
amphetamines. Chronic exposure to these drugs produces changes in neural activity in
brain structures involved in dopaminergic activation leading to the development of
behavioral sensitization. Behavioral sensitization is expressed by the significant increase
in locomotor activity in response to daily administration in fixed doses of the
psychostimulant. It is of great importance not only identifying the brain areas that are
related to awareness, but also identify the mechanisms by which sensitization develops.
The sensitization is mediated by molecular markers and among them is protein kinase
regulated by extracellular signals (ERK). Studies show that cocaine and amphetamines
increase the activation of ERK in brain structures of the mesolimbic dopaminergic
pathway. Thus, this study aimed to determine whether acute and chronic treatment with
the dopamine agonist apomorphine ( APO ) produce increased activation of ERK protein
in areas classically recognized in chemical dependency as the prefrontal cortex, nucleus
accumbens, amygdala and lateral hypothalamus, as well as investigate the role of the
environment on the activation of these structures. Unlike other psychostimulant drugs
which are indirect dopaminergic agonists, apomorphine is a direct agonist at the D; and
D, receptors and produces behavioral sensitization at a dose of 2.0 mg/kg. For this
study three experiments were performed. Experiment 1 aimed to build a temporal curve
of ERK activation. For this, rats were divided into groups that received apomorphine (2.0
mg / kg) or vehicle and after 15, 30 and 60 minutes after administration were euthanized
and brain sections were processed for immunohistochemistry. The results showed that
apomorphine produced phosphorylated ERK activation (ERK -P) in the prefrontal cortex,

nucleus accumbens and the lateral hypothalamus in times of 15, 30 and 60 minutes



after administration. There was no activation of ERK in the amygdala. In experiment 2,
we investigated the effect of acute administration of apomorphine in the experimental
environment on the activation of ERK. For this, mice were given apomorphine (2.0
mg/kg) or vehicle and were placed in the experimental arena and locomotion was
measured for 30 min, this time allowing for better assess the locomotor effects. After the
arena-test, animals were euthanized and brain sections were processed for
immunohistochemistry. The results showed that apomorphine produced compared to
vehicle increase in locomotor activity and increased ERK activation in the prefrontal
cortex, nucleus accumbens, lateral hypothalamus. The results also showed that there
was activation in the amygdala, which was not observed in experiment 1. Experiment 3
aimed to investigate the effect of the development of behavioral sensitization on the
activation of ERK. For this purpose, mice received daily doses of apomorphine (2.0
mg/kg) and their locomotor activity was recorded for 5 days for the development of
behavioral sensitization. At the end of the session of the fifth day, the rats were
euthanized and brain sections were processed for immunohistochemistry. The results
showed that apomorphine produced a progressive increase in locomotion over days of
administration, characteristic of the development of locomotor sensitization. The results
also showed that there was increased activation of ERK in all studied brain structures.
However, when comparing with the results of acute treatment in the experimental arena
(Experiment 2) there was increased activation of ERK in the prefrontal cortex and
decreased in the amygdala. The results suggest the involvement of the prefrontal cortex
in the development of behavioral sensitization and also show the relationship of the
amygdala with the environment. Furthermore, the results show that apomorphine

produces activation of ERK.

Keywords: behavioral sensitization; ERK; apomorphine; environmental context;

locomotion; dopamine.
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1. INTRODUCAO

A dependéncia quimica € um dos grandes problemas de saude publica que leva
a danos fisicos e mentais e complicagBes econémico-sociais. A dependéncia quimica é
um conjunto de sintomas cognitivos, comportamentais e fisiologicos que apontam que o
individuo perdeu o controle de uso da substancia e continua a usa-la apesar de
reconhecer as consequéncias adversas deste uso. Os fatores que determinam a origem
da dependéncia podem ser genéticos, ambientais. Estima-se que no Brasil haja mais de
900 mil usuérios de cocaina entre homens e mulheres, o que corresponde a 0,7 % da
populacdo entre 15 a 64 anos, segundo a edicdo de 2011 do relatério mundial sobre
drogas divulgado pelo Escritério das Na¢des Unidas sobre Drogas e Crimes.

Dentre os problemas clinicos relacionados a dependéncia esta a recaida. Sabe-
se que existe uma taxa elevada de recaida entre os usuérios de drogas de abuso
guando estes sdo re-expostos a droga ou ao ambiente onde o efeito dessas drogas foi
experimentado. Uma das explicacfes para esse fendbmeno é o desenvolvimento do
processo de sensibilizagdo comportamental que € caracterizado pelo aumento
progressivo de uma determinada resposta comportamental quando a mesma dose da
droga é administrada repetidamente (ROBINSON e BERRIDGE, 1993). E inegavel a
contribuicdo da sensibilizacdo comportamental na génese e manutencdo da
dependéncia. Outro fator relacionado a recaida é a formacdo de um tipo de
aprendizagem gerada entre os efeitos das drogas e um estimulo ambiental neutro (som,
lugares, objetos), o que acarreta no desenvolvimento do processo de condicionamento.
Assim, a atenuacdo e/ou bloqueio desses processos, sensibiliza¢do e condicionamento,
séo desejaveis para o tratamento da dependéncia quimica.

A dependéncia quimica enquanto um problema multifatorial tem recebido
destaque ao ser tratada como um estado suscetivel a modificagcbes reguladas pelo
sistema dopaminérgico. Devido ao fato que as drogas psicoestimulantes que produzem
dependéncia atuam no sistema dopaminérgico, acredita-se que a chave para a
compreensao das alteracfes de tais mecanismos esteja no sistema dopaminérgico.

Os aspectos moleculares enfatizados na compreensdo das bases da

dependéncia quimica apontam novas estratégias para reverter ou modificar suas
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consequéncias. Varias vias de sinalizacdo dopaminérgica e marcadores moleculares
tém sido explorados para decifrar os mecanismos da dependéncia. Acredita-se que a
proteina quinase regulada por sinais extracelulares (extracellular signal-regulated
kinase - ERK) tenha grande importancia na plasticidade neural de longo prazo. A ERK é
uma das proteinas quinases da cascata de proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(mitogen activated protein kinase - MAPK) que pode ser ativada por estimulacdo dos
receptores dopaminérgicos D; e D..

Algumas estruturas cerebrais estdo relacionadas diretamente a dependéncia
guimica. Dentre elas, é relevante o papel do cortex pré-frontal, nicleo accumbens,
amigdala e hipotalamo lateral, devido a sua ligacdo com o sistema dopaminérgico.

A liberacdo de dopamina estimulada por drogas psicoestimulantes no nucleo
accumbens, cértex pré-frontal, amigdala e hipotalamo lateral tem sido relacionada ao
processo de dependéncia produzido por diferentes drogas. Essas estruturas cerebrais
relacionadas a formacdo das emocbes sdo importantes constituintes do sistema
limbico.

O nucleo accumbens (estriado ventral) € uma estrutura cerebral relacionada a
sensacdo de prazer pertencente ao sistema mesolimbico dopaminérgico, do qual
recebe projecdes. O cortex pré-frontal controla a memoria, atencdo e € importante no
reconhecimento de objetos e associacdo de memoérias com o ambiente. A amigdala
esta relacionada as memorias afetivas duradouras e com a associacdo ao ambiente.
Essa estrutura se relaciona com o hipotalamo, uma das partes mais importantes do
sistema limbico. Este desempenha papel nas emocfes e suas partes laterais estédo
relacionadas ao prazer.

Estudos da literatura cientifica mostraram o papel da ERK na dependéncia
guimica usando-se agonistas dopaminérgicos indiretos, tais como a cocaina e as
anfetaminas. Assim, a escolha da apormofina (APO) para a realizagdo desse trabalho
tem uma aplicacéo singular, pois é um agonista direto dos receptores D; e D, e produz
sensibilizagdo comportamental em dose elevada. Assim, a hipétese desse trabalho é
gue o processo de sensibilizagdo comportamental induzida pela apomorfina aumentaria

a ativacdo da ERK nas estruturas cerebrais relacionadas a dependéncia quimica.
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Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo investigar se o tratamento
agudo e crénico com apomorfina produziria 0 aumento da ativacao da proteina ERK no
cortex pré-frontal, ndcleo accumbens, amigdala e hipotdlamo lateral através da
marcacao imunoistoquimica da forma fosforilada (ERK-P). Assim, os resultados deste
trabalho podem contribuir para a melhor compreensdo dos mecanismos do
desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental e para a busca por novas

estratégias para reverter ou atenuar a dependéncia quimica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - DEPENDENCIA QUIMICA: ASPECTOS GERAIS

A dependéncia quimica € um grave problema de salude publica que traz
prejuizos a saude fisica e mental, além de danos econdmicos e efeitos legais (KARILA
et al., 2008; NESTLER, 2001). Segundo a Classificagao Internacional de Doengas, CID-
10 (Classificacdo de Transtornos Mentais e de Comportamento), a dependéncia &
descrita por um conjunto de fendmenos fisiol6gicos, comportamentais e cognitivos que
levam a um estado compulsivo pelo desejo forte de usar drogas apesar de reconhecer
seus efeitos negativos.

O problema da dependéncia era considerado uma deficiéncia de carater até o
século XIX. Assim, aqueles que utilizavam drogas eram considerados marginalizados
pela sociedade, pois se acreditava que 0S usuarios consumiam as drogas porque
gostavam de fazé-lo, ou seja, escolhiam ser “indecentes” ou “pecaminosos”, sendo
comum a aceitacdo de que os dependentes tivessem o poder de decidir acerca da
ingestao ou ndo da droga, mas por serem de baixa moral, preferiam ingeri-la (GARCIA-
MIJARES e SILVA, 2006).

Mais de 22,8% das pessoas ja utilizaram alguma droga de abuso (cocaina,
maconha, nicotina, anfetaminas) ao menos uma vez na vida (CARLINI, 2006). Na
dependéncia quimica ocorre a prioridade de uso da droga em detrimento de doencas
decorrentes do uso, tais como arritmias, isquemias ou convulsdes e ainda contribui para
a perda de papéis sociais importantes na vida (O'BRIEN, 2006; KARILA et al., 2008). A
perda do controle sobre o uso da droga € a principal premissa que define a
dependéncia como uma doencga (GARCIA-MIJARES e SILVA, 2006).

A dependéncia pode ser considerada fisica e psicolégica. A dependéncia fisica
caracteriza-se pela presenca de sintomas e sinais fisicos que aparecem quando o
individuo deixa de consumir a droga gerando a sindrome de abstinéncia. Por outro lado,
a dependéncia psicoldgica relaciona-se a um estado de mal estar e desconforto, cujos

sintomas mais comuns sdo ansiedade, sensacao de vazio e dificuldade de
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concentracdo, segundo o Centro Brasileiro sobre Drogas Psicotréopicas (CEBRID,
2013).

Entre os problemas relacionados a dependéncia esta a recaida. A recaida
consiste no comportamento de retomada ao consumo de drogas durante periodos de
abstinéncia (retirada da droga) imposta ou forcada. Este comportamento é apontado
como um problema para usuérios de drogas, pois muitos individuos tendem a consumir
estas substancias mesmo depois de um longo periodo de abstinéncia (AGUILAR et al.,
2009; NESTLER, 2001).

Atualmente existem duas teorias que explicam a dependéncia quimica: o reforco
positivo e o refor¢co negativo. Segundo a teoria do refor¢o positivo, 0 uso compulsivo de
um psicoestimulante estaria atrelado aos efeitos euféricos produzidos por ele e nédo
pela tentativa de abolir os sintomas desagradaveis desencadeados pelo seu uso
(WISE, 1987). No entanto, essa teoria ndo explica o fato da perda de controle do uso do
psicoestimulante, apesar das consequéncias negativas, e se mostrou insuficiente para
explicar a dependéncia de drogas que nédo causam sintomas graves de abstinéncia,
como as anfetaminas (GARCIA-MIJARES e SILVA, 2006). De acordo com a teoria do
reforco negativo, o uso do psicoestimulante estaria relacionado a tentativa de
diminuicdo ou abolicdo dos sintomas negativos desenvolvidos pelo cessar do uso da
substancia e ndo pelos sintomas agradaveis produzidos pelo uso da droga (WISE,
1987; ROBINSON e BERRIDGE, 1993).

Embora essas teorias sejam opostas, elas apresentam em comum o0
envolvimento da via mesolimbica como principal sistema relacionado a dependéncia
(WISE, 1987). Essa via tornou-se um importante guia para os estudos de dependéncia
guimica e tratando-se da sua importancia, as pesquisas direcionaram o seu foco para a
area tegmental ventral (ATV) e suas projecdes para o cortex pré-frontal (CPF), ndcleo
accumbens (NAc) e amigdala (AMG), componentes essenciais do sistema limbico
formado por um grupo de estruturas corticais e subcorticais responsaveis pelo
processamento da memoria e das informac¢des emocionais (NESTLER, 2001). Sendo
assim, a dependéncia seria considerada uma doenca cerebral:

a doenca da adiccdo é produzida pela administracdo crénica das
proprias drogas, que causam alteragbes moleculares de longo prazo
nas propriedades de sinalizacdo das ceélulas nervosas (neurénios). Em
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particular as drogas de abuso parecem comandar circuitos intimamente
envolvidos no controle da emocdo e motivacdo, diminuindo a
introspeccdo e até a violacdo da pessoa adicta (HYMAN, 1995 citado
por GARCIA-MIJARES e SILVA, 2006).

Tendo em vista a complexidade do desenvolvimento da dependéncia quimica, é
necessario considerar que o contexto ambiental exerce um papel modulatério nos
efeitos comportamentais produzidos por psicoestimulantes. A dependéncia resultaria de
um fenémeno de interacdo entre a droga e o ambiente, e essa interacdo seria
responsavel pelos efeitos de neuroadaptacdo produzidos pelo consumo das drogas. Na
teoria comportamental, todo comportamento é consequéncia da interacdo do individuo
com seu ambiente. O comportamento de auto-administracdo de drogas, caracteristico
da dependéncia é entdo resultado dessa interacdo (GARCIA-MIJARES e SILVA, 2006).
Em outras palavras, Robinson e Berridge (1993) propdem que os estimulos e dicas do
ambiente se tornariam muito atrativos (salientes) para o dependente e seriam
responsaveis pelo desejo compulsivo pelo uso do psicoestimulante. Entdo a
vulnerabilidade a recaida seria causada pelo aumento da saliéncia dos estimulos.
Assim, os comportamentos de busca pela substancia e as recaidas seriam explicados
por essa “fissura” e estariam atrelados aos estimulos ambientais associados aos efeitos
da droga.

Portanto, o processo de neuroadaptacdo, estimulado pelo comportamento
induzido pela droga, contribui para o estabelecimento dos novos rearranjos sinapticos
responsaveis pela alteracéo da forma e funcdo do sistema nervoso frente as exigéncias

adaptativas ambientais, o qual se manifesta através do incentivo motivacional.

2.2 - A SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL

Em roedores, a sensibilizacdo comportamental se expressa pelo acréscimo
significativo da atividade locomotora em resposta a administracdes diarias e em doses
fixas (constantes) do psicostimulante (ROBINSON e BECKER, 1986). Entre as drogas
gue induzem a sensibilizagdo comportamental estdo a cocaina (MISERENDINO e
NESTLER, 1995), a apomorfina (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al.,, 2009a) e as
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anfetaminas (FRAIOLI et al., 1999). O processo de sensibilizacdo em ratos reforca a
auto-administracdo de drogas e o0s animais quando sensibilizados podem assim
permanecer por longos periodos, meses ou anos, mesmo cessada a administracéo da
droga (HYMAN et al., 2006; HOPE et al. 2006; CARLEZON e NESTLER, 2002;
ROBINSON e BECKER 1986).

