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““Se a neurobiologia tem a finalidade de contribuir para o desenvolvimento de
tratamentos bem sucedidos para a drogadicgdo, pesquisadores devem descobrir 0s
mecanismos moleculares pelos quais comportamentos de busca pela droga séo
consolidados em uso compulsivo, 0s mecanismos por tras da longa persisténcia de
risco de recidiva, e 0s mecanismos pelos quais pistas vinculadas & droga vém a

controlar o comportamento™.

(STEVEN E. HYMAN, 2005)



RESUMO

A exposicdo repetida ao psicoestimulante cocaina gera uma variedade de
efeitos, incluindo a sensitizacdo comportamental. Esta € o aumento da expresséo
de determinados comportamentos apds um regime repetido de algumas drogas de
abuso. Ainda, os neuropeptideos da familia das taquicininas parecem exercer um
papel modulatério sobre os sistemas neurais envolvidos na adic¢do. No entanto, a
maioria dos estudos tem avaliado esse efeito quando da administracdo aguda de
ligantes dos receptores taquicinérigicos NKz; em roedores. Dessa forma, o presente
estudo avaliou em uma espécie de primata ndo-humano (mico-estrela; Callithrix
penicillata): 1) o desenvolvimento de uma sensitizacdo comportamental apds a
administracdo repetida de cocaina; 2) o efeito da ativacdo repetida do receptor
taquicinérgico NK3, com o agonista direto senktide, nas alteracbes comportamentais
induzidas pela cocaina; e 3) os niveis de cortisol antes e depois da injecdo repetida
de cocaina e senktide. Para tanto, 15 micos foram divididos em trés grupos (n=5) e
submetidos a uma administracéo diaria, durante sete dias consecutivos, com salina,
cocaina (7 mg/kg) ou senktide (0,2 mg/kg). O comportamento dos animais foi
observado por 20 min no campo aberto (CA) depois de cada injecdo (sessdes de
tratamento; dias 1-7). ApOs sete dias sem nenhuma intervencéo, todos os animais
receberam uma Unica dose de 5 mg/kg de cocaina e foram novamente observados
por 20 min no CA (sesséo teste; dia 14). Uma amostra de sangue de cada mico foi
obtida nos dias 0, 8, 15 e 30. Apenas nos animais tratados repetidamente com
cocaina (7 mg/kg) foi observado um aumento significativo nos comportamentos de
vigilancia. Esse efeito foi mantido mesmo ap6s a aplicacdo de uma dose menor da
droga (5 mg/kg) depois de sete dias de retirada. Ainda, o tratamento prévio com
senktide aumentou significativamente os niveis de glance e a velocidade média de
locomocao quando 5 mg/kg de cocaina foi administrado. Por outro lado, os niveis
de cortisol permaneceram inalterados ao longo de todo o estudo, independente do
tratamento dado. Portanto, o tratamento repetido de cocaina induziu um efeito de
hipervigilancia nos micos, os quais foram sensitizados pelo presente regime de
administracdo. Ainda, a ativacdo repetida do receptor NK; com senktide
potencializou alguns dos efeitos de 5 mg/kg de cocaina. Desta forma, o mico-
estrela parece ser um bom sujeito experimental, e o protocolo de doses fixas
repetidas uma ferramenta impar, no estudo comparativo de aspectos da

dependéncia por cocaina.

Palavras-chave: cocaina, senktide, sensitizacdo, mico-estrela, hipervigilancia,

cortisol.



ABSTRACT

Repeated exposure to the pyschostimulant cocaine induces a variety of
effects, including behavioral sensitization. This is the increased expression of certain
behaviors after the repeated administration of some drugs of abuse. In addition, the
family of tachykinin neuropeptides seems to exert a modulatory role on the neural
systems involved in addiction. Most studies, however, have analyzed this effect after
the acute administration of NK3 receptor ligands in rodents. Thus, the present study
evaluated in a non-human primate (black-tufted ear marmosets; Callithrix penicillata)
the: 1) development of a behavioral sensitization effect after a repeated
administration of cocaine; 2) effect of repeated activation of the NKj3 receptor, with
the direct agonist senktide, on behavioral changes induced by cocaine; and 3)
cortisol levels before and after repeated injections of cocaine and
senktide. Accordingly, 15 marmosets were divided into three groups (n=5) and
subjected, during seven consecutive days, to a daily administration with saline,
cocaine (7 mg/kg) or senktide (0.2 mg/kg). After each injection, behavioral
observations were made during 20 min in an open field (OF) (treatment sessions,
days 1-7). After seven days without any intervention, all animals received a single 5
mg/kg dose of cocaine and were again observed in the OF for 20 min (test session,
day 14). A blood sample was obtained from each marmoset on days 0, 8, 15 and
30. A significant increase in vigilance behaviors was observed only in animals
repeatedly treated with cocaine (7 mg/kg). This effect was maintained even after the
administration of a lower dose of the drug (5 mg/kg) held after the seven-day
withdrawal. Furthermore, treatment with senktide significantly increased glance
levels and average speed when 5 mg/kg of cocaine was administered. On the other
hand, cortisol levels remained unaltered throughout the study, regardless of the
treatment given. Therefore, repeated treatment with cocaine induced a
hypervigilance effect in the marmosets, which were sensitized by the present
administration regimen. Also, repeated activation of the NKj3 receptor with senktide
potentiated some of the effects of 5 mg/kg of cocaine. Thus, the black-tufted ear
marmoset seems to be a good experimental model, and the repeated and fixed-

dose protocol a unique tool, for comparative studies related to cocaine addiction.

Key words: cocaine, senktide, sensitization, Black-tufted ear marmosets,

hypervigilance, cortisol.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais da drogadiccéo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a drogadiccao
(também conhecida como farmacodependéncia) se refere ao uso nocivo ou
perigoso de substancias psicoativas. Estas, quando tomadas ou administradas no
organismo de um individuo, afetam processos mentais como, por exemplo, a
cognicéo e/ou a percepcao de estimulos. O uso de substancias psicoativas pode
levar a sindrome de adiccdo — um aglomerado de fendmenos comportamentais,
cognitivos e fisiolégicos que se desenvolvem com o uso repetido de drogas.
Geralmente, inclui um forte desejo de usa-las, dificuldades em controlar o uso,
persisténcia do mesmo apesar de conseqiiéncias negativas, uma priorizacdo do
uso de drogas frente a outras atividades e obrigacbes, aumento da tolerancia e, as
vezes, um estado de abstinéncia fisica. E caracterizada pela busca e administracéo
do composto em questdo de forma continua ou periddica a fim de sentir seus
efeitos e de evitar o mal-estar gerado pela sua privacdo (OMS, 2011).

E, ainda, descrita como um distdrbio cognitivo caracterizado por um circuito

de decisdo mal adaptado e um circuito de motivacdo disfuncional (KALIVAS e
VOLKOW, 2005; KOOB e LE MOAL, 2001; SCHOENBAUM e cols., 2006).
Drogadictos perdem o interesse em obter recompensas naturais e escolhem buscar
drogas de abuso apesar do conhecimento empirico do desfecho adverso de suas
decisbes. Assim, ndo tém a flexibilidade comportamental necessaria para
implementar o desejo de se absterem da busca pela droga. Ao invés disso, se
envolvem na busca repetida pela mesma e apresentam alta vulnerabilidade a
recaida mesmo apés periodos prolongados de abstinéncia (KALIVAS e O'BRIEN,
2008). Acredita-se que isto seja resultado de neuroadaptacdes duradouras em
determinados circuitos cerebrais que regulam os comportamentos motivados,
causadas pela exposicéo repetida a drogas de abuso (GRAYBIEL, 2008; KALIVAS

e VOLKOW, 2005).
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A farmacodependéncia pode ser descrita didaticamente como um processo
de cinco etapas gerais que podem se sobrepor tanto em relagcdo aos sintomas
observaveis, como aos substratos neurais que subsidiam o0s mecanismos
subjacentes: (1) aquisi¢cdo — processo no qual o individuo adquire o comportamento
de busca e uso da droga; (2) manutengdo — consolidacdo do uso recorrente; (3)
retirada — interrupcéo do uso; (4) compulsaoffissura — intenso desejo de se obter e
consumir a droga; (5) recaida — retomada do comportamento de busca pela droga
(revisado em GRAEFF e GUIMARAES, 1998; MARQUARDT e BARROS, 2006). No
entanto, KOOB e LE MOAL (2008) caracterizaram trés grandes componentes do
ciclo da adiccdo - exagerof/intoxicacdo, retirada/reforcadores negativos e
preocupacdo/antecipacéo (fissura) — e incorporaram os construtos de impulsividade
e compulsdo, com contribui¢cBes variadas de reforcadores positivos e negativos.