Se por um lado, algumas drogas tem seu efeito diminuido com o uso crénico,
como os analgésicos opidides que induzem o processo de tolerancia®, outras drogas
apresentam o aumento dos seus efeitos com 0 uso crbnico sendo esse processo
conhecido como sensibilizacdo comportamental ou também denominado de tolerancia
reversa (CADOR et al., 1995; HYMAN et al., 2006; O'BRIEN, 2006; VALJENT et al.,
2006).

As adaptacdes na via mesolimbica sdo importantes para o desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental. Acredita-se que o desenvolvimento da sensibilizacédo
comportamental esteja relacionado ao aumento da liberagcdo de dopamina (processo
neuroquimico) no nacleo accumbens gerando uma hipersensibilidade comportamental
duradoura (STEKETEE e KALIVAS, 2011; HYMAN et al., 2006; VALJENT et al., 2006;
ROBINSON e BERRIDGE, 1993). Sabe-se ainda que o uso de certos antagonistas
dopaminérgicos podem inibir o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental, o
que reforca a participacdo dos receptores dopaminérgicos nesse processo (VEZINA,
1996).

Entre as hipoteses que buscam explicar a sensibilizacdo comportamental
induzida por agonistas dopaminérgicos estdo as hipoteses do condicionamento, da
tolerancia dos auto-receptores e da neuroquimica (ROBINSON e BECKER, 1986). Em
relagdo a participacdo do condicionamento na sensibilizacdo comportamental, acredita-
se que o acréscimo do efeito motor estaria relacionado ao desenvolvimento de uma
resposta locomotora condicionada a um estimulo associado ao ambiente de exposi¢cédo
a droga. Uma explicacdo para a hipétese da tolerancia dos auto-receptores seria a de
gue Os receptores se tornariam menos sensiveis com a exposicdo repetida aos
agonistas dopaminérgicos levando a uma diminui¢cdo do efeito inibitério sobre a sintese

e liberacdo da dopamina, ou seja, ocorreria 0 aumento da liberacdo de dopamina e

lReduge”lo do efeito da droga apds a sua administracao repetida (O'BRIEN, 2006).
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consequentemente da resposta locomotora (ROBINSON e BECKER, 1986; BERKE e
HYMAN, 2000). Segundo a hipGtese neuroquimica, a sensibilizacdo ocorreria pelo
aumento da liberacdo de dopamina induzida por agonistas dopaminérgicos. Dessa
forma, a neuroquimica seria explicada pelo mecanismo de liberacdo da dopamina de
forma indireta, como ocorre com drogas como cocaina e as anfetaminas que atuam
como agonistas dopaminérgicos pré-sinapticos (CADOR et al., 1995; KALIVAS e
DUFFY, 1989; KALIVAS e DUFFY, 1998; MATTINGLY et al., 1991). Mais recentemente
a sensibilizacdo comportamental tem sido atribuida as alteracdes intracelulares como
fatores de transcricdo, funcao protéica e enzimatica (NESTLER, 2001).

O desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental também depende de
fatores relacionados ao procedimento experimental. O tempo de permanéncia do
animal no ambiente experimental pode determinar o aumento ou a diminuicdo da
resposta locomotora. A presenca e as acfes tipicas do manipulador tais como os
procedimentos de manipulacdo e de administracdo que podem influenciar no estado de
alerta dos animais (TODTENKOPF e CARLEZON, 2006; SANCHIS-SEGURA e
SPANAGEL, 2006). Dessa forma, alteragbes dos procedimentos podem afetar de modo

extremo a sensibilizacdo comportamental.

2.3 - O SISTEMA DOPAMINERGICO

A dopamina é uma catecolamina enddgena considerada um neurotransmissor de
importantes funcdes, tais como: alertar 0 organismo para novos estimulos e eventos
motivacionais relevantes associados ao ambiente, bem com é importante na
neuroplasticidade. A dopamina ainda esta relacionada a atividade locomotora,
cognicdo, emocdo, regulacdo endocrina, modulagdo cardiaca, motilidade
gastrointestinal, liberacdo de catecolaminas e funcdo renal (GOODMAN e GILMAN,
2006; KATZUNG, 2005; MISSALE et al., 1998; RANG et al., 2001; VOLKOW et al.,
2011).

A doenca de Parkinson e a esquizofrenia sdo as principais patologias que
envolvem o sistema dopaminérgico (MISSALE et al.,, 1998). Por isso, agonistas

dopaminérgicos tem sido desenvolvidos para aliviar os sintomas do Parkinson. Além
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disso, o sistema dopaminérgico é o principal alvo do estudo da dependéncia quimica
em modelos animais (NESTLER et al., 2001; WOLF, 2002).

A dopamina produz uma variedade de efeitos biolégicos mediados por interacdes
com receptores especificos da dopamina (BERRIDGE e ROBINSON, 1998). Os
receptores dopaminérgicos foram primeiramente descritos levando-se em conta 0s
aspectos farmacoldgicos, sendo distinguidos em dois grupos, um grupo de receptores
acoplados a enzima adenilato ciclase e o outro, formado por receptores independentes
do AMPc (adenosina monofosfato ciclico) (BERKE e HYMAN, 2000; BERRIDGE e
ROBINSON, 1998; HYMAN et al.,, 2006; SPANO et al.,, 1978). Atualmente, existem
evidéncias relevantes sobre a existéncia de pelo menos cinco subtipos de receptores
dopaminérgicos farmacologicamente distintos: D;, D,, D3, D4 € Ds. Esses receptores
estdo divididos em duas familias diferentes, o grupo dos receptores semelhantes a D,
(D;-like) e o grupo semelhante a D, (D»-like). Os receptores D; e Ds seriam
semelhantes entre si, assim como os receptores D, D3 e D4 (BERKE e HYMAN, 2000;
BERRIDGE e ROBINSON, 1998; COOPER et al., 2003; GOODMAN e GILMAN, 2006;
KATZUNG, 2005; MISSALE et al., 1998; NESTLER et al.,, 2001). Os subtipos dos
receptores D3, D, e Ds ndo foram completamente descritos, pois esses subtipos de
receptores sao expressos em quantidades muito menores que os receptores D; e D,
(MISSALE et al., 1998).

A analise da estrutura dos principais receptores dopaminérgicos, D; e D,
apontam semelhancas e diferencas entre si, principalmente em relacdo aos dominios
transmembréanicos acoplados a proteina G. Dessa forma, certos receptores da mesma
familia podem apresentar nivel elevado de homologia, como os receptores D; e Ds, ou
em menor nivel como os receptores D, e D3. A afinidade dos agonistas dopaminérgicos
por receptores D; e Ds é praticamente idéntica, no entanto a dopamina apresenta uma
afinidade superior em dez vezes pelo receptor Ds em relacdo a D, (CIVELLI et al., 1993;
GINGRICH et al., 1993; JACKSON et al. 1994).

Em relacdo as diferencas entre os receptores D; e D,, notou-se que o D; esta
relacionado ao efeito estimulante através da acdo da enzima adenilato ciclase (AC), o
gue propicia a elevacao do AMPc intracelular (BERKE e HYMAN, 2000; HYMAN et al.,

2006). Esses receptores estado localizados principalmente no sistema limbico (nos
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nacleos putamem e accumbens), talamo, hipotalamo e no tubérculo olfatério (MISSALE
et al., 1998). Por outro lado, o receptor D, tem acao inibitéria através da inibicdo da
atividade da adenilato ciclase, diminuigdo do influxo de célcio e abertura dos canais de
potassio. Estes receptores estdo localizados principalmente no corpo estriado, nos
nacleos caudado, putdmem, na por¢cdo core do accumbens e no tubérculo olfatério.
Também estdo presentes nos coOrtex pré-frontal, giro cingulado, temporal, entorrinal,
amigdala e hipotdlamo (BERKE e HYMAN, 2000; COOPER et al., 2003; GOODMAN e
GILMAN, 2006; KATZUNG, 2005; HYMAN et al., 2006; NESTLER et al., 2001).

Os receptores dopaminérgicos estao distribuidos principalmente na substancia
negra, area tegmental ventral e hipotdlamo dando origem as vias dopaminérgicas (Fig.
1, p. 27). As vias dopaminérgicas sdo a via mesolimbica que se projeta dos corpos
celulares préximos da substancia negra para o sistema limbico e o cortex. A segunda
via € a nigroestriatal que consiste dos neurdnios que se projetam da substancia negra
até os nucleos caudado e putamem (corpo estriado). A terceira via € a tubero-
infundibular que liga os nucleos arqueados e neurbnios periventriculares ao hipotalamo
e a hipdfise posterior. A quarta via do sistema dopaminérgico é a medular-
periventricular formada pelos neurénios no ndcleo motor vago, cujas projecées ainda
nao estdo bem definidas. A quinta via € a incerta-hipotalamica, que estabelece
conexdes entre a zona incerta medial, o hipotdlamo e a amigdala (BRANDAO, 1993;
KATZUNG, 2005; VOLKOW et al., 2011).

A administracdo de psicoestimulantes aumenta a liberacdo de dopamina em
areas mesolimbicas e a retirada dessas drogas leva a uma reducdo da transmissao
dopaminérgica (HYMAN et al.,, 2006; WOLF, 2002). O sistema dopaminérgico
mesolimbico, que compreende os neurbnios da area tegmental ventral e suas projecdes
para o0 nucleo accumbens e outras estruturas do prosencéfalo estd relacionado as
respostas recompensadoras de psicoestimulantes (BERHOW et al., 1996). A
estimulacdo dos receptores D, por agonistas dopaminérgicos diretos (apomorfina) ou
indiretos (cocaina, anfetaminas) aumenta a atividade motora e o comportamento
esteriotipado em ratos (DI CHIARA e IMPERATO, 1988; KATZUNG, 2005). A acdo da

dopamina na area mesolimbica tem papel sobre a memoria e a aprendizagem, e a
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ativacdo dos receptores D; e D, no hipocampo possibilitou uma melhoria na retencéo

da memoria e desempenho de tarefas em ratos (LEVIN et al., 1995).
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Figura 1: Representacdo das vias dopaminérgicas principais relacionadas a dependéncia quimica.
Gravura modificada extraida da pagina eletrbnica:
http://dameunsilbidito.wordpress.com/2009/12/21/dopamina-esa-gran-desconocida/

2.4 - AS ESTRUTURAS CEREBRAIS RELACIONADAS A DEPENDENCIA QUIMICA

A neurobiologia tem focado suas pesquisas em quatro estruturas cerebrais
principais relacionadas a dependéncia quimica e ao sistema dopaminérgico: o cortex
pré-frontal, o nacleo accumbens, o hipotalamo e a amigdala (Fig. 2, p. 28) (KALIVAS e
VOLKOW, 2005; LI et al., 2012; BERRIDGE e ROBINSON, 1998; ITO et al., 2004,
ZHOU et al., 2012). Tais estruturas estdo inter-relacionadas pela via mesolimbica,
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permitindo assim que a informacédo de uma estrutura influencie a outra (EVERITT et al.,
1999).

A

Cortex Pré-frontal

!

\// \
SR

'3

Amigdala

Figura 2: Representacdo das estruturas cerebrais relacionadas a dependéncia quimica. (A) Cortex Pré-
frontal; (B) Nucleo Accumbens; (C) Amigdala; (D) Hipotalamo lateral. Gravuras modificadas extraidas das
paginas eletrbnicas: (A) http://mecsrv70.mec.gov.br/pontodeencontro/DesenvCog2.htm#slide0004.htm;
(B) http://www.asociacioneducar.com/neurociencias-codicia.php; ©
http://www.cerebromente.org.br/n01/memo/memoria.htm; (D) http://psicologia-fisiologica-
roiel.blogspot.com.br/2010_04_23_archive.html.

O coértex pre-frontal (CPF) é uma area heterogénea do cérebro que compreende
as areas orbitofrontal, a insular agranular, o cingulo anterior e a area pré-limbica
(PAXINOS e WATSON, 2004). Estas areas atuam de modo diferente na expressao de
comportamentos emocionais ou motivacionais. O CPF é a parte anterior dos lobos
frontais do cérebro situada em frente das areas motoras e pré-motoras (KALIVAS e
VOLKOW, 2005; WOLF et al., 2002). Em relagcéao as suas principais acdes, o CPF esta
envolvido no controle da atencdo e da memoaria, regulacdo da atencédo, aprendizagem,
importantes para o reconhecimento de objetos, respostas associadas as pistas e
interage amplamente com a amigdala e com o nucleo accumbens (CHAO et al., 2013;
GLICKSTEIN et al., 2005; DARDENNE et al., 2012; MORGAN e LEDOUX, 1999).

O cortex tornou-se um guia importante para estudos da memdéria especialmente
relacionados a sensibilizacdo comportamental (KALIVAS e VOLKOW, 2005; WOLF et

al., 2002). As projecdes do CPF para o nucleo accumbens, hipocampo e amigdala séo
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alvos importantes nas funcdes de recompensa (MORGAN e LEDOUX, 1999; KALIVAS
e VOLKOW, 2005; WOLF et al., 2002).

A porcao insular do cOrtex é importante na armazenagem e recuperagdo de
memaorias e permite que os ratos relacionem estimulos, como por exemplo, a presenca
do alimento, através de suas vias sensoriais (CARDINAL et al., 2002; BALLEINE e
DICKINSON, 2002). A por¢do orbitofrontal estd amplamente envolvida com a ABL e
orienta os comportamentos de escolha (ONGUR e PRICE, 2000; CARDINAL et al.,
2002). O cingulo anterior se relaciona ao processamento das emocdes, humor e
especificidade dos estimulos condicionados e tem papel na resposta a estimulos
emocionais (ONGUR e PRICE, 2000; CARDINAL et al., 2002).

Estimulos como a presenca do animal no ambiente com pistas relacionadas a
droga sdo mediados pela via do estriado ventral, especificamente pelo nucleo
accumbens. A amigdala também apresenta influéncia sobre os comportamentos inatos
através das suas projecdes para o hipotalamo e para o tronco cerebral (PARKINSON et
al., 2000). Este nucleo se projeta para estruturas envolvidas na expressdo do
comportamento, € considerado um receptor de informagcdes de estruturas limbicas,
como a amigdala e o coértex pré-frontal (ALEXANDER et al., 1990).

O ndcleo acumbens (estriado ventro-medial) pode ser dividido histologicamente
em dois compartimentos: o nucleo (core) e a concha (shell). Essas duas subdivisdes
formam juntas uma importante area cerebral relacionada as funcbes motora,
recompensadora e emocional (ZAHM e BROG, 1992; BERENDSE et al.,, 1992;
PAXINOS e WATSON, 2004; BASSAREO e DICHIARA, 1999). A diferenca entre as
duas por¢des ocorre principalmente pelo diferente padréo de inervacédo que apresentam
e estdo relacionadas a acdo da dopamina no nucleo accumbens (BASSAREO e
DICHIARA, 1999). Enquanto a porcéo core apresenta semelhancas ao estriado dorsal e
nao se distingue histologicamente do resto do corpo estriado, a por¢ao shell se projeta
para estruturas subcorticais, como o hipotalamo lateral (BERENDSE et al., 1992).