Apesar da drogadiccdo ser constantemente vista como uma desordem, é
importante ressaltar que diferentes drogas produzem diferentes padrées de adiccdo
gue acometem diferentes componentes do referido ciclo (KOOB e LE MOAL, 2008).
A dependéncia por cocaina e anfetaminas, por exemplo, é caracterizada por
grandes estagios de exagero/intoxicacdo e preocupacgao/antecipacdo, com uma
fissura intensa pela droga e "binges“ (uso exagerado em um certo periodo de
tempo) que podem durar horas ou dias. Também existem diferentes tipos de
usuarios. Por exemplo, diferentes tipos de usuarios de tabaco foram identificados,
incluindo individuos que inicialmente limitam o uso, mas progressivamente o
aumentam e desenvolvem uma alta dependéncia; individuos que fumam
regularmente, mas que vao sempre limitar o uso (definidos como usuarios nao-
dependentes); e individuos que limitam o uso, mas que passam por periodos de
grande quantidade de uso e alta dependéncia (KASSEL e cols., 1994). Portanto,
esses padrfes distintos do uso de drogas sugerem que o processo de adiccdo ndo
€ unitario e que diferentes mecanismos neuropsicobiolégicos que levam a busca e

uso compulsivos podem estar envolvidos.
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Os mecanismos pelos quais certas substancias psicoativas levam ao
desenvolvimento da farmacodependéncia parecem estar relacionados a ativacao de
areas neurais relacionadas aos reforcadores naturais, tais como alimento, agua e
sexo (NESTLER e cols.,, 2001). H4& um aumento na ativacdo da via
mesocorticolimbica  dopaminérgica — conhecida como sistema de
‘recompensa/prazer’ (Fig. 1) — que se origina na area tegmental ventral (VTA) e que
se projeta para o nucleo acumbens (NAcc), amigdala e cdrtex pré-frontal (PFC)
(FELDMAN e cols.,, 1997). O aumento na disponibilidade extracelular do
neurotransmissor dopamina (DA) no NAcc esta relacionado ao comportamento de
auto-administracdo e aos processos de reforcamento positivo que, por sua vez,

subsidiam a aquisi¢céo da adiccdo (WHITE, 1996; CANNON e BSEIKRI, 2004).

prefrantal

nucleus A8
accumbens

NIBA www.drugabuse. gov

Figura 1. Sistema de recompensa mostrando as projecdes dopaminérgicas da area tegmental ventral (VTA) para o

nudcleo accumbens e cortex pré-frontal.

As projecdes glutamatérgicas do PFC para o NAcc também sdo um
componente chave do circuito envolvido em iniciar e aprender comportamentos

adaptativos (GRAYBIEL, 2008; HYMAN e cols., 2006). Estas projecdes sao, por
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sua vez, reguladas por outras vias, como a mesocorticolimbica dopaminérgica da
VTA, sinalizando a relevancia e facilitando o aprendizado de experiéncias
relevantes (REDGRAVE e GURNEY, 2006; SCHULTZ e DICKINSON, 2000).
Acredita-se que projecdes para o PFC e o NAcc vindas de outras regides cerebrais,
como do hipocampo e da amigdala basolateral, fornegcam informacdes previamente
aprendidas, contextual e emocionalmente relevantes, associadas com a experiéncia
em questdo (BAST e cols., 2001; PHELPS e LEDOUX, 2005; RUDY e MATUS-
AMAT, 2005; SWANSON e PETROVICH, 1998). Da mesma forma, outras areas
como a amigdala estendida (ndcleo basal da estria terminal, amigdala central e a
concha do NAcc), ao enviar projecdes para o PFC/NAcc, transmitem sinais sobre o
estado interno do organismo, o que contribui para o processamento de informacdes
(KELLY e STRICK, 2004; REYNOLDS e ZAHM, 2005; SWANSON e PETROVICH,
1998). Além de regular respostas comportamentais adaptativas, a via
glutamatérgica PFC-NAcc esta envolvida em comportamentos relacionados a
adiccéo, sendo necessaria e suficiente para o restabelecimento do comportamento
de busca pela droga em alguns modelos animais de recaida (KALIVAS e VOLKOW,
2005).

A leséo ou inativacdo do PFC ou do NAcc previne, enquanto a estimulagéo
de qualquer um dos dois promove a busca pela droga na auséncia desta ou mesmo
de uma pista (CAPRILES e cols., 2003; CORNISH e cols., 1999; CORNISH e
KALIVAS, 2000; DI CIANO e EVERITT, 2001; MCFARLAND e cols., 2004;
MCFARLAND e KALIVAS, 2001; MCFARLAND e cols., 2003; MCLAUGHLIN e
SEE, 2003; PETERS e cols.,, 2008). Além disso, dados eletrofisiologicos e
comportamentais indicam um aumento na taxa de disparo de neurbnios do PFC
(SUN e REBEC, 2006) e do NAcc (CARELLI e IJAMES, 2000), durante o
restabelecimento da busca por cocaina. Estudos por imagem com humanos
também identificaram correlagdes entre a fissura e a atividade aumentada no cortex

ventral orbital, no cortex cingulado e no estriado ventral apds exposi¢do a droga ou
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a uma pista (BREITER e cols., 1997; BREITER e ROSEN, 1999; KUFAHL e cols.,

2005; RISINGER e cols., 2005; WILSON e cols., 2004).

1.2. Drogadiccao a cocaina

Erythroxylon coca, a planta da qual a cocaina (benzoilmetilecgonina,
Ci7H21NO,) é extraida, € originaria dos Andes e do oeste da América do Sul
(KARCH, 1999). Tem sido usada por indios andinos por milhares de anos, os quais
mascavam as folhas para liberar a cocaina. Esta apresenta propriedades
estimulantes que aliviam os sintomas associados com a alta altitude (por exemplo,
tontura e nausea). A folha boliviana contém apenas 0,5% de cocaina, e o contetido
cai rapidamente ap6s a colheita. Ao se mascar a folha, a quantidade que chega a
corrente sanguinea diminui ainda mais, e com isso a toxicidade, mesmo apos anos
de uso, é rara entre os nativos andinos (HOLMSTEDT e cols., 1979).

O hidrocloreto de cocaina é produzido ao se dissolver o alcal6ide em acido
hidroclorico. O sal formado € sollvel em agua e sua desidratacéo produz os cristais
brancos ou o p6 que sédo as apresenta¢cdes mais comuns da droga. Uma cocaina
mais pura pode ser extraida do hidrocloreto de cocaina por dissolucdo numa
solucdo alcalina, seguida pela adicdo de um solvente como o éter. A mistura se
separa em duas camadas, e a de cima contendo a cocaina pode ser extraida pela
evaporacdo do solvente produzindo a base livre. Para se evitar a inflamabilidade e
incéndios associados com a extracdo etérea, o refino da cocaina a partir do
hidrocloreto utiliza comumente o método de dissolugdo em agua alcalinizada pela
adicdo de soda caustica. A base de cocaina precipita e endurece apés secar,
produzindo uma pedra que se quebra em cristais. Quando aquecidos, os cristais
fazem um som de estalo, e essa forma livre de cocaina é entdo chamada de crack,
gue é, atualmente, a forma mais prevalente de abuso (WARNER, 1993).

Apds a administracdo intranasal, intravenosa, oral ou retal, a cocaina é

rapidamente distribuida pelo plasma, atingindo altas concentracbes em
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compartimentos corporais ricamente vascularizados (por exemplo, o cérebro). A
redistribuicdo para compartimentos menos vascularizados (por exemplo, a gordura)
ocorre com o tempo. Da cocaina administrada, 5% € excretada inalterada na urina
(detectavel 3-6 h apds o0 uso) e 85% é metabolizada no plasma e por esterases do
figado para produzir metil ésteres de ecgonina e benzoilecgonina [que também se
forma espontaneamente (WARNER, 1993)], os quais sé@o detectaveis na urina por
até 14 dias apds o consumo (FLEMING, BYCK e BARASH, 1990).

O efeito da cocaina € o aumento extracelular de catecolaminas na fenda
sinaptica. Para tanto, seu principal mecanismo de acéo é o bloqueio da recaptacao
da DA liberada na fenda sin4ptica (Fig. 2), por se ligar as proteinas transportadoras
de dopamina (DAT) presentes na membrana pré-sinaptica (NESTLER e coals.,
2001). Liga-se também a proteinas transportadoras de noradrenalina (NAT) e
serotonina (SERT). Outro mecanismo de acao sugerido € o aumento da liberacao
de DA, via os transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT), responsaveis
pelo armazenamento desse neurotransmissor nos neurdnios pré-sinapticos

(VENTON e cols., 2006).

cocaine ?

-

Figura 2. Mecanismo de agdo da cocaina. Interferéncia da cocaina na recaptagéo de DA.

http://www.drugabuse.qgov/pubs/teaching/Teaching2/largeqifs/slide27.qif
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Apesar dos efeitos agudos da cocaina serem relativamente breves,
alteracdes persistentes na funcéo neural que perduram muito além da presenca da
droga em seus sitios de ligacdo também sdo engendradas. Um amplo escopo de
pesquisa se focou na questdo das potenciais adaptacdes estruturais e funcionais
gue ocorrem ao longo do curso do uso e abuso desse psicoestimulante. O curso
clinico do abuso foi caracterizado como um numero de estagios temporais que
avancam da experimentacao inicial at¢é o uso casual e, finalmente, a
farmacodependéncia (POST e WEISS, 1988; GAWIN e KLEBER, 1986; GAWIN,
1991; GAWIN, 1993). Relatos de usuarios expressam sua experiéncia inicial como
altamente prazerosa. A cocaina induz sensagfes intensas de euforia e bem-estar,
junto com uma intensificacdo das emocbes e da sexualidade (GAWIN, 1991;
GAWIN, 1993; JOHANSON e FISCHMAN, 1989). Naqueles individuos que
continuam a usar a droga, os padrdes de uso mudam do ocasional para 0 uso em
altas doses, “binges” de longa duracdo, algumas vezes acompanhados por
sensacdes intensas de fissura e uma sensibilidade diminuida para os efeitos
negativos da droga (GAWIN, 1991; GAWIN, 1993). Com o uso de alta intensidade
continuado, relatos de ataques de panico, parandia e ansiedade intensa séo
frequentes (POST e WEISS, 1988).