A funcdo dopaminérgica do nucleo accumbens tem sido bastante explorada
tendo em vista seu papel no efeito de recompensa e nos efeitos motivacionais gerados
pelos psicoestimulantes que contribuem para a dependéncia quimica (BERRIDGE e

ROBINSON, 1998). Ele € considerado o alvo principal dos neurénios dopaminérgicos
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da via mesolimbica, que se origina a partir da area tegmental ventral e do mesenséfalo
(BASSAREO e DICHIARA, 1999). A exposicao repetida a drogas induz ao processo de
sensibilizac@o produzida principalmente por estimulagdo da transmissdo dopaminérgica
no nucleo accumbens (DICHIARA, 2002).

Em relacdo as areas em que se subdivide o nldcleo accumbens, o compartimento
shell interligado ao hipotalamo contribui para estabelecer associacfes entre os eventos
motivacionais e as percep¢fes ambientais (ITO et al., 2004). Logo, € uma éarea
fortemente ligada a emocédo, na qual a acdo dopaminérgica influencia a resposta a
novos estimulos de recompensa (ROBBINS e EVERITT, 1992; BERRIDGE e
ROBINSON, 1998; ITO et al., 2004). Por outro lado, o compartimento core medeia a
expressdo do comportamento em resposta a estimulos relacionados ao consumo da
droga (KALIVAS e VOLKOW, 2005).

Os estimulos incondicionados contribuem para o aumento da liberacdo da
dopamina no nucleo acumbens, porém especialmente a porcdo shell do nucleo
acumbens é responsavel por regular as a¢des induzidas por estimulos incondicionados
e se relaciona aos processos de aprendizagem (CARDINAL et al., 2002). Bassareo e
Dichiara (1999) relataram que os niveis da dopamina aumentaram na por¢ao shell em
resposta a estimulos incondicionados como a comida e a droga (cocaina) (ITO et al.,
2000). Por outro lado, a porcdo core do ndcleo accumbens esta relacionada aos
estimulos condicionados (ITO et al., 2000; BASSAREO e CHIARA, 1999). Ambos o0s
compartimentos, core e shell influenciam o comportamento locomotor, a estimulacéo
dopaminérgica e induziram a locomocao (SWANSON et al., 1997).

O hipotadlamo é considerado importante na alimentacéo, termorregulacdo, sono,
alimentacdo e desejo sexual. Este se subdivide nas areas: paraventricular, medial,
infundibular, lobo anterior, camadas interna e externa mediais, lobo intermediario da
pituitaria e lateral (PAXINOS e WATSON, 2004). No entanto, o hipotadlamo lateral € uma
area do ceérebro relacionada a recompensa. Os neuropeptideos orexina e hormdnio
concentrador de melanina expressos no hipotalamo lateral seriam os responsaveis por
sua regulacdo (ASTON-JONES et al., 2009). Embora a capacidade homeostatica do
hipotalamo seja amplamente conhecida, sabe-se que 0s neurbnios orexina que

expressam esses neuropeptideos tem projecdes para regides do cérebro importantes
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para respostas comportamentais a drogas de abuso, como o coértex pré-frontal, area
tegmental ventral (DIOLEONE et al., 2003), amigdala (VALJENT, 2004b) e ndcleo
accumbens (HARRIS et al., 2005) reforcando que vias importantes na dependéncia
guimica possam estar inter-relacionadas.

Os peptideos lateriais hipotalamicos desempenham papel importante na
modulacdo da recompensa em estados de dependéncia e podem proporcionar um elo
entre os substratos cladssicos de recompensa e 0s seus circuitos neurais (ASTON-
JONES et al., 2009; DIOLEONE et al., 2003).

Estudos foram realizados na tentativa de demonstrar a ainda pouco conhecida
relacdo do hipotalamo lateral com as outras estruturas cerebrais classicamente
reconhecidas no processamento da recompensa. Segundo Haghparast e colaboradores
(2011) a estimulacdo do hipotadlamo lateral pelo carbachol produziu condicionamento
por preferéncia de lugar em ratos. Segundo Valjent e colaboradores (2004b) a
administracao de tetraidrocanabinol (THC) produziu o aumento da ativacdo da ERK em
estruturas como o hipotalamo ventromedial, dorsomedial e no septo. Também foi
observada marcacdo de ERK fosforilada apds administracdo aguda de cocaina (20
mg/kg) no hipotalamo paraventricular, sendo estes efeitos dependentes de dose.

Em outro trabalho, Harris e colaboradores (2005) avaliaram que a ativacdo do
hipotalamo lateral foi fortemente influenciada pelo contexto de uso da cocaina/morfina,
visto que a sua estimulacdo quimica promoveu a ativacdo dos neurdnios orexina,
ocasionando o reestabelecimento de um comportamento de procura pela droga, até
entdo abolido. Alem disso, foi verificado que a administracdo de um antagonista de
orexina inibiu esse comportamento. No modelo de condicionamento por preferéncia de
lugar, os ratos condicionados com cocaina, morfina e alimento apresentaram maior
ativacdo de Fos no hipotadlamo lateral do que os ratos do grupo controle.

Esses resultados fornecem uma evidéncia de que as projecdes do sistema
orexina no hipotadlamo lateral sobre areas importantes como a area tegmental ventral
desempenham um papel importante na expresséo de preferéncia de drogas, e podem
também estar envolvidos na recaida e desejo (“fissura”) por drogas.

A amigdala é uma estrutura cerebral complexa, com varios nucleos, responsavel

por mediar aspectos especificos dos comportamentos emocionais (CARDINAL et al.,
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2002). O envolvimento da amigdala com a dependéncia quimica tem sido alvo de
estudos em animais e humanos (GRANT et al.,, 1996; EVERITT et al.,, 1999). A
amigdala detecta o perigo no ambiente externo e prepara fisiologicamente o organismo
para se confrontar com a ameaca (FEINSTEIN et al., 2013).

Os principais nucleos em que a amigdala se subdivide sdo: central e o
basolateral, responsaveis pelo controle dos processos emocionais (BECHARA et al.,
1995; ADOLPHS, et al. 1994; YOUNG, et al. 1995). No entanto, o nucleo basolateral da
amigdala é considerado o principal no controle desses processos. Ele é composto pelos
subndcleos lateral, basal e acessorio-basal. O nucleo central da amigdala apresenta
uma morfologia e conectividade estriatal diferente e tem uma funcéo filogenética mais
simples do que a ABL (CARDINAL et al., 2002). Este nucleo recebe estimulos
sensoriais proprios e tem capacidade de aprendizagem e de expressar
comportamentos independentes da ABL, mesmo apresentando papel principal de
receptor de informacdes da ABL (PARKINSON et al., 2000).

A ABL estd conectada a outras estruturas cerebrais apresentando projecdes
para os lobos frontais e ligacdes ao neocortex e ao estriado ventral (CARDINAL et al.,
2002) e é essencial para a associacdo do contexto ambiental com o afeto e memdérias
emocionais (BECHARA et al., 1995).

A porgcdo basolateral da amigdala esta frequentemente relacionada a dicas
relacionadas a administracdo, a recaida, desejo pela droga (“fissura”) e a respostas
afetivas (KRUZICH e SEE, 2001; KALIVAS e MCFARLAND, 2003). Entre suas funcfes
estdo os aprendizados emocionais, recebimento de informacdes sensoriais pela via
lateral da amigdala e o controle da atividade do ndcleo central (EVERITT, 2000). A
participacdo da ABL € necessaria para que o0s estimulos condicionados
(condicionamento pavloviano) tenham o valor dos estimulos incondicionados
(CARDINAL et al., 2002). Adicionalmente, a projecao da ABL para o estriado ventral e
para o cortex pré-frontal possibilita a sua modulacdo sobre o comportamento
(EVERITT, 1999). Ademais, a amigdala é responsavel pela formacdo da associacao
entre estimulos e recompensas (BLANCHARD et al., 2011).

A amigdala estd envolvida nas respostas emocionais do condicionamento

pavloviano de modo que o medo condicionado depende da porgcdo basolateral
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(BECHARA et al.,, 1995). As lesbes na amigdala podem levar ao aumento das
deficiéncias na aprendizagem emocional, dificuldade de percepgdo de emogdes nas
expressdes faciais e também pode causar prejuizos na memoria associada a eventos
emocionais (BECHARA et al., 1995; ADOLPHS et al. 1994; YOUNG, et al. 1995). A
ABL é necessaria para que os estimulos condicionados ganhem valor emocional
(PARKINSON et al., 2000). Embora, os animais com lesdes na ABL sejam capazes de
adquirir respostas condicionadas, estas ndo sdo tdo visiveis quanto nos animais sem
lesb6es na ABL (HITCHCOTT e PHILLIPS, 1998).

A administracdo aguda e crénica de psicoestimulantes induz as alteracdes nos
complexos moleculares da amigdala. Essas mudancas sdo consideradas necessarias
para comportamentos relacionados a dependéncia quimica (NESTLER, 2001).
Portanto, a ABL atua na modulagdo emocional do armazenamento da memoria sendo
seu papel importante no mecanismo pelo qual situagcdes emocionais afetam a memaoria
(CARDINAL et al., 2002).

2.5 - AAPOMORFINA

A apomorfina é uma substancia alcaldide derivada da morfina (ndo-narcoética)
pertencente a classe das dibenzoquilonas com amplo uso em medicina. A sua obtencéo
ocorreu a partir do aquecimento da morfina em solucdo de acido cloridrico e néo
apresenta caracteristicas narcoticas da sua precursora, possui caracteristicas lipofilicas
sendo suscetivel a oxidacfes pela exposicdo a luz ou ao ar. A apomorfina possui a
capacidade de ativar principalmente os receptores dopaminérgicos (Di, D2, D3, D4 € Ds)
de forma néo seletiva, mas também os receptores de serotonina e alfa-adrenérgicos.
(LEWITT, 2004; LI et al., 2012; RIBARIC, 2012). Essa droga ativa tanto receptores pré
guanto pés-sinapticos em doses elevadas (MATTINGLY e GOTSICK, 1988).

A estrutura quimica da APO (Fig. 3, p. 34) explica suas atividades
farmacoldgicas, pois apresenta grande homologia a molécula da dopamina. A sua
estrutura policiclica e terciaria de amina possui por¢cdo homoéloga a molécula de
dopamina. Além de sua acao reguladora através de receptores, a APO possui atividade
antioxidante (LEWITT, 2004; LI et al.,, 2012; RIBARIC, 2012). A APO apresenta um
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inicio de acdo que varia em torno de 7 a 14 minutos, efeito tem duracdo breve e o
tempo de meia vida varia de 30 a 90 minutos independente da via de administracao
intravenosa (LEWITT, 2004).

Figura 3: Estrutura quimica da apomorfina. Gravura extraida da pagina eletrbnica:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9f/Apomorphine_Structural_Formulae.png.

As vias enterais de administracdo da APO sé&o contraindicadas, pois a APO sofre
metabolismo hepatico de primeira passagem intenso. Suas acfes farmacodindmicas
duram até 30 minutos, a partir do momento em que se inicia o declinio. Em relacdo aos
aspectos de excrecdo, a APO sofre metabolizacdo hepética principalmente com
reacdes de glicuronidacao e sulfatacdo e outras vias ndo enziméticas (LEWITT, 2004,
Ll etal., 2012; RIBARIC, 2012).

Em relacdo a sua aplicacdo clinica, a APO comecou a ser utilizada pelo fim do
século XIX com a finalidade de tratamento de doencas como depressdo, insdnia e
esquizofrenia. Também se utilizou a APO por suas propriedades fortemente eméticas
(LEWITT, 2004). Com o passar dos anos passou a ser empregada para o tratamento da
doenca de Parkinson, na qual se sugeriu que a APO ativasse o0s receptores D, dos
nacleos caudado e putamem contribuindo para a reducdo dos efeitos parkinsonianos.
Em humanos teve seu uso substituido pela levodopa devido a seus efeitos adversos.
Na medicina veterinaria possui aplicacdo para a inducao de vomito e no tratamento do
envenenamento (LEWITT, 2004; MATTINGLY e GOTSICK, 1988).

Os tratamentos repetidos com o0s agonistas dopaminérgicos como a apomorfina
resulta em um reforgo na atividade comportamental, medido pelo aumento da atividade

locomotora. A APO produz o aumento da atividade locomotora em doses elevadas
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(BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a; BRAGA et al., 2009b) possivelmente pela
sua acdo sobre os receptores D; e D, modulada pelo ndcleo accumbens e corpo
estriado (MATTINGLY e GOTSICK, 1988). As doses baixas produzem ativacdo dos
auto-receptores D, mais do que os receptores D, pos-sinapticos promovendo assim a
diminuicao da atividade locomotora (MOLLER et al., 1987). Segundo Li e colaboradores
(2012), a APO estimula os receptores D; ativando a via de sinalizagdo da ERK, na qual
promove o aumento da fosforilacdo das proteinas através do aumento de

concentracfes dos segundo mensageiros como o AMPc e proteina quinase A.

2.6 — PROTEINA QUINASE REGULADA POR SINAIS EXTRACELULARES

A proteina quinase regulada por sinais extracelulares, a ERK, pertence a familia
das proteinas quinases ativadas por mitdgenos, as MAPK. Elas pertencem a um grupo
de enzimas da familia das proteinas serina-treonina quinases que inicialmente foram
descritas no controle da reproducdo de leveduras ativadas em resposta a VAarios
estimulos celulares. Elas sdo responsaveis pela transmissdo de sinais mitogénicos,
geracdo de respostas adaptativas frente a mudancas ambientais, regulacdo da
expressao genética, sintese de proteinas, movimento, metabolismo, crescimento,
diferenciacdo celular e apoptose (HERSKOWITZ, 1995; ALIAGA et al., 1999;
JOHNSON e LAPADAT, 2002; SHIFLETT e BALLEINE, 2011).

As ERKSs séo conhecidas como ERK 1 e ERK 2, sendo também denominadas de
p44 e p42 de acordo com o seu peso molecular, respectivamente (BERHOW et al.,
1996; ADAMS e SWEATT, 2002). No entanto, a isoforma ERK 2 tem sido mais
relacionada a estudos comportamentais de dependéncia quimica (GIRAULT et al.,
2006). A fosforilacdo de ERK 2 € maior do que ERK 1, embora tenham grande
semelhanca entre si, as ERK 1 e 2 apresentam efeitos distintos, pois a ERK 1 pode
inibir a ERK 2 pela competicdo da fosforilacdo pela isoforma da proteina MAPK, a
MEK. A via de ativacdo da ERK 2 leva o neurbnio a um estado permissivo a
plasticidade (GIRAULT et al., 2006; LU et al., 2006) e esta envolvida na retencéo de

memorias espaciais e tarefas de medo condicionado, também a comportamentos de
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longa duracdo mediados por mudancas sinapticas e participa do desenvolvimento da
sensibilizacdo locomotora (SHIFLETT e BALLEINE, 2011).

Assim, a ERK apresenta importantes funcdes: participa do controle do
crescimento celular e sua diferenciacdo (SHIFLETT e BALLEINE, 2011), contribui para
a neuroplasticidade sinaptica resultante da exposicao repetida a droga, contribui para a
estabilidade celular (GIRAULT et al., 2006; LU et al.,, 2006) e € um parametro em
modelos animais de aprendizagem e transducao do sinal da memoria a nivel molecular
(ADAMS e SWEATT, 2002; SHIFLETT e BALLEINE, 2011; KIM et al., 2011). A ERK
fosforilada a nivel citoplasmatico possivelmente controla substratos, canais idGnicos,
proteinas do citoesqueleto e liberacdo de neurotransmissores. Quando translocada
para o nucleo estimula a transcricdo genética (HYMAN et al., 2006).