A administracdo de cocaina provoca, além dos efeitos comportamentais e
neuroquimicos, importantes modificacdes fisiologicas, como a ativacdo do eixo
hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) (LEVY e cols., 1994). Esta decorre de um
aumento na liberacdo de CRF (fator de liberagéo de corticotropina) pelo hipotalamo,
levando a um aumento significativo nos niveis circulantes de corticosterona em
roedores (ex. MANTSCH e cols., 2000) e de cortisol em primatas n&o-humanos e
no homem (BAUMANN e cols., 1995; SARNYAI e cols., 1996). Como o eixo HPA
constitui o principal sistema endégeno relacionado ao estresse (MELLO e

MENDELSON, 1997), sugere-se a existéncia de uma relacdo entre esse fator e o0s
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mecanismos neurais que subsidiam a drogadiccdo (MELLO e MENDELSON, 1997;
GOEDERS, 2002; MAJEWSKA, 2002). Sabe-se, inclusive, que os glicocorticéides
atuam diretamente sobre o mecanismo reforcador da cocaina, uma vez que
facilitam a neurotransmissdo de DA no NAcc (MARINELLI e PIAZZA, 2002).
Portanto, as alteracdes hormonais observadas com o uso da cocaina podem
subsidiar, em parte, os mecanismos da adic¢do a este psicoestimulante, além de

induzir uma resposta de recaida ap6s a sua retirada.

1.3. Efeito de sensitizacdo com o uso de cocaina

A exposicao repetida a cocaina pode ter uma variedade de conseqiiéncias
comportamentais, incluindo a sensitizacao e a tolerancia. A sensitizacéo se refere a
uma resposta aumentada apés um tratamento repetido, o que tem sido relatado
mais freqlientemente quando a cocaina é administrada repetidamente (STEWART
e BADIANI, 1993). Esse fenbmeno foi sugerido como uma possivel explicacdo da
progressao do uso casual para o uso descontrolado em usuarios de cocaina
(ROBINSON e BERRIDGE, 1993). Em contraste, a tolerancia se refere a uma
menor responsividade a droga, o que ocorre como resultado de exposicdo
frequiente a mesma (JAFFE, 1990).

Uma variedade de dados clinicos e de pré-clinicos sugere que a exposicéo
repetida a cocaina, e a outros psicoestimulantes, pode resultar em mudancas
marcantes nas respostas comportamentais a droga. Essas mudancgas podem ser
obtidas experimentalmente ao se gerar curvas de dose e resposta. A sensitizacdo
ou tolerancia reversa € definida como uma mudanca para a esquerda no gradiente
de dose-resposta, com doses menores da droga produzindo efeitos previamente
observados ap6s uma Unica administracdo aguda de altas doses da mesma
(CARLTON, 1983). Por outro lado, a toler&ncia pode ser demonstrada por uma
mudanca para a direita no gradiente de dose-resposta, sugerindo que uma dose

maior é necessaria para restabelecer respostas agudas a droga. No entanto, essas
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caracteristicas aparentemente opostas podem resultar do uso em doses crbnicas
similares, com o efeito dependente do comportamento observado. Fatores
importantes relacionados ao desenvolvimento da sensitizacdo incluem tanto o
intervalo de tempo entre administracbes sucessivas, como 0 contexto ambiental
(POST, 1980; POST e cols., 1981; POST e cols., 1987).

Em roedores, a exposicdo repetida a cocaina leva a sensitizacao
locomotora, definida como 0 aumento progressivo na locomogéo e estereotipia em
resposta a uma dose de cocaina (HENRY e WHITE, 1995; VANDERSCHRUEN e
KALIVAS, 2000). Essa observacao sugere que esse modelo animal pode ser (til na
elucidacao dos mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela plasticidade
comportamental duradoura que ocorre quando da administracdo repetida de
cocaina, que se assemelha a algumas caracteristicas relacionadas a adiccdo em
humanos (VANDERSCHUREN e KALIVAS, 2000; KALIVAS e VOLKOW, 2005;
ROBINSON e BERRIDGE, 2003).

Estudos acerca das mudangas progressivas como conseqiiéncia do
tratamento cronico tém, geralmente, se utlizado da progressao de efeitos
comportamentais associados a baixas doses para aqueles associados com doses
mais altas como indicador de respostas sensitizadas (BRADBERRY, 2007). Isso
porque respostas comportamentais a psicoestimulantes em macacos ingénuos de
drogas nédo podem ser facilmente medidas instrumentalmente, mas de modo geral,
podem ser sensitizadas através do tempo. A maioria dos estudos prévios examinou
exposicdes muito altas que desencadearam comportamentos alucinatorios. O
comportamento alucinatério é consistente com efeitos clinicos do abuso de altas
doses de psicoestimulantes em humanos. A exposicdo repetida e controlada em
usuarios experientes ndo produz uma resposta comportamental sensitizada,
enquanto que respostas sensitizadas foram observadas em alguns estudos com
sujeitos ingénuos (BRADBERRY, 2007). A visdo geral da literatura sobre roedores

€ que a sensitizacdo de respostas dopaminérgicas € um fenbmeno dependente de
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dose (LIU e cols., 2005). Uma limitacdo na comparacdo entre os modelos € a
guantidade de informacéo disponivel sobre os efeitos em roedores. No entanto,
estudos de neuroimagem com humanos corroboram as inferéncias feitas a partir de
estudos com macacos (BRADBERRY, 2007).

Nesse sentido, supfe-se que a expressdo da sensitizacdo comportamental
esteja relacionada a capacidade da cocaina em aumentar, com exposicdes
repetidas, a concentragéo extracelular de DA no NAcc (ROBINSON e BERRIDGE,
2000). Esse efeito, visto in vitro e in vivo, parece aumentar progressivamente de
semanas a meses apds a exposicao a droga (HAMAMURA e cols., 1991), e é
conhecido como sensitizacdo neuroquimica. Na aquisi¢do da adic¢éo, por sua vez,
parece ocorrer uma hipersensibilidade de receptores D; nos neurdnios
dopaminérgicos da VTA que projetam para o NAcc (WHITE e KALIVAS, 1998), o
gue potencializa o sinal dopaminérgico mesolimbico.

O aumento extracelular de DA na VTA desencadeia uma cascata de eventos
intracelulares que culminam na sintese de proteinas envolvidas no fortalecimento
de sinapses e assim novas memdrias (ndo-associativas) sao formadas, ou seja, a
sensitizacdo. Além disso, a cascata de transducdo do sinal que induz o
desenvolvimento desse efeito parece ser dependente de diferentes receptores
glutamatérgicos (NMDA, AMPA e metabotropicos) (VANDERSCHREUN e
KALIVAS, 2000). Outros sistemas neurotransmissores também parecem estar
envolvidos na aquisicdo e expressdo da sensitizacdo comportamental, como a
serotonina, adrenalina, opidides enddgenos, acetilcolina e GABA (ROBINSON e

BERRIDGE, 2000), além do sistema taquicinérgico.

1.4. O sistema de taquicininas
Os neuropeptideos pertencentes a familia das taquicininas séo
caracterizados por uma sequéncia C-terminal comum de aminoacidos (Phe-X-Gly-

Leu-Met-NH,), sendo que cinco representantes dessa familia ja foram identificados
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em mamiferos, a saber: substancia P (SP), neurocinina A (NKA), neurocinina B
(NKB), neuropeptideo K (NPK) e neuropeptideo y (NPy). Até o presente, apenas
trés receptores de taquicininas foram caracterizados e clonados, dos quais todos
fazem parte da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (NK;, NK;, e
NK3) (revisado em DE SOUZA SILVA e cols., 2006a). Apesar das cinco taquicininas
conhecidas possuirem boa afinidade por todos os receptores, a SP, a NKA e a NKB
demonstram um maior coeficiente de associacdo aos receptores NK;, NKz, e NKs,
respectivamente (REGOLI e cols., 1994; HOKFELT e cols., 2001).

A ativacdo do receptor NKj; especificamente induz, num primeiro momento,
a quebra do fosfoinositol 4,5 bifosfato (PIP,) em 1,4,5 inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol, via ativagéo da fosfolipase C (KHAWAJA e ROGERS, 1996; MAGGI,
1995), levando & mobilizacdo de Ca** e, consequentemente, & inducdo de cascatas
de sinalizacdo intra-celulares calcio-dependentes (NWANESHIUDUA e
UNTERWALD, 2009).