A exposicao aos psicoestimulantes produz uma forte ativacdo da ERK se
comparada as recompensas naturais e a exposi¢cao crénica aumenta os niveis basais
de ERK (VALJENT et al.,, 2004a ; SHIFLETT e BALLEINE, 2011). A ERK pode
converter um estado de baixo potencial para um de elevado potencial rapidamente,
sendo esta capacidade considerada importante no desencadeamento da
neuroplasticidade. Os sinais ambientais ou celulares levaram a uma ativacédo duradoura
da ERK em certas regibes cerebrais, sendo a ERK um elemento de reforco no
mecanismo bioquimico de armazenamento da memodria (ADAMS e SWEATT, 2002;
KIM et al., 2011). Tendo em vista que uma das formas de aprendizagem é pela
estimulacado repetitiva, a ERK atuaria como integradora dos sinais celulares no tempo.
Além disso, as fosfatases induzidas pela ativacdo da ERK seriam importantes no
bloqueio das sinapses em estado “aplastico”, contribuindo assim para a consolidacao
da memoria (ADAMS e SWEATT, 2002; KIM et al., 2011).

A proteina ERK é ativada por uma via de transducdo que resulta da fosforilacéo
dos aminoacidos tirosina e treonina em sua estrutura (Fig. 4, p. 37) (GIRAULT et al.,
2006). A sua fosforilacdo pode ocorrer mediante a acdo das proteinas tirosinas
guinases como pelos processos desencadeados por receptores acoplados a proteina
G, GTP (guanosina 5-trifosfato) e da familia Ras-Raf. Dessa forma, podem ocorrer dois

mecanismos: desfosforilagdo por STEP (do inglés proteina tirosina fosfatase estriatal
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enriquecida) ou aumento na fosforilacdo por MAPK (LU et al., 2006, VALJENT et al.,
2004b).
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Figura 4: Representacdo da cascata de ativacdo da ERK. Gravura modificada de Lu e colaboradores,
2006.

A via de sinalizacdo das MAPKs compreende também as proteinas p38 e JNK
(c-jun N-terminal quinase). Em relacdo a ERK, os receptores Trk ativariam a proteina
Ras acoplada a GTP que por sua vez ativariam a proteina Raf responséavel por ativar a
MEK e em por ultimo ativar a ERK (ADAMS e SWEATT, 2002; BERHOW et al., 1996;
RADWANSKA et al., 2005; SALZMANN et al., 2003; SWEATT, 2004; VALJENT et al.,
2000).

As ERKs fosforiladas atuam diretamente sobre seus substratos como canais
ibnicos, transportadores, fatores de transcrigdo como c-fos, e outras quinases como a
RSK (quinase ribossomal S6 de 90 kDa) e a MSK (proteina quinase ativada por

mitdgenos e stress). Ambas as proteinas podem fosforilar CREB (elemento protéico
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regulado por AMPc), embora a RSK apresente maior afinidade pelo sitio de fosforilacao
(DEAK et al., 1998; FRODIN et al., 1999).

Os psicoestimulantes ativam a ERK na &rea mesolimbica do cérebro, tanto em
administracdes agudas quanto crénicas (GIRAULT et al., 2006; VALJENT et al., 2000).
Na ativacdo de ERK, a dopamina atua principalmente sobre os receptores D; e Do,
embora os D, contribuam de forma menos significativa. Pode-se notar ainda a
participagdo de outros tipos de receptores, como o0s de glutamato (NMDA) que
influeciam a ativacéo de ERK (LU et al., 2006; SALZMANN et al., 2003; VALJENT et al.,
2004).

Os receptores D; estdo em sua maioria acoplados a enzima adenilato ciclase tipo
5 (AC 5) através da proteina G. Apés a ligacdo da dopamina ao receptor D,, 0s eventos
subsequentes levam a conversdo de adenosina trifosfato (ATP) em AMPc. Em seguida,
0 aumento de AMPc ativa a proteina quinase A (PKA) levando a estimulacdo de CREB,
embora o proprio aumento do nivel de AMPc também possa aumentar a ERK (ADAMS
e SWEATT, 2002; GIRAULT et al., 2006; LU et al., 2006; SALZMANN et al., 2003;
VALJENT et al., 2000).

Os processos decorrentes da ativacdo dos receptores dopaminérgicos
promovem uma alteracdo conformacional dos canais de calcio (Ca*") voltagens
dependentes propiciando o aumento do influxo calcio para o meio intracelular
(GIRAULT et al., 2006; LU et al., 2006). O aumento da concentragao intracelular de
célcio é fundamental para a ativacdo da cascata Ras-Raf-MEK, responsavel pela
ativacdo da ERK. Algumas interacfes proteicas possibilitam a ativacdo da familia de
proteinas Ras, como também das proteinas quinases da familia Raf. As quinases da
Raf ativam a forma MEK. Em seguida, formas ativas da MEK fosforilam quinases
pertencentes a familia MAP, entre elas a ERK e a proteina quinase Jun® (JNK)
(BERHOW et al., 1996; CHERRIER et al., 2005; RADWANSKA et al., 2005; VALJENT
et al., 2004).

De acordo com Lu e colaboradores (2006), as ERKs também podem ser ativadas

por outras vias. Eles sugerem que na area do corpo estriado, mas ndo no cortex pré-

% Proteina quinase cuja atividade é regulada em resposta a citocinas ou stress.
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frontal, é necessaria a participacdo do DARPP-32%, uma fosfoproteina também
responsavel pela fosforilagdo da ERK e sua ativagdo. O DARPP-32 seria fosforilado
pela PKA tornando-se assim um agente potente na inibicdo da proteina fosfatase 1
(PP1). O DARPP-32 inibiria a PP1, assim as fosfatases STEP ficariam fosforiladas
(STEP-P) permitindo o aumento da concentracdo de ERK fosforilada (ERK-P) (LU et al.
2006; VALJENT et al., 2004b). Segundo Valjent e colaboradores (2004b), mutacdes no
DARPP-32 provocariam alteragbes na sensibilizacdo locomotora induzida pela
administracao de psicoestimulantes.

Depois de ativada, a ERK tem muitos alvos celulares e influencia um grande
grupo de funcdes celulares (SHIFLETT e BALLEINE, 2011). A fosforilacdo da ERK leva
a producdo de fatores de transcricdo, proteinas que atuam direta ou indiretamente
sobre o DNA nas regides genéticas promotoras para estimular ou reprimir a transcricao
genética. Alguns dos produtos como o CREB e Elk-1 desencadeiam a acdo de
proteinas quinases nucleares, como a p90 através da acdo de MSK 1 e 2 e por RSK,
através da acdo da proteina quinase ribossomal S6 (CHERRIER, 2005; RADWANSKA
et al., 2005; SALZMANN et al., 2003; VALJENT et al., 2000). A ativagédo dos fatores de
transcricdo tem papel importante para a inducdo e transcricdo de genes imediatos
(immediate early genes — IEG) como o c-fos e o zif-268. Estes s&o alvos importantes na
caracterizacao dos efeitos sobre a plasticidade de longa duracéo induzida pelas drogas,
pois a regulacdo genética € considerada essencial para o estudo das mudancas
comportamentais duradouras (CHERRIER, 2005; HYMAN et al., 2006; LU et al., 2006;
SALZMANN et al., 2003).

A proteina ERK atua como elemento indireto na ativacdo do CREB e do Elk-1,
responsaveis pela transcricdo de fatores como o c-fos e zif-268. O fator complexo
ternario Elk-1 € um elemento de transcricdo e de resposta sobre varios IEG (c-fos e zif-
268), e também é um dos primeiros alvos nucleares da ERK (SALZMANN et al., 2003;
VALJENT et al., 2000). O CREB esta envolvido na plasticidade da memoria a nivel
celular e € um importante elemento para sintese protéica que pode ser ativado a partir
da fosforilacdo no residuo de serina 133 por diversas quinases (PKA, RSK2 e CaMK
I/IV) (ADAMS e SWEATT, 2002; RADWANSKA et al., 2005; SALZMANN et al., 2003).

3 Fosfoproteina de 32 kDa modulada por AMPc responsavel pela regulacdo de cascatas de fosforilagao.
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Portanto, a ERK possui papel direto e indireto na transcricdo genética
fosforilando os fatores de transcricdo e os componentes da cromatina (RADWANSKA et
al., 2005). A ERK fosforilada, ERK-P, provoca a fosforilagdo dos canais de K*
aumentando a excitabilidade celular (SHIFLETT e BALLEINE, 2011). Outro efeito de
sinalizacao intracelular da ERK-P € a insercdo de acido alfa-amino-3-hidroxil-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA) nas subunidades receptoras transmembrana ionotrépicas
para glutamato (diferentes dos receptores NMDA), responsaveis pela mediacdo da

transmissao sindptica rapida no sistema nervoso central (SNC) (LU et al., 2006).

2.7 — O DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL E SUA
RELACAO COM A ERK

O contexto ambiental no qual a droga € administrada influencia de modo
significativo o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental. Sendo assim, a
sensibilizagdo ndo se desenvolveria ou sofreria uma redugdo caso o teste de
sensibilizagdo ocorresse em um contexto ambiental diferente daquele no qual os
animais foram pré-sensibilizados com a droga (CROMBAG et al., 2001; BADIANI et al.,
1995). De acordo com Robinson e colaboradores (1998), a sensibilizacédo
comportamental ndo seria uma consequéncia inevitdvel da administracdo da droga
psicoestimulante em doses didrias e fixas, mas resultaria de interacdes entre as
manipulacdes farmacolbgicas e o seu ambiente de administracdo (ANAGNOSTARAS e
ROBINSON, 1996; CROMBAG et al., 2001).

Em um experimento, Badiani e colaboradores (1995) observaram que quando 0s
animais recebiam a administracdo da droga (anfetamina ou cocaina) em sua prépria
caixa-viveiro e em seguida eram devolvidos para sua moradia, a sensibilizagcéo
desenvolvida era menor do que aquela ocorrida quando os animais recebiam a injecao
e eram colocados em um ambiente novo, diferente daquele no qual receberam a droga.
Assim, os fatores extra-farmacolégicos seriam responsaveis em grande parte pela
modulacdo dos efeitos de desenvolvimento e de expressdao da sensibilizacao

comportamental.
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Além de o ambiente novo exercer um papel modulatério no desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental, esse processo também poderia ser resultado especifico
da associacdo do ambiente aos efeitos da droga. Por exemplo, a sensibilizacdo
induzida pela anfetamina levou ao comportamento rotacional quando o animal foi
colocado no ambiente no qual se desenvolveu a sensibilizacdo, no entanto, esse
fendmeno ndo ocorreu em um ambiente ndo associado (ANAGNOSTARAS e
ROBINSON, 1996).

A ERK teria papel mais importante na fase de desenvolvimento da sensibilizacao
do que na expressao da sensibilizacdo. O desenvolvimento da sensibilizacdo consiste
na fase de administracdo diaria do psicoestimulante levando ao aumento significativo
da atividade locomotora. JA& a expressdo da sensibilizagdo ocorreria em um teste
realizado ap6s o desenvolvimento da sensibilizacdo para verificar a atividade
locomotora.

Segundo Valjent e colaboradores (2006), ratos permaneceram sensibilizados no
teste de expressao da sensibilizacdo mesmo usando-se um antagonista da ERK, ou
seja, impedir a ativacado da ERK no teste de expressao da sensibilizacdo néo afetou a
sensibilizacdo previamente desenvolvida. No entanto, também foi demonstrado que o
uso de antagonista de ERK no nucleo accumbens pode inibir sua ativacdo e
consequentemente a expressdo da sensibilizagdo comportamental induzida por
cocaina. Assim, a ativacao da ERK estaria relacionada a expressado da sensibilizacédo
no nucleo acumbens (KIM et al., 2011). A sensibilizacdo produzida pela cocaina e
dependente do contexto foi acompanhada pelo aumento do numero de nucleos
imunorreativos a ERK em um grupo pequeno de neurbnios do nucleo accumbens.
Esses neurdnios seriam 0os mesmos relacionados com o aprendizado de associacao
entre os efeitos da droga com o ambiente (MARIN et al., 2009).

Assim, é de grande importancia avaliar o efeito que a apomorfina tem sobre
processo de desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental nas areas cerebrais
envolvidas com a dependéncia quimica, pois é uma droga agonista direto dos

receptores dopaminérgicos e mimetiza os efeitos da dopamina.
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3. OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar se o tratamento agudo e cronico com apomorfina produz o aumento da
ativacdo da proteina ERK, através da marcacéo de ERK fosforilada, no cértex pré-frontal,
ndcleo accumbens, amigdala e hipotalamo lateral, assim como investigar o papel da

sensibilizacdo comportamental sobre a ativacdo dessas estruturas cerebrais.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir uma curva temporal para se verificar a ativacdo da ERK fosforilada no
cortex pré-frontal, nicleo accumbens, amigdala e hipotdlamo lateral ap6s o
tratamento agudo com apomorfina utilizando os tempos de 15, 30 e 60 minutos apés

a administracao;

e Avaliar a influéncia do ambiente e da atividade locomotora na ativacdo da ERK
fosforilada apds a administracdo aguda de apomorfina no cértex pré-frontal, nucleo

accumbens, amigdala e hipotalamo lateral,

e Verificar o padrdo de ativagdo da ERK fosforilada no cortex pré-frontal, nicleo
accumbens, amigdala e hipotalamo lateral apos o desenvolvimento do processo de

sensibilizagdo comportamental.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - SUJEITOS

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar, pesando entre 200-250 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro - UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais de plastico (Fig. 4) tendo livre acesso a agua e a racao
padronizada de laboratério. As gaiolas ficaram em uma sala do setor de Farmacologia
do Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA), com temperatura controlada
(22 + 2°C) e com ciclo de luz claro e escuro de 12 em 12 horas (luz das 7 as 19 horas).
Os experimentos foram conduzidos na fase clara, no horario entre 8:00 e 13:00 horas.
Os animais foram manipulados individualmente por cinco minutos diarios, durante sete
dias antes do inicio do procedimento experimental e foram habituados ao procedimento
de injecao com solucéo de veiculo durante 3 dias antes do inicio do experimento. Todo
o procedimento experimental foi aprovado pela Comiss&o de Etica de Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

e s

Figura 5: Gaiola individual (caixa-viveiro)
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4.2 - DROGA

A apomorfina-Hcl (Sigma, ST. Louis, Mo, USA) — na dose de 2 mg/kg (volume de
administracdo: 1 mL/kg) dissolvida numa solugcédo 0,1% m/v de acido ascoérbico — foi
administrada por via subcutanea. A solucdo de acido ascérbico 0,1% m/v foi utilizada

como veiculo. Todas as doses foram administradas em um volume de 1mL/kg.

4.3 - AMBIENTE EXPERIMENTAL

Os experimentos comportamentais foram realizados em uma sala (Fig. 5)
apresentando iluminagéo vermelha, temperatura (22 + 2 °C) controlada e o som de um
ventilador como ruido de fundo. A sala continha uma arena quadrada (campo aberto),
de cor preta, medindo 60x60x45cm. Uma camera (SONY, modelo IR575M) foi colocada
a uma altura de 60 cm acima da arena experimental e ficou acoplada a um computador
PC compativel, contendo um sistema de andlise de imagens EthoVision (Noldus),
localizado fora da sala experimental, o qual quantificou a atividade locomotora em

distancia percorrida (m).

'\

Figura 6: Arena experimental
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4.4 - EXPERIMENTO 1 — CURVA TEMPORAL DE ATIVACAO DA FOSFORILACAO
DA PROTEINA QUINASE REGULADA POR SINAIS EXTRACELULARES (ERK-P)
APOS A ADMINISTRACAO AGUDA DE APOMORFINA

Os animais foram administrados com a apomorfina na dose de 2,0 mg/kg e apos
15, 30 ou 60 minutos foram retirados de sua caixa-viveiro e eutanasiados com tiopental
sodico (50 mg/kg i.p.) e perfundidos transcardicamente (Fig. 7, p. 46). Os tempos pos-
administracdo foram escolhidos levando-se em conta o tempo de meia-vida da
apomorfina (LEWITT, 2004). Em seguida, os encéfalos foram retirados da caixa
craniana e armazenados para a avaliacdo imunoistoquimica de ERK fosforilada (ERK-

P). Os grupos experimentais (Fig. 7, p. 46) foram:

a) GRUPO - 15 MINUTOS

e APO (n=4): Os animais foram administrados com apomorfina (2,0 mg/Kg;

subcutanea - sc).

e VEI (n=4): Os animais receberam veiculo da apomorfina (solucdo de acido ascérbico
0,1%; sc).

b) GRUPO - 30 MINUTOS

e APO (n=4): Os animais foram administrados com apomorfina (2,0 mg/Kg; sc).

e VEI (n=4): Os animais receberam veiculo da apomorfina (solucdo de acido ascérbico
0,1%; sc).

¢) GRUPO - 60 MINUTOS
e APO (n=4): Os animais foram administrados com apomorfina (2,0 mg/Kg; sc).

e VEI (n=4): Os animais receberam veiculo da apomorfina (solucdo de acido ascoérbico
0,1%; sc).
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ESQUEMADA CURVA TEMPORAL DE
ATIVACAO DE ERK-P

GRUPOS EXPERIMENTAIS

VEI - 15 Apés 15 min
APO - 15 r——--

Apds 30 min

APO - 30

VEI - 60 Apds 60 min =
APO -60 E—-

Figura 7: Esquema do experimento 1.

4.5 - EXPERIMENTO 2 — O EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE APOMORFINA
NA ARENA EXPERIMENTAL SOBRE A ATIVACAO DE ERK-P

a) Periodo de Habituacao (1° - 3° dia)

O objetivo desta fase foi adaptar os animais ao ambiente e aos procedimentos
experimentais e também para que posteriormente pudessem ser divididos nos grupos
do tratamento farmacolégico, sem que houvesse diferenca entre 0s mesmos quanto a
locomogéao. Para isso, 0s ratos foram administrados com salina e imediatamente
colocados na arena-teste por 30 minutos durante 3 dias consecutivos sendo a atividade

locomotora registrada.
b) Tratamento farmacologico
Os animais receberam seus respectivos tratamentos farmacologicos e foram

colocados na arena-teste para o registro de sua atividade locomotora durante trinta

minutos. Imediatamente ap6s o término da sessao experimental, os animais foram
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eutanasiados com tiopental sédico (50 mg/kg i.p.) e perfundidos transcardicamente, os
encéfalos foram retirados e armazenados até a realizacdo das reacgles
imunoistoquimicas para a deteccdo da ERK-P. Os grupos experimentais (Fig 8, p. 47)

foram:

e APO (n=4): Os animais foram administrados com apomorfina (2,0 mg/Kg; sc).

e VEI (n=4): Os animais receberam veiculo da apomorfina (solucéo de acido ascérbico
0,1%; sc).

ESQUEMADO EXPERIMENTO 2

GRUPOS EXPERIMENTAIS

— VEI
HABITUACAOD | mads3gs ARG

Apds sessdo de 30 min na
arena experimental

| PERFUSAO |

Figura 8: Esquema do experimento 2.

4.6 - EXPERIMENTO 3 — O EFEITO DO DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZACAO
COMPORTAMENTAL INDUZIDA POR APOMORFINA SOBRE A ATIVACAO DE ERK-
P

a) Periodo de Habituacao (1° - 3° dia)

O objetivo desta fase foi adaptar os animais ao ambiente e aos procedimentos
experimentais e também para que posteriormente pudessem ser divididos nos grupos
do tratamento farmacoldgico, sem que houvesse diferenca entre 0S mesmos quanto a

locomogéo. Para isso, os ratos foram administrados com salina e imediatamente
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colocados na arena-teste por 30 minutos durante 3 dias consecutivos sendo a atividade

locomotora registrada.

b) Fases de tratamento farmacologico — Fase de inducao (4° - 8° dia)

Os animais receberam os seus respectivos tratamentos farmacologicos e foram
imediatamente colocados na arena experimental. Essa fase teve a duracao de 5 dias
consecutivos e cada sessao experimental teve a duracdo de 30 min para o registro da
sua atividade locomotora. Imediatamente apds o término da sessdo experimental de 30
min, os animais foram colocados de volta as suas respectivas caixas-viveiro. Os

animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (Fig. 9, p. 48):

e APO (n=6): Os animais foram administrados com apomorfina (2,0 mg/Kg; sc).

e VEI (n=6): Os animais receberam veiculo da apomorfina (solucdo de &cido
ascorbico 0,1%; sc).

Imediatamente ap6s o Uultimo dia do teste na arena experimental, os animais
foram eutanasiados com tiopental sédico (50 mg/kg i.p.) e perfundidos
transcardicamente, os encéfalos foram retirados e armazenados até a realizacdo das

reacdes imunoistoquimicas para a deteccdo da ERK-P.

ESQUEMADO EXPERIMENTO 3

GRUPOS EXPERIMENTAIS

o VEI
HABITUACAO | ‘apos3gis P

Apds 5 dias l

Apos ses{sé_o de 3_:0 min do PERFUSAO
ultimo dia

Figura 9: Esquema do experimento 3.
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4.7 - IMUNOISTOQUIMICA

Nos experimentos foram quantificados o numero de neurdnios imunorreativos as
formas ativas ERK-P (ERK fosforilada no residuo 204 da tirosina). Os ratos foram
eutanasiados com tiopental sodico (50 mg/kg - injecdo intraperitoneal). Em seguida
foram perfundidos transcardicamente com 100 mL de solucéo salina 0,9% e depois com
500 mL de solucéo de paraformaldeido 4% (em solucao tampao fosfato de sodio 0,1 M,
pH 7.4) durante 30 minutos.

Apos a perfuséo, os encéfalos foram removidos e pés-fixados por 2 h em solucéo
de paraformaldeido 4% antes da transferéncia para a solucdo de sacarose 20%
(sacarose diluida em solucdo tampéao 0,1 M fosfato de sodio, pH 7,4) por 48 horas a 4 °
C. Os encéfalos foram colocados em um suporte de papel aluminio e depois foram
imersos e crioprotegidos com uma solucdo de glicéis sollveis em agua e resinas,
Tissue Tek O.C.T.® (Sakura Finetek®, USA). Em seguida foram congelados em
nitrogénio liquido e porteriormente cortados em um criostato mantido a temperatura de -
24° C.

Os cortes foram realizados no plano coronal com espessura de 30 um. Foram
recolhidos 4 cortes em sequencia de cada estrutura cerebral de interesse para o
presente trabalho. Foram recolhidos cortes do cortex pré-frontal (aproximadamente
+2.68 mm de bregma), do nucleo accumbens (core e shell aproximadamente +1.70 mm
de bregma), amigdala e hipotalamo lateral (aproximadamente -2.40 mm de bregma). As
coordenadas adotadas como referéncia foram obtidas do “The rat brain: in stereotaxic
coordinates” (PAXINOS e WATSON, 2004). Os cortes foram fixados em laminas para
microscopia previamente gelatinizadas para permitir a fixagao.

Imediatamente apds a realizacdo dos cortes, os mesmos foram lavados com
solugédo de PBS por 3 vezes com duragcdo de 10 minutos cada, sob agitacdo. Em
seguida, os cortes foram colocados em solu¢do tampao de bloqueio (soro normal de
cabra 3% e Triton X-100 0,25% em PBS) e incubados por 1 ha 22 ° C.

Depois de transcorrido este tempo, os cortes foram incubados por 24 ha 4 ° C
na diluicdo de 1:500 com o anticorpo priméario anti-ERK-P (Cat #9101, Cell Signaling

Technology ®, Boston, MA, USA) diluido na solucdo tampao de bloqueio.
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Apoés o término do tempo de incubacédo a 4 ° C , os cortes foram lavados com
solugédo de PBS por 3 vezes com duracdo de 10 minutos cada, sob agitacdo e
incubados a 22 ° C por 1 hora em uma solucdo do anticorpo secundario biotinilado de
coelho anti-lgG (BA-1000 Vector Laboratories ®, Burlingame, CA, USA) em uma
diluicdo de 1:100 em solucdo contendo soro normal de cabra 1% e Triton X-100 0,25%
em PBS.

ApOs este tempo, os cortes foram lavados novamente com solugédo de PBS por 3
vezes de 10 minutos, sob agitacdo, e em seguida foram processados com kit padréao
ABC Elite (Vector Laboratories ®, Burlingame, CA, USA). Foram adicionados 150 pL do
reagente A (avidina) a 5 mL de solucdo de PBS 10 mM, pH 7,4 seguida pela adicdo de
150 pL do reagente B (enzima biotinilada). A mistura foi agitada e a solugéo
permaneceu em repouso por 30 minutos antes do uso. Apdés o preparo da solucdo
reagente, os cortes foram incubados durante 30 minutos a temperatura de 22 ° C .

Na etapa seguinte, os cortes foram lavados novamente em solucdo de PBS por 3
vezes de 10 minutos cada, sob agitacdo, e processados com o kit de substrato DAB
para peroxidase (SK-4100, Vector Laboratories ®, Burlingame, CA, USA). De acordo
com o protocolo do fabricante, foram adicionadas 150 pL da solucdo tampédo estoque
15 %, 300 pL de solucdo estoque DAB (3,3’-diaminobenzidina) 2,4 % a 5 mL de agua
destilada, seguida por agitacdo. Por ultimo, adicionaram-se 150 pL da solucdo de
peroxido de hidrogénio 1,5 %.

Os cortes foram incubados com o substrato de DAB em temperatura 22 ° C por 3
minutos para o desenvolvimento da coloracdo de boa intensidade. Depois de passado
este tempo, os cortes foram imediatamente mergulhados em agua destilada por 5
minutos e deixados a temperatura ambiente para secagem.

Como controle negativo, cortes do cortex pré-frontal, ndcleo accumbens,
amigdala e hipotalamo lateral de animais do grupo veiculo e apomorfina do
experimento 1 foram processados por imunistoquimica de maneira que ao serem
incubados houve a substituicdo do anticorpo primario pela solugcdo tampéao de bloqueio.

Apoés a secagem, as laminas foram montadas com laminula usando-se o DPX ®

(Sigma ®, ST. Louis, Mo, USA) como substancia de montagem para posterior analise.
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Fotomicrografias dos cortes cerebrais foram obtidas por uma camera CCD
(Photometrics cool snap, Roper Scientific Inc., Trenton, NJ) acoplada a um microscépio
Nikon usando ampliacéo de 40, 100 e 200 vezes. A area padronizada para a contagem
do nimero de nlcleos imunorreativos & ERK-P foi de 200 000 um? para cada um dos
dois hemisférios de cada estrutura cerebral (cortex pré-frontal, ndcleo accumbens,
amigdala e hipotalamo lateral). A contagem do numero ndcleos imunorreativos a ERK-P
foi realizada dentro do espaco delimitado como area padrdo nas imagens captadas
utilizando-se a ferramenta “multi-point” do programa Image J. O numero total de
nacleos imunorreativos a ERK-P para cada estrutura cerebral correspondeu a soma do

numero de nucleos de ERK-P em cada area padrao dos dois hemisférios.

4.8 - ANALISE ESTATISTICA

No experimento 1, a analise de variancia (ANOVA) por medidas repetidas de
dois fatores foi usada para avaliar ativacdo de ERK nas diferentes estruturas cerebrais
para determinar o efeito do grupo, o efeito da estrutura cerebral, assim como a
interacdo entre as variaveis, grupo e estrutura cerebral. No experimento 2, o tempo total
da atividade locomotora na arena foi dividido em 12 intervalos de 2,5 minutos cada. A
ANOVA por medidas repetidas de dois fatores foi utilizada para avaliar a locomogao ao
longo do tempo para determinar o efeito do grupo, o efeito do intervalo, bem como a
interacdo entre as variaveis, grupo e intervalo. Para a ativacdo da ERK nas diferentes
estruturas cerebrais, a ANOVA por medidas repetidas de dois fatores foi usada para
determinar o efeito do grupo, o efeito da estrutura cerebral, assim como a interacao
entre as variaveis, grupo e estrutura cerebral. No experimento 3, a ANOVA por medidas
repetidas de dois fatores foi utilizada para avaliar a atividade locomotora, a fim de
determinar o efeito de grupo, o efeito do dia, assim como a interagdo entre as variaveis,
grupo e dia. Para as analises de ERK, uma ANOVA por medidas repetidas de dois
fatores foi utilizada para avaliar a ativacdo de ERK nas estruturas cerebrais para
determinar o efeito do grupo, o efeito da estrutura cerebral, assim como a interacao
entre as variaveis, grupo e estrutura cerebral. Quando um efeito significativo de

interacdo dos grupos foi identificado, os dados foram avaliados estatisticamente por um
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teste t para amostras independentes ou por ANOVA de um fator seguido pelo post-hoc

de Duncan. Foi adotado p <0,05 como o critério para a significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1 - EXPERIMENTO 1 — CURVA TEMPORAL DE ATIVACAO DA FOSFORILACAO
DA PROTEINA QUINASE REGULADA POR SINAIS EXTRACELULARES (ERK-P)
APOS A ADMINISTRACAO AGUDA DE APOMORFINA

A figura 10 (p.55) mostra o numero de ndcleos imunorreativos a ERK-P no cortex
pré-frontal, nucleo acumbens, amigdala e no hipotdlamo lateral produzido pela
administracado aguda de apomorfina (2,0 mg/kg) 15, 30 e 60 min ap6s a administracédo
de apomorfina.

Para o cortex pré-frontal (Fig. 10A) houve efeito do grupo [F (1, 24) = 19,30, p
<0,01], um efeito do tempo pés-injecdo [F (2, 24) = 15,70, p <0,01], mas nao houve
interacao grupo X tempo [F (2, 24) = 1,90, p> 0,05]. Mesmo nao ocorrendo interacéo, foi
realizado um teste t para amostras independentes que mostrou que o grupo apomorfina
apresentou maior nimero de nucleos imunorreativos a ERK-P do que o grupo veiculo
15 e 30 min apods a injecdo (p <0,05), mas ndo depois de 60 min (p >0,05). Os
resultados também mostraram que houve uma diminuicdo gradual do ndamero de
ndcleos imunorreativos a ERK-P através do tempo para ambos os grupos apomorfina e
veiculo (p <0,05). Para o grupo veiculo, o tempo de 15 min apresentou 0 namero de
nacleos imunorreativos a ERK-P superior aos tempos de 30 e 60 min e o nimero de
nacleos imunorreativos a ERK-P no tempo de 30 min po6s-injecéo foi superior ao de 60
min (p <0,05). Para o grupo apomorfina, a quantidade de ERK-P foi superior no tempo
de 15 min poés-injecdo do que no de 60 min. Ndo houve diferenca entre os tempos de
15 e 30 min e entre os tempos de 30 e 60 minutos pés-injecédo (p> 0,05).