O receptor NK3; é expresso de forma diferenciada ao longo do SNC. Em
roedores, altas densidades de NKj; foram identificadas em regifes neurais
relacionadas a memodria, a aprendizagem e a processos de reforgcamento, incluindo
o PFC, o hipocampo, a amigdala, o septo medial, a substancia negra e a VTA
(DAM e cols., 1990; DING e cols., 1996; DUARTE e cols., 2006; SHUGHRUE e
cols., 1996). De forma similar, andlises imunohistoquimicas demonstraram grandes
concentracdes desse receptor taquicinérgico em regides do cortex, hipocampo e
hipotdlamo de humanos (MILEUSNIC e cols., 1999). Sua localizagdo em neurdnios
do sistema dopaminérgico mesocortical aponta para uma possivel atividade
regulatéria das taquicininas sobre a neurotransmissdo dopaminérgica,
especialmente aquela que controla a locomocdo (ELLIOTT e cols., 1991,
OVERTON e cols., 1992). Neurdnios contendo tirosina hidroxilase na substancia
negra e VTA também expressam receptores NKz; (CHEN e cols., 1998). Sua

ativacdo, ndo somente estimula a atividade dopaminérgica (KEEGAN e cols., 1992;
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OVERTON e cols., 1992), como também aumenta a liberacdo e o metabolismo de
DA no NAcc, PFC e estriado (BANNON e cols., 1995; HUMPEL e cols., 1991;
MARCO e cols., 1998).

Nesse contexto, ndo é surpreendente o envolvimento das taquicininas em
sistemas neurais responsaveis pela adiccdo, embora seu papel exato ainda nao
esteja bem elucidado. O receptor NK; e seus ligantes parecem exercer um papel
modulatério sobre processos envolvidos na adiccdo. MASSI e cols. (2000)
demonstraram que a administracdo de agonistas NK; (por exemplo: senktide,
aminosenktide) inibe o comportamento de auto-administracdo de alcool em ratos,
enquanto PLACENZA e cols. (2004) verificaram que a mesma podia ser re-
estabelecida apds a administracdo de DiMe-C; — um analogo da SP com
preferéncia pelo receptor NK; — na VTA de ratos tratados com cocaina. De forma
semelhante, o pré-tratamento com SR142801, um antagonista de receptores NKsj,
diminuiu os efeitos comportamentais da cocaina em ratos, possivelmente devido a
um bloqueio do aumento de DA no NAcc, geralmente induzido por esse
psicoestimulante (JOCHAM e cols., 2006). A ativagédo do receptor, por outro lado,
potencializou a hiperlocomocao induzida pela cocaina em ratos (JOCHAM e cols.,
2007) e induziu comportamentos em roedores como locomocao, cuidado parental,
farejar e “wet-dog shake” (DESCHAMPS e COUTURE, 2005; ELLIOTT e
cols.,1991; JOCHAM e cols., 2007; STOESSL e cols.,1991), os quais foram
reduzidos via antagonismo do receptor dopaminérgico D1 com SCH 23390
(DESCHAMPS e COUTURE, 2005). Controversamente, comportamentos induzidos
pela cocaina e mediados pelo receptor D1 foram atenuados com a administracao
de antagonistas de receptores NK3; em ratos (BISHOP e WALKER, 2004; JOCHAM
e cols., 2006) e em primatas ndao-humanos responsivos a cocaina (DE SOUZA
SILVA e cols., 2006b). Apesar da ndo concordancia dos resultados, esses estudos
demonstram que o sitio de ligacdo em questdo parece modular a funcéo

dopaminérgica e o comportamento.
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No entanto, a maioria dos estudos realizados até o momento tem examinado
a modulacdo da funcdo dopaminérgica ap0s a administracdo aguda de diferentes
ligantes dos receptores NKjs. Poucos foram os trabalhos acerca de um efeito do uso
repetido ou crénico. Como o bloqueio agudo de receptores NK3 diminui funcdes e
comportamentos mediados pela DA, especula-se que o tratamento crdénico com
antagonistas desses receptores possa induz uma hipersensibilidade do receptor
dopaminérgico e, assim, um aumento nos comportamentos por ele mediados
(HESS e cols., 1986, 1988). De fato, NWANESHIUDUA e UNTERWALD (2009)
observaram que a administracdo repetida do antagonista NK; SB222200
potencializa comportamentos mediados pela DA, concomitante a um aumento da
expressao de receptores D1 no estriado de roedores. Em 2010, os mesmos autores
demonstraram que o antagonismo dos receptores NK; bloqueia o desenvolvimento
e expressao da sensitizacdo comportamental locomotora induzida por cocaina.