Para o nacleo accumbens (Fig. 10B), a ANOVA de dois fatores indicou interacdo
grupo X tempo poés-injecéo [F (2, 24) = 4,0, p <0,05], efeito dos grupos [F (1, 24) =
31,90, p <0,01] e um efeito do tempo poés-injecéo [F (2, 24) = 14,52, p <0,01]. Para o
desdobramento da interacdo grupo X tempo de pos-injecao, foi realizada a analise
utilizando o teste t para amostras independentes entre 0os grupos apomorfina e veiculo
para cada tempo pos-injecdo e os resultados mostraram que nos tempos de 15 e 30

min pos-injecdo, 0 grupo apomorfina apresentou namero mais elevado de nucleos
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imunorreativos a ERK-P do que o grupo veiculo (p <0,05). Nao houve diferenca entre os
grupos veiculo e apomorfina no tempo de 60 min pés-injecdo (p> 0,05). Os resultados
também mostraram que houve decréscimo do nuimero de nucleos imunorreativos a
ERK-P no decorrer do tempo para ambos os grupos (p <0,05). Para os grupos veiculos,
0 numero de nucleos imunorreativos a ERK-P foi maior no tempo de 15 min apés a
injecao do que no tempo de 60 min (p <0,05). Nao houve diferenca entre o tempo de 15
min e o tempo de 30 min (p> 0,05) e nem entre o tempo de 30 min e 60 min (p> 0,05).
Para o hipotadlamo (Fig. 10C), a ANOVA de dois fatores indicou interacao grupo
X tempo [F (2, 24) = 4,52, p <0,05], efeito dos grupos [F (1, 24) = 19,20, p <0,01] e
efeito do tempo pés-administracado [F (2, 24) = 25,20, p <0,01]. O teste t para amostras
independentes foi realizado e os resultados mostraram que apenas no tempo de 15 min
apos a injecdo, o grupo apomorfina apresentou maior numero de nudcleos
imunorreativos a ERK-P do que o grupo tratado com veiculo (p <0,05). Ndo houve
diferenca entre os grupos apomorfina e veiculo durante os tempos pés-injecdo de 30 e
60 min (p> 0,05). Os resultados também mostraram que houve uma diminuicdo de
ERK-P no decorrer do tempo para ambos os grupos (p <0,05). Para os grupos veiculos,
0 numero de nucleos imunorreativos a ERK-P foi maior no tempo de 15 min apés a
injecdo do que no tempo de 60 min (p <0,05). Nao houve diferenca entre o tempo de 15
min e o tempo de 30 min (p> 0,05) e nem entre o tempo de 30 min e 60 min (p> 0,05).
Em relagdo a amigdala, os resultados ndo mostraram nucleos imunorreativos de

ERK-P em ambos os grupos, apomorfina e veiculo.
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CURVA TEMPORAL DA ERK

A Cértex Pré-frontal
200

—O— VEI
—o— APO

150

100 —

50

Nucleos Imunorreativos
de ERK-P

4 HH *
4 7 *

15 min 30 min 60 min

B Nucleo Accumbens
200

150 —

100

50 —

Nucleos Imunorreativos
de ERK-P

15 min 30 min 60 min

C Hipotalamo lateral
200

150

100

50 —

Nucleos Imunorreativos
de ERK-P

(*#

15 min 30 min 60 min
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Figura 10: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos nlcleos imunorreativos a ERK-P. Cortex pré-
frontal (A), Nucleo accumbens (B) e Hipotalamo lateral (C). * Indica maior nimero de nucleos
imunorreativos de ERK-P do grupo apomorfina em relagdo ao veiculo na mesma estrutura cerebral. #
Indica maior nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P 15, 30 e 60 min apds a administragdo dos
tratamentos em relacdo aos diferentes tempos para 0 mesmo grupo experimental. ® Indica maior nimero
de nucleos de ERK-P do veiculo no tempo de 30 min em relacdo ao de 60 min (p <0,05; ANOVA seguida
pelo teste de Duncan).
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A figura 11(p.57) representa esquematicamente o corte do cortex pré-frontal
segundo o atlas “The rat brain: in stereotaxic coordinates” (PAXINOS e WATSON,
2004) e as imagens da imunoistoquimica do cortex pré-frontal apés a administracéo
aguda de veiculo ou apomorfina (2 mg/kg). O retangulo indicado na figura corresponde
a regido usada para a quantificacdo protéica. Os cortes usados na imunodeteccao
foram obtidos aproximadamente a +5.64 anterior a bregma. As figuras A, C e E
correspondem as imagens do CPF 15, 30 e 60 min apés administragdo do veiculo,
respectivamente e as figuras B, D e F correspondem as imagens do CPF 15, 30 e 60
min apos a administracdo da apomorfina, respectivamente. As setas indicam as células

imunorreativas.
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A figura 12 (p. 59) representa esquematicamente o corte do nucleo accumbens
segundo o atlas “The rat brain: in stereotaxic coordinates” (PAXINOS e WATSON,
2004) e as imagens da imunoistoquimica do nacleo accumbens apds a administracéo
aguda de veiculo ou apomorfina (2 mg/kg). O retangulo indicado na figura corresponde
a regido usada para a quantificacdo protéica. Os cortes usados na imunodeteccéo
foram obtidos aproximadamente a +1.70 anterior a bregma. As figuras A, C e E
correspondem as imagens do NAc 15, 30 e 60 min apds administracdo do veiculo,
respectivamente e as figuras B, D e F correspondem as imagens do NAc 15, 30 e 60
min apos a administracdo da apomorfina, respectivamente. As setas indicam as células

imunorreativas.
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A figura 13 (p. 61) representa esquematicamente o corte da amigdala segundo o
atlas “The rat brain: in stereotaxic coordinates” (PAXINOS e WATSON, 2004) e as
imagens da imunoistoquimica da amigdala apds a administracdo aguda de veiculo ou
apomorfina (2 mg/kg). O retangulo indicado na figura corresponde a regido usada para
a quantificacdo protéica. Os cortes usados na imunodeteccdo foram obtidos
aproximadamente a -2.40 a bregma. As figuras A, C e E correspondem as imagens da
amigdala 15, 30 e 60 min apds administracdo do veiculo, respectivamente e as figuras
B, D e F correspondem as imagens da AMG 15, 30 e 60 min ap0s a administracao da

apomorfina, respectivamente.
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A figura 14 (p. 63) representa esquematicamente o corte do hipotalamo lateral
segundo o atlas “The rat brain: in stereotaxic coordinates” (PAXINOS e WATSON,
2004) e as imagens da imunoistoquimica do hipotalamo lateral apés a administragéo
aguda de veiculo ou apomorfina (2 mg/kg). O retangulo indicado na figura corresponde
a regido usada para a quantificacdo protéica. Os cortes usados na imunodeteccéo
foram obtidos aproximadamente a -2.40 a bregma. As figuras A, C e E correspondem
as imagens do HL 15, 30 e 60 min apés administracao do veiculo, respectivamente e as
figuras B, D e F correspondem as imagens do HL 15, 30 e 60 min apds a administracao

da apomorfina, respectivamente. As setas indicam as células imunorreativas.
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5.2 - EXPERIMENTO 2 — O EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE APOMORFINA
NA ARENA EXPERIMENTAL SOBRE A ATIVACAO DE ERK-P

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a fase de
habituacdo de trés dias. A figura 15 (p. 64) mostra a atividade locomotora dos animais
durante o periodo de habituacdo. A ANOVA de um fator mostrou uma diminui¢cdo
significativa na locomoc¢édo ao longo de dias [F (2, 23) = 3,65, p <0,01], tal como o
esperado para o desenvolvimento de habituacdo a um ambiente novo (CERBONE e
SADILE, 1994). O teste de Duncan mostrou que o dia 1 apresentou atividade
locomotora superior aos dias 2 e 3 (p <0,05). Assim, antes do inicio do experimento néo

houve diferenca entre os grupos de tratamento (p> 0,05).
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Figura 15: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) da locomocé&o no periodo de habituacéo. *Indica locomocao
maior que nos demais dias (p <0,05; ANOVA de um fator, seguida do teste de Duncan).
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A figura 16 (p. 65) mostra os resultados para a atividade locomotora dos grupos
apomorfina (2,0 mg/kg) e veiculo testados imediatamente apdés a administracdo dos
tratamentos. O tempo total da atividade locomotora (30 min) foi dividido em 12 intervalos de
2,5 min cada. A ANOVA por medidas repetidas de dois fatores indicou interacdo grupo X
intervalo de tempo [F (11, 66) = 2.06, p <0,05], efeito dos grupos [F (1, 6) = 10,0, p <0,05] e
efeito do intervalo de tempo [F (11, 66) = 6,13, p <0,05]. O grupo apomorfina apresentou um
aumento da atividade locomotora nos 6 primeiros intervalos (p< 0,05).

EFEITO DA ADMINSTRAGAO AGUDA DE
APOMORFINA NA LOCOMOCAO
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INTERVALOS SUCESSIVOS DE 2.5 MIN

Figura 16: Média e Erro Padrao da Média (E.P.M.) da atividade locomotora apds a administracdo de
apomorfina e veiculo na arena experimental.* Indica maior atividade locomotora do grupo apomorfina do
gue o grupo veiculo (p <0,05; ANOVA seguida pelo teste de Duncan). A insercdo apresenta 0S mesmos
dados de locomog&o em uma escala diferente.
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A figura 17 (p. 67) apresenta o niumero de nucleos imunorreativos de ERK-P no
cortex pré-frontal, nacleo accumbens, amigdala e no hipotalamo lateral, apés o fim do
teste da arena em que os animais receberam a apomorfina ou veiculo. A ANOVA de
dois fatores indicou interacdo grupo X estrutura cerebral [F (3, 24) = 4,50, p <0,01],
efeito dos grupos [F (1, 24) = 82,30, p <0,01] e efeito da estrutura cerebral [F (3, 24) =
11,50, p <0,01]. O teste t para amostras independentes mostrou que 0O grupo
apomorfina apresentou maior nimero de ndcleos imunorreativos de ERK-P do que o
grupo veiculo (p <0,05), em todas as estruturas cerebrais do estudo (p <0,05). A
ANOVA de um fator mostrou que ndo houve diferenca para o grupo veiculo entre as
estruturas cerebrais [F (3, 15) = 1,24, p> 0,05]. Entretanto, entre os grupos tratados
com apomorfina, a ANOVA de um fator, seguida por teste de Duncan mostrou que o
ndcleo accumbens e o hipotadlamo lateral apresentaram maior nimero de nudcleos

imunorreativos de ERK-P do que o cortex pré-frontal e a amigdala (p <0,05).
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EFEITO DA ADMINISTRAGAO AGUDA DE APOMORFINA NA ATIVAGAO DA ERK
NO TESTE DA ARENA EXPERIMENTAL
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Figura 17: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos ndcleos imunorreativos & ERK-P nas estruturas
cerebrais. * Indica maior nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P do grupo apomorfina em relagao
ao veiculo na mesma estrutura. # Indica que a imunorreatividade de ERK-P nos grupos apomorfina foi
maior do que nas outras estruturas (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de Duncan).
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A figura 18 (p. 69) representa as imagens da imunoistoquimica apos a
administracdo do veiculo ou apomorfina (2 mg/kg) no ambiente experimental. Os cortes
usados na imunodeteccéo foram obtidos a partir das coordenadas do atlas Paxinos e
Watson (2004). As figuras A, B, C e D correspondem as imagens do CPF, NAc, AMG e
HL 30 min apds administracdo do veiculo no ambiente experimental, respectivamente.
As figuras E, F, G e H correspondem as imagens do CPF, NAc, AMG e HL 30 min apés
a administragdo da apomorfina no ambiente experimental, respectivamente. As setas

indicam as células imunorreativas.
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5.3 - EXPERIMENTO 3 — O EFEITO DO DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZACAO
COMPORTAMENTAL INDUZIDA POR APOMORFINA SOBRE A ATIVACAO DE ERK-
P

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a fase de
habituacdo de trés dias. A figura 19 (p. 70) mostra a atividade locomotora dos animais
durante a fase de habituacdo. A ANOVA de um fator mostrou que houve uma
diminuicdo significativa na locomocg¢éo ao longo de dias [F (2, 23) = 3,65, p <0,01]. O
teste de Duncan mostrou que o dia 1 tinha atividade locomotora superior aos dias 2 e 3
(p <0,05). Antes do inicio do experimento ndo houve diferenca entre os grupos de

tratamento (p> 0,05).
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Figura 19: Média e Erro Padrédo da Média (E.P.M.) da locomoc¢éo no periodo de habituacdo. *Indica locomocéao
maior que nos demais dias (p <0,05; ANOVA de um fator, seguida do teste de Duncan).
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A figura 20 (p. 71) mostra os resultados da fase de indu¢cédo da sensibilizacdo no
qgual os animais receberam veiculo ou a apomorfina durante 5 dias consecutivos. A
ANOVA de medidas repetidas mostrou interagcéo grupo X dias [F (4, 40) = 9,0, p <0,01],
efeito dos grupos [F (1, 10) = 28,0; p <0,01) e efeito dos dias de tratamento [F (4, 40) =
8,70, p <0,01]. Para o desdobramento da interacdo do grupo X dias, um teste t para
amostras independentes foi utilizado para cada dia da fase de inducéo e os resultados
mostraram que desde o dia 1 até ao dia 5, o grupo apomorfina apresentou atividade
locomotora maior do que o grupo veiculo (p <0,05). A ANOVA de um fator seguido por
teste de Duncan realizada para o grupo apomorfina entre os dias de administracédo

mostrou atividade locomotora maior nos dias 5, 4 e 3 do que nos dias 1 e 2 (p <0,05).
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Figura 20: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) da atividade locomotora durante os 5 dias de
administragdo cronica de veiculo e apomorfina. * Indica atividade locomotora maior do grupo apomorfina
em relagdo ao grupo veiculo para o mesmo dia. # Indica que a atividade locomotora nos dias 3, 4 e 5 do
grupo apomorfina foi maior do que nos dias 1 e 2 (p <0,05; ANOVA seguida pelo teste de Duncan).
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A figura 21 (p. 72) mostra o numero de nucleos imunorreativos de ERK-P no
cortex pré-frontal, nucleo accumbens, amigdala e hipotdlamo lateral ap6s o ultimo dia
da fase de inducéo de sensibilizacdo. A ANOVA de dois fatores indicou uma interacéo
grupo X estrutura cerebral [F (3, 48) = 5,0, p <0,01], efeito dos grupos [F (1, 48) = 57,0,
p <0,01] e efeito de estrutura cerebral [F (3, 48) = 21,04, p <0,01]. O teste t para
amostras independentes mostrou que o grupo apomorfina apresentou maior nimero de
ERK-P do que o grupo tratado com veiculo (p <0,05) para todas as estruturas cerebrais
(p <0,05). Entre os grupos veiculo, a ANOVA de um fator seguido por teste de Duncan
mostrou que a amigdala apresentou menor numero de nucleos imunorreativos de ERK-
P do que o cortex pré-frontal, nicleo accumbens e hipotalamo lateral (p <0,05). Entre os
grupos apomorfina, os resultados mostraram que o cortex pré-frontal apresentou maior
numero ERK-P do que as outras estruturas cerebrais (p <0,05) e a amigdala
apresentou menor numero ERK-P do que as outras areas cerebrais (p <0,05). Nao
houve diferenca entre o ndcleo accumbens e o hipotalamo lateral, mas ambas as areas
tiveram maior nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P do que a amigdala (p
<0,05).
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ATIVAGAO DA ERK APOS A SENSIBILIZAGAO LOCOMOTORA
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Figura 21: Média e Erro Padrédo da Média (E.P.M.) dos nucleos imunorreativos & ERK-P apés a
administracdo repetida de veiculo ou apomorfina.* Indica maior nimero de nucleos imunorreativos de
ERK-P do grupo apomorfina em relagdo ao grupo veiculo para a mesma estrutura. # Indica maior nimero
de nucleos imunorreativos de ERK-P do grupo apomorfina no cértex pré-frontal do que nas demais
estruturas cerebrais. + Indica menor nimero de nudcleos imunorreativos de ERK-P do grupo apomorfina
da amigdala do que as demais estruturas cerebrais. ¥ Indica menor niimero de nticleos imunorreativos de
ERK-P no grupo veiculo da amigdala em relacdo as demais estruturas cerebrais (p <0,05; ANOVA
seguida pelo teste de Duncan).
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A figura 22 (p. 75) representa as imagens da imunoistoquimica apos a
administracdo do veiculo ou apomorfina (2 mg/kg) durante 5 dias consecutivos do
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental. Os cortes wusados na
imunodeteccdo foram obtidos a partir das coordenadas do atlas Paxinos e Watson
(2004).
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5.4 — COMPARACAO DA ATIVACAO DE ERK-P ENTRE OS EXPERIMENTOS 2 E 3

A figura 23 mostra a comparagao da ativacdo da ERK entre os experimentos 2 e
3. Para o cortex pré-frontal (Fig. 23A), os resultados mostraram uma interacdo grupos X
experimentos [F (1, 20) = 12,0, p <0,01], efeito de grupo [F (1, 20) = 47,0, p <0,01] e
efeito de experimentos [F (1, 20) = 25,52, p <0,01]. Para o desdobramento da interagc&o
dos grupos X experimentos, um teste t para amostras independentes foi utilizado para
cada experimento e os resultados mostraram que, para todos os experimentos, 0S
grupos apomorfina apresentaram maior nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P
do que os grupos veiculo (p <0,05).

Os resultados também mostraram que nao houve diferenca quanto ao nimero de
ndcleos imunorreativos de ERK-P entre os grupos veiculos em todos os experimentos
(p> 0,05), mas para os grupos apomorfina, os resultados mostraram que 0 experimento
3 apresentou um numero maior de nucleos imunorreativos de ERK-P do que o
experimento 2 (p <0,05).

Para o nucleo accumbens (Fig. 23B), os resultados indicaram um efeito de
grupos [F (1, 20) = 34,01, p <0,01], efeito de experimentos [F (1, 20) = 6,0, p <0,05],
mas nao houve interacdo grupos X experimentos [F (1, 20) = 0,22, p> 0,05]. Um teste t
para amostras independentes mostrou que, para todos 0s experimentos, 0S grupos
apomorfina apresentaram maior nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P do que
0s grupos veiculo (p <0,05). Nao houve diferenca entre 0s grupos veiculos ou entre 0s
grupos apomorfina através dos experimentos (p> 0,05).

Para a amigdala (Fig. 23C), os resultados indicaram um efeito de grupos [F (1,
20) = 19,0, p <0,01], efeito de experimentos [F (1, 20) = 10,74, p <0,01], mas ndo houve
interagcdo grupos X experimentos [F (1, 20) = 1,84, p> 0,05]. Um teste t para amostras
independentes mostrou que, para os experimentos 2 e 3, 0s grupos apomorfina tinham
maior niumero de nucleos imunorreativos a ERK-P do que os grupos veiculo (p <0,05).
Os resultados também mostraram que n&do houve diferenga entre os grupos veiculos
em todos os experimentos (p> 0,05), mas para os grupos apomorfina, os resultados
mostraram que 0 experimento 2 apresentou maior nimero de ERK-P do que o

experimento 3 (p <0,05).
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Para o hipotalamo lateral (Fig. 23D), os resultados mostraram apenas um efeito
de grupos [F (1, 20 ) = 26,84, p < 0,01]. Nao houve efeito de experimentos [F (1 20) =
0,20, p> 0,05] ou interacdo grupo X experimentos [F (1, 20) = 0,16, p> 0,05]. O teste t
para amostras independentes mostrou que, para todos os experimentos, 0S grupos
apomorfina tiveram maior nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P do que os

grupos veiculo (p < 0,05).
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ATIVAGAO DA ERK NAS ESTRUTURAS CEREBRAIS ENTRE OS EXPERIMENTOS
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Figura 23: Média e Erro Padrdao da Média (E.P.M.) dos nucleos imunorreativos a ERK-P apds os
tratamentos agudo e crénico. * Indica maior numero de nlcleos imunorreativos de ERK-P do grupo
apomorfina em relagdo ao grupo veiculo. $ Indica diferenca na imunorreatividade a ERK-P dos ratos
injetados com apomorfina entre os experimentos (p <0,05; ANOVA seguida pelo teste de Duncan).
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6. DISCUSSAO

6.1 - EXPERIMENTO 1 — CURVA TEMPORAL DE ATIVACAO DA FOSFORILACAO
DA PROTEINA QUINASE REGULADA POR SINAIS EXTRACELULARES (ERK-P)
APOS A ADMINISTRACAO AGUDA DE APOMORFINA

O objetivo do presente experimento foi verificar se a administragdo de
apomorfina na dose de 2,0 mg/kg produziu ativacdo da ERK avaliada no cortex pré-
frontal, ndcleo accumbens, amigdala e hipotalamo lateral apés os tempos de
administracédo de 15, 30 e 60 minutos.

Os resultados da imunoistoquimica da ERK-P no cortex pré-frontal mostraram
que a administracdo de apomorfina aumentou o nimero de neurdnios imunorreativos a
essa proteina fosforiladora. Houve aumento de ndcleos imunorreativos a ERK-P
observado 15 e 30 minutos ap6s a administracdo de apomorfina quando comparados
aos resultados obtidos com os animais tratados com o veiculo. Ndo houve diferenca
entre a apomorfina e o veiculo 60 minutos apos a administragdo de apomorfina. Assim,
os resultados indicaram que ocorreu uma reducao gradativa da ativacdo de ERK-P para
essa estrutura ao longo do tempo.

Esses resultados estdo de acordo com outros relatos da literatura que mostraram
que a proteina ERK-P foi ativada no cortex pré-frontal apés a administracdo aguda de
cocaina e anfetamina, sugerindo que essa ativacdo poderia participar das adaptacdes
moleculares necessérias a sensibilizacdo induzida por estas drogas (VALJENT et al.,
2000; JENAB et al., 2005; VALJENT et al., 2006; KIM et al., 2011). Um outro estudo
utilizando a cafeina na dose de 15 mg/kg mostrou que houve ativacdo da ERK no
cortex pré-frontal 15 minutos apos a administracdo(VALJENT et al., 2004b). Assim, 0s
dados do presente trabalho estendem esses resultados mostrando que a apomorfina
produz ativacéo de ERK no cortex pré-frontal.

Resultados semelhantes foram obtidos para o nucleo accumbens, ou seja, houve
uma ativacdo de ERK-P no tempo pos-administracéo de 15 e 30 minutos maior que no
tempo de 60 minutos. Assim, no nacleo accumbens (shell e core) houve maior aumento

do nimero de nudcleos imunorreativos a ERK-P apés 15 e 30 minutos da administracéo
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de apomorfina se comparado ao resultado da ativacdo de ERK-P obtido para os
animais tratados com o veiculo. Valjent e colaboradores (2000) mostraram que houve
um aumento significativo da ERK-P no intervalo de 5 a 10 minutos apos a
administracdo de cocaina (20 mg/kg) no nlucleo accumbens.

Os resultados do presente trabalho mostram que a ativacdo de ERK-P acontece
entre 15 e 30 minutos apds a administracdo da apomorfina, pois apds esse periodo se
observou uma reducdo gradativa da ativacdo da ERK-P no cértex pré-frontal e no
ndcleo accumbens e passados 60 minutos, a marcacdo de ERK-P se aproximou aos
niveis basais. Esse resultado se assemelha ao de Valjent e colaboradores (2000), no
qual se constatou que apdés 20 minutos da administracdo de cocainha houve uma
redugéo gradativa da fosforilagdo de ERK-P e depois de transcorridos 60 minutos da
administrac@o de cocaina, o nimero de ERK-P néo se diferenciou do tratamento com o
veiculo. Em outro estudo utilizando a técnica de “western-blot”, Jenab e colaboradores
(2005) observaram que a administracdo aguda de cocaina (20 mg/kg) produziu
fosforilacdo de ERK nos nulcleos caudado e putdmem de ratos 30 minutos apés a
administracao.

Outros psicoestimulantes também tiveram sua ativacdo de ERK-P verificada
apos a administracdo aguda. A morfina, agonista dos receptores opidides, e a nicotina,
agonista dos receptores colinérgicos, apresentaram aumento de ativacdo de ERK-P no
nucleo accumbens apés 20 minutos da administracdo. A imunorreatividade a ERK-P
produzida pela morfina no ndcleo accumbens foi mais significativa na porgéo shell, na
amigdala central e no cértex pré-frontal (VALJENT et al., 2004b). J& a nicotina (0,4
mg/kg) produziu o aumento significativo da ativagdo de ERK-P no nucleo accumbens e
na amigdala central apds 20 minutos da administracdo aguda (VALJENT et al., 2004b).
Também foi verificado que ap6s 20 minutos da administracdo de tetraidrocanabinol
(maconha), agonista dos receptores canabindides, na dose de 1 mg/kg ocorreu
aumento da ativacdo de ERK-P no estriado dorsal e lateral e no nucleo accumbens
(VALJENT et al., 2001).

Os resultados para avaliacdo dos nucleos imunorreativos a ERK-P no hipotalamo
lateral (HL) apds a administracdo aguda de apomorfina mostraram maior ativagdo da

proteina no tempo de 15 minutos do que nos tempos de 30 e 60 minutos. Esse
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resultado esta de acordo com outros relatos da literatura cientifica que mostraram que
psicoestimulantes como a cocaina (20 mg/kg) também produziram ativacdo de ERK-P
no HL (VALJENT et al., 2004b). Também foi mostrado que a nicotina (0,4 mg/kg)
produziu o aumento moderado na fosforilagdo de ERK-P no septo lateral do hipotalamo.
Ja o tetraidrocanabinol (1 mg/kg) elevou o nimero de ndcleos imunorreativos de ERK-P
nas areas dorsomedial, ventromedial e paraventricular do hipotalamo (VALJENT et al.,
2004b). A morfina (5 mg/kg) e a nicotina (0,4 mg/kg) também aumentaram o nivel de
ERK-P no hipotalamo paraventricular. Esses resultados foram obtidos por analise
imunoistoquimica 20 minutos apds a administracdo das drogas (VALJENT et al.,
2004b).

Em relacdo a amigdala, os resultados do presente trabalho mostraram que nao
houve ativacdo de ERK-P em nenhum tempo ap6s a administracdo aguda da
apomorfina. Valjent e colaboradores (2004b) mostraram que a administracdo aguda de
cocaina (20 mg/kg) produziu a ativacdo da ERK na amigdala. JA& Radwanska e
colaboradores (2005) encontraram os produtos resultantes da transcricdo de genes
imediatos mediados por ERK-P (c-fos, JunB e zif268) e também nucleos imunorreativos
a ERK-P na amigdala central ap6s a administracdo aguda de cocaina (20 mg/kg). No
entanto, esses trabalhos foram metodologicamente diferentes em relacdo ao presente
trabalho. Entre as diferencas, Valjent e colaboradores (2004b) utilizaram a via de
administracdo intraperitoneal e os animais permaneceram por 10 dias na caixa-viveiro
antes do inicio do experimento. Ja no experimento de Radwanska e colaboradores
(2005), os animais foram mantidos por 2 dias no laboratorio antes do inicio do
experimento. No presente trabalho foi utilizada a via subcutanea para a administragéo e
0S animais passaram por um periodo de 7 dias de habituacdo, manuseamento e foi
realizada adaptacdo ao procedimento de injecéo antes do inicio do experimento.

Outra possivel explicacdo para essa diferenca € o mecanismo de acdo das
drogas utilizadas nos trabalhos. Enquanto a cocaina € um agonista indireto dos
receptores dopaminérgicos, aumentando a concentracdo de dopamina na fenda
sinaptica pelo bloqueio da recaptacdo de dopamina, a apomorfina € um agonista que
atua diretamente nos receptores dopaminérgicos D; e D,. Outra explicagdo seria a

relacdo entre 0 ambiente e a amigdala. Os resultados do presente trabalho sugerem
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que a ativacdo de ERK-P induzida pela apomorfina na amigdala esta relacionada a
participagédo do contexto ambiental. Corroborando a essa ideia, outro estudo mostrou
que a resposta locomotora e o grau dos efeitos de ativacdo neuronal da amigdala
basolateral foram maiores quando a anfetamina foi administrada em um novo ambiente
do que quando é administrada na caixa-viveiro (RADEMACHER et al., 2010). Em
outras palavras, as alteracbes moleculares ocasionadas pela apomorfina na amigdala
dependeriam da associagdo com o ambiente.

As estruturas cerebrais estudadas no presente trabalho estdo envolvidas
diretamente com a dependéncia quimica. O cértex pré-frontal desempenha o papel de
regulacdo da atencdo, memoria e aprendizagem, importantes para o reconhecimento
de objetos, sendo a sua capacidade de associar os estimulos com as dicas do
ambiente um dos elementos principais responsaveis pelo seu papel na dependéncia
(CHAO et al., 2013; GLICKSTEIN et al., 2005; DARDENNE et al., 2012). Além disso,
as interacfGes do cortex pré-frontal com o nucleo accumbens e amigdala também séo
importantes, pois sdo estruturas classicamente reconhecidas como participantes do
circuito de recompensa (KALIVAS e VOLKOW, 2005; WOLF et al., 2002). Tais
estruturas envolvidas na dependéncia quimica estédo inter-relacionadas, pois existem
projecbes do accumbens para o hipotalamo lateral (BERENDSE et al., 1992), bem
como do accumbens para a amigdala e para o cortex pré-frontal (ALEXANDER et al.,
1990). Dessa forma, a agao dos psicosestimulantes sobre uma estrutura pode contribuir
para a ativacdo de outra ao qual se relaciona.

Ademais, os resultados do presente experimento mostram que a apomorfina (2,0
mg/kg) produziu ativacdo de ERK-P apds a administracdo aguda em 3 importantes
areas dopaminérgicas relacionadas aos processos de dependéncia de drogas e que 0s
tempo de 15 e 30 minutos apresentaram maior ativagao.

Tomados juntos, os resultados do experimento 1 mostraram que a administragcéo
aguda de APO, em uma dose que atua preferencialmente nos receptores
dopaminérgicos D; e D,, produziu a ativacdo da ERK em estruturas relacionadas com o
processo de dependéncia quimica. Esses resultados estendem relatos da literatura
cientifica que mostraram que a fosforilagdo da ERK induzida por cocaina requer a
ativacdo dos receptores D; (LU et al., 2006; GIRAULT et al., 2006). A estimulacdo do
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receptor D; e de PKA aumentaria a sensibilidade ao glutamato e levaria ao aumento do
influxo de calcio pela ativacdo dos canais de célcio voltagem dependentes (LI et al.,
2008).

Por outro lado, de acordo com Yan e colaboradores (1999), e Valjent e
colaboradores (2000, 2001) os agonistas D, também podem ativar a ERK-P
independentemente das sub-unidades beta e gama da proteina G, mas através do
acoplamento a proteina Gq por acdo da fosfolipase C e sua mobilizacdo das reservas
intracelulares de calcio, o que causaria a elevacao das reservas de calcio, ativacdo da
proteina quinase C, fosforilacdo e ativacdo de MAPK. Tendo em vista que a apomorfina
atua tanto em receptores D; quanto D, (MATTINGLY et al.,, 1991), os resultados do
presente trabalho sugerem que o aumento na reatividade a ERK-P induzido pela
apomorfina estaria relacionado a ativacao dos dois grupos de receptores, D; e D,.

6.2 - EXPERIMENTO 2 — O EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE APOMORFINA
NA ARENA EXPERIMENTAL SOBRE A ATIVACAO DE ERK-P

O objetivo do presente experimento foi quantificar o nimero de nucleos
imunorreativos de ERK-P no cortex pré-frontal, ndcleo accumbens, amigdala e
hipotalamo lateral apés o fim do teste na arena experimental, no qual os animais
receberam uma dose do veiculo ou de apomorfina (2,0 mg/kg) imediatamente antes de
serem colocados no ambiente experimental.

Nos experimentos 2 e 3, 0S animais receberam 0s seus respectivos tratamentos
farmacoldgicos e foram colocados imediatamente na arena experimental por 30 minutos
para o registro da atividade locomotora. Trabalhos do nosso laboratério mostraram que
o tempo de 30 minutos permite avaliar melhor a atividade locomotora induzida pela
apomorfina (BRAGA et al., 2009a; BRAGA et al., 2009b; BLOISE et al., 2007). Esses
resultados sdo corroborados por outros grupos de pesquisa (MATTINGLY e GOTSICK,
1988; LEWITT, 2004; LI et al., 2012; RIBARIC, 2012). Ademais, reafirma-se a escolha
do tempo de 30 minutos levando-se em conta que o tempo de meia vida da APO varia
de 30 a 90 minutos (LEWITT, 2004). O fato de que no experimento da curva temporal
de ERK verificou-se maior ativacdo da ERK 15 e 30 minutos apés a administracao da
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APO, fez do tempo de 30 minutos um parametro confidvel tanto para avaliar o
comportamento motor no ambiente experimental quanto para avaliar o efeito desse
ambiente experimental na ativacdo da ERK.

Os resultados relativos a atividade locomotora mostraram que houve uma
diferenca significativa entre o grupo que recebeu a apomorfina em relacdo ao grupo
veiculo ao longo dos trinta minutos de registro da locomocdo. Os animais que foram
administrados com a apomorfina e colocados no ambiente experimental apresentaram
aumento da atividade locomotora se comparados aos animais administrados com o
veiculo. Este resultado corrobora com aquele obtido por Braga e colaboradores
(2009a), no qual os animais administrados com a apomorfina na dose de 2,0 mg/kg
apresentaram efeito locomotor superior aos animais que receberam veiculo durante 60
minutos de registro da atividade locomotora divididos em intervalos de tempo
sucessivos de 5 minutos. Em outro trabalho, Bloise e colaboradores (2007) mostraram
gue apos os 3 dias de administracdo de apomorfina, a administracdo de apomorfina (2
mg/kg) associada ao ambiente produziu um aumento da atividade locomotora nos ratos
se comparados ao animais que receberam veiculo. Esses resultados estdo de acordo
com a literatura cientifica que utilizaram outras substancias psicoestimulantes e
mostraram um aumento da atividade locomotora apdés a administracdo de cocaina (20
mg/kg) se comparados aos animais tratados com solugdo salina no primeiro dia da
sensibilizacdo locomotora (MARIN et al., 2009). Carey e Gui (1998) também obtiveram
resultado semelhante com a administracdo de cocaina (10 mg/kg) associada ao
ambiente na qual a resposta locomotora foi significativamente maior do que a resposta
obtida com o veiculo no primeiro dia do teste na arena experimental.

Além disso, é possivel notar pela figura 16 que a partir do sexto intervalo de
tempo ocorreu uma diminuicdo da atividade locomotora dos animais do grupo
apomorfina se comparados aos animais do grupo veiculo em relagdo aos primeiros seis
intervalos de tempo (correspondentes aos primeiros quinze minutos do teste).
Teoricamente, esses resultados obtidos no tratamento agudo com a apomorfina se
relacionam com o tempo de maior ativacdo da ERK-P, observado no experimento 1.

Corroborando a esses resultados, Shiflett e Balleine (2011) afirmaram que o nivel de
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ativacdo de ERK recrutado durante uma atividade pode determinar a magnitude dos
efeitos comportamentais mediados por esta proteina.

Um resultado interessante observado foi a marcagdo de ERK-P na amigdala,
uma vez que este efeito ndo havia sido observado no tratamento agudo. A amigdala
detecta o perigo no ambiente externo e fisiologicamente prepara o organismo para se
confrontar com a ameaca (FEINSTEIN et al., 2013). Segundo Koya e colaboradores
(2009), a ativacdo da ERK pela cocaina na amigdala central induziu a mudancas
rapidas na transmisséao sinaptica que regulam o desejo pela droga.

E provavel que o ambiente tenha influenciado no aparecimento de uma resposta
na amigdala, pois os resultados da imunoistoquimica deste experimento estdo
relacionados ao teste experimental. A amigdala é ativada em situacdo com marcante
significado emocional. Esta também relacionada aos aprendizados emocionais e ao
armazenamento de memorias afetivas. Ademais, a amigdala € responsavel pela
formacdo da associagéo entre estimulos e recompensas (BLANCHARD et al., 2011) e €
uma estrutura na qual ocorre a associacdo de estimulos condicionados (emocionais)
com os estimulos incondicionados (efeito da droga) (CARDINAL et al., 2002).

Portanto, os resultados desse experimento mostram que a administracdo aguda
de apomorfina (2,0 mg/kg) no ambiente experimental produz a ativacdo da ERK-P nas
areas mesolimbicas dopaminérgicas e que 0s mecanismos relacionados a associacao
entre os efeitos da apomorfina e o ambiente possam ser diferentes daqueles

produzidos pela simples administracdo aguda de apomorfina.

6.3 — O DESENVOLVIMENTO DA SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL E A
ATIVACAO DA ERK PRODUZIDA PELA APO: COMPARACAO ENTRE O EFEITO
AGUDO E O CRONICO APOS A ARENA EXPERIMENTAL

O objetivo do presente experimento foi quantificar o numero de nucleos
imunorreativos da ERK-P no cortex pré-frontal, ndcleo accumbens, amigdala e
hipotalamo lateral apds o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental.

Os resultados relativos a atividade locomotora mostraram que 0S animais

apresentaram aumento da locomocdo apO0s a administracdo da mesma dose de
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apomorfina no decorrer de cinco dias consecutivos. Esses resultados corroboram os
resultados do nosso laboratério que mostram que a APO 2,0 mg/kg produz o
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al.,
2009a; BRAGA et al.,, 2009b) e estdo de acordo com outros dados da literatura
cientifica utilizando outros psicoestimulantes (CAREY e GUI, 1998; HOPE et al. 2006;
MARIN et al., 2009) que mostraram que a administracdo de um psicoestimulante em
doses diarias e constantes produz o aumento da locomocgdo, levando ao
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental.

Quanto a ativacdo da ERK, os resultados mostraram que houve o aumento do
namero de nudcleos imunorreativos de ERK-P induzida pela APO nas estruturas
estudadas, em relacdo aos animais que receberam veiculo. Assim, no cortex pré-
frontal, nlcleo accumbens, amigdala e hipotalamo lateral foi observado o aumento da
ativacdo de ERK induzida pela apomorfina. O cértex pré-frontal apresentou maior
namero de nucleos imunorreativos de ERK-P no grupo apormorfina em relacdo as
demais estruturas cerebrais. A ativacdo da ERK induzida pela apomorfina no nucleo
accumbens ndo se diferenciou daquela produzida no hipotalamo lateral. A ativacdo da
ERK na amigdala foi menor do que as demais estruturas, assim como a ativacao da
ERK no grupo veiculo da amigdala foi menor em relacdo ao grupo veiculo das demais
estruturas cerebrais.

O desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental influenciou a ativacéo da
ERK no cortex pré-frontal e na amigdala. Este processo produziu o aumento
significativo do nimero de nucleos imunorreativos de ERK-P no cortex pré-frontal em
relacdo ao tratamento agudo na arena (experimento 2). As interacdes entre 0 sistema
dopaminérgico e as projecdes frontais do cérebro, especialmente o cértex pré-frontal,
sdo importantes para o processamento da memoaria, aprendizado e reconhecimento de
objetos (CHAO et al, 2013; GLICKSTEIN et al., 2005; DARDENNE et al., 2012). Outras
drogas, tais como a cocaina, a anfetamina e a nicotina, também s&o conhecidas por
aumentarem a dopamina no CPF (DICHIARA e BASSAREO, 2007; OLIVEIRA, 2010).
As respostas celulares nas subareas do coértex pré-frontal, que recebem estimulos
especificos do NAc, sugerem um papel especifico das interacdes cortico-estriatais nas

respostas comportamentais a psicoestimulantes (VANDERSCHUREN et al., 2008), ou
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seja, a interacdo cortex-accumbens € um fator importante na ativacdo dopaminérgica. A
regido frontal do cortex estaria mais relacionada a procura por drogas do que a por¢ao
dorsal, o que poderia ser atribuido a sua ligacdo ao nucleo accumbens (KOYA et al.,
2009).

Assim, os resultados do presente trabalho reforcam a funcionalidade das
conexdes entre o cOrtex pré-frontal e o nacleo accumbens. Os resultados para o nucleo
accumbens mostraram que o processo de sensibilizacdo comportamental produziu a
ativacdo da ERK, embora ndo tenha ocorrido aumento da ativacdo nessa estrutura em
relacdo ao tratamento agudo na arena (experimento 2). Uma possivel explicacdo para
isso é que o0 nucleo accumbens é uma regido conhecida por ser um substrato neural
para a expressao da sensibilizagcdo comportamental induzida por drogas e contribui
para o desenvolvimento de neuroplasticidade (ROBINSON e BERRIDGE, 1993;
CADOR et al., 1995; PIERCE e KALIVAS, 1995). Outros estudos mostraram que a
administracdo cronica de cocaina 20 mg/kg produziu ativacdo da ERK nos neurdnios do
nucleo accumbens (VALJENT et al., 2006; MATTSON et al., 2005). Vanderschuren e
colaboradores (2008) mostraram que o desenvolvimento da sensibilizagao induzida por
anfetamina 1 mg/kg produziu aumento dos nucleos imunorreativos a c-fos no nucleo
accumbens core.

A amigdala esta envolvida com o ambiente, memérias afetivas e adaptacdes do
organismo aos estimulos de perigo ou ameaca (RADEMACHER et al.,, 2010;
FEINSTEIN et al., 2013; CARDINAL et al., 2002). No desenvolvimento da sensibilizacao
comportamental (experimento 3), os resultados da imunoistoquimica de ERK-P na
amigdala mostraram que o processo de sensibilizacao induzido pela apomorfina levou a
ativagcdo de ERK, porém o nimero de ndcleos imunorreativos a ERK-P foram inferiores
ao tratamento agudo na arena (experimento 2). Uma possivel explicacdo para isso €
gue o ambiente tenha desenvolvido uma resposta adaptativa aos efeitos da droga na
amigdala (FEINSTEIN et al., 2013). Em outras palavras, a adaptacdo ao novo ambiente
no decorrer dos dias de desenvolvimento da sensibilizacdo recrutou menos a ativacao
da amigdala. Outra explicagdo é que a amigdala esteja mais relacionada aos processos
de expressdo da sensibilizagdo ou de recaida do que propriamente com o0

desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental (LU et al., 2005). Assim, € possivel
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que esta estrutura seja ativada nos testes de expressdo da sensibilizacao.
Corroborando essa ideia, Koya e colaboradores (2009) verificaram que a exposicao as
pistas relacionadas a cocaina aumentou a fosforilagdo de ERK na amigdala central
somente apos 30 dias de retirada da droga, o que nao ocorreu apos o primeiro dia.

Quanto a ativacdo da ERK no hipotalamo lateral, os resultados do experimento 3
nao se diferenciaram do experimento 2, ou seja, ndo ocorreu diferenca quanto ao
ndamero de nudcleos imunorreativos de ERK-P. O papel do hipotalamo lateral no
processo de sensibilizacdo comportamental ainda foi pouco explorado, embora seja
uma area cerebral envolvida na recompensa (HARRIS et al., 2005). Quanto a ativacao
da ERK, os resultados do tratamento agudo na arena experimental (experimento 2) ndo
se diferenciaram dos resultados do desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental
(experimento 3), sugerindo que o processo de sensibilizagdo comportamental nao teve
efeito sobre a ativacdo da ERK-P para essa estrutura. Também se pode atribuir esses
resultados ao fato de que as alteracbes no HL estejam mais relacionadas aos
processos de expressao da sensibilizacdo, apés a retirada da droga. Segundo Harris e
colaboradores (2005), somente animais condicionados com morfina ou cocaina
apresentaram aumento significativo de Fos no hipotalamo lateral em relacdo aos
animais nao condicionados. Portanto, a estimulacdo do HL pode levar ao
comportamento de procura e consequente recaida.

Assim, os resultados mostraram que a ERK participa tanto nos efeitos agudos
locomotores da APO quanto no desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora. Os
resultados do experimento 3 estendem a importancia da via mesolimbica no
desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental induzida pela apomorfina e
sugerem que dentre as estruturas estudadas, o cortex pré-frontal e amigdala tenham
grande importancia. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para avaliar a
influéncia dos processos de expressdo da sensibilizacdo sobre a ativagdo da ERK-P

induzida pela apomorfina nessas estruturas cerebrais.
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9. CONCLUSAO

e As administracdes aguda e crbnica de apomorfina (2,0 mg/kg) produziram
ativacdo de ERK-P no cortex pré-frontal, ndcleo accumbens, amigdala e
hipotalamo lateral.

e Quanto a curva temporal, o tempo de 15 minutos foi considerado o pico de
ativacdo de ERK-P induzida pela apomorfina (2,0 mg/kg) no cortex pré-frontal,

ndcleo accumbens e hipotalamo lateral.

e A administracdo de APO s6 produziu ativacdo da ERK na amigdala quando o

efeito foi em um ambiente diferente da caixa-viveiro.

e A sensibilizacdo comportamental induzida pela APO produziu um aumento da

ativacdo da ERK no cortex pré-frontal e redugédo na amigdala.
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ANEXO
REPRESENTACAO FOTOMICROGRAFICA DAS ESTRUTURAS CEREBRAIS DO
CONTROLE NEGATIVO.

VEI APO

Representacédo das imagens da imunoistoquimica do controle negativo apés a administragcao veiculo ou
apomorfina. (A), (B), (C) e (D) Imagens do CPF, NAc, AMG e HL ap6s administracdo do veiculo,
respectivamente. (E), (F), (G) e (H) Imagens do CPF, NAc, AMG e HL ap6s a administracdo da
apomorfina, respectivamente.
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