Vale ressaltar ainda que a afinidade com que diferentes substancias
(exdgenas) se ligam ao receptor NK; parecer ser bem distinta entre humanos e
roedores (EMONDS e cols., 1995; NGUYEN-LE e cols., 1996). As administractes
de SR142801 e senktide — antagonista e agonista de receptores NKs,
respectivamente — bloqueiam o efeito de hiperlocomocdo induzido pela
administracdo sistémica de cocaina em micos-estrela responsivos (DE SOUZA
SILVA e cols., 2006a, 2006b). Tal resultado sugere que esse sistema atua de forma
complexa nos efeitos comportamentais agudos desse psicoestimulante em primatas
nao-humanos, sendo novos estudos necessarios para uma melhor elucidacao da

modulacéo aguda e crénica dos receptores NK3; na dependéncia por cocaina.
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2. JUSTIFICATIVA/RELEVANCIA DO PROJETO

As estimativas recentes sdo de que, em 2008, 155 a 250 milhdes de
pessoas, ou de 3,5% a 5,7% da populacdo mundial entre 15 e 64 anos, tenham
usado substancias psicoativas ilicitas como cannabis, anfetaminas, cocaina,
opidides, entre outras ao menos uma vez no ano anterior. O uso de substancias
psicoativas causa problemas significativos de salde e sociais para as pessoas que
as utilizam, e também para outros em suas familias e comunidades. A OMS estima
que 0,7% da carga global de doencas em 2004 se devam ao consumo de cocaina e
opidides, com um custo social de aproximadamente 2% do PIB de determinados
paises (OMS, 2011).

Diante desse quadro, fica clara a necessidade de intervencdo junto a
sociedade a fim de se evitar que mais individuos sejam acometidos pela
drogadiccdo a cocaina. Neste intuito, contribuices significativas podem ser obtidas
por estudos que empreguem modelos animais como ferramenta experimental para
estabelecer a relacdo entre os efeitos neuroquimicos, comportamentais e
enddcrinos resultantes do consumo de drogas de abuso.

Embora estudos com adictos humanos possam responder algumas
guestdes, a interpretacdo de estudos em humanos pode ser limitada por um grande
namero de fatores. Um dos mais problematicos € o uso concomitante de mdltiplas
drogas, tanto legais quanto ilegais. A exposicdo a altos niveis de alcool, cafeina e
nicotina € uma caracteristica comum a maioria de usuarios crénicos de drogas. A
interacdo dessas e outras drogas ilegais como o ecstasy, a heroina e a maconha
com a cocaina, em combinagcdo com os efeitos estruturais e funcionais que o uso
cronico dessas drogas pode produzir, torna excessivamente dificil atribuir qualquer
adaptacao, seja comportamental ou biolégica, diretamente a cocaina (MELLO e
MENDELSON, 2003).

Outra questdo problematica € o histérico de experiéncia com drogas.

Drogadictos relatam padrdes consideravelmente diferentes de uso, duracdo de
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exposicao, qualidade ou pureza de cocaina, via de administracdo, periodo de
abstinéncia e uso total durante a vida. Embora o auto-relato possa ser confiavel em
algumas instancias, de modo geral a acuracia, at¢ mesmo do uso de droga recente
€, com frequéncia, altamente suspeito nessa populacdo. Isto fica ainda mais
complicado pelas dificuldades encontradas em estudos nos quais o tecido post-
mortem € utilizado. Além disso, usuarios humanos de drogas freqiientemente tém
sinais de outras formas de psicopatologias. Mais proeminente, a depressdo e o
transtorno do déficit de atencdo sdo os diagnosticos de comorbidades mais
comuns. Obter histérias detalhadas dessas condicdes pode ser desafiador,
tornando dificil determinar se essas condi¢cdes sdo anteriores ao uso de cocaina ou
o resultado de exposicéo cronica a drogas (PORRINO e cols., 2004, 2007).

Finalmente, a maioria dos estudos que investigam as bases neurobiol6gicas
dos efeitos da cocaina em humanos tem sido conduzida com sujeitos dependentes
de cocaina, em programas de tratamento ativo. Pelo fato de mudancas estruturais e
funcionais substanciais acompanharem o uso crénico de cocaina (VOLKOW e cals.,
1999; STRICKLAND e cols.,, 1998; KAUFMAN e cols., 2001), as respostas
funcionais de usuarios crbnicos de drogas, usados na maioria dos estudos, esta
sujeita a ser bem diferente daquelas de sujeitos com exposicdo minima a drogas.
Poucos trabalhos, entretanto, s&o conduzidos em humanos com pouca ou nenhuma
experiéncia com drogas. Portanto, ndo é possivel avaliar a evolugédo temporal das
neuroadaptacbes que acompanham o uso de drogas, particularmente sem
avaliagcdes da resposta funcional a cocaina nos estagios iniciais de exposicdo a
droga. Assim, a prépria natureza da investigacdo humana impede uma avaliacdo
sistematica de muitas das variaveis que podem resultar em neuroadaptacdes aos
efeitos de exposicéo a droga.

Apesar disso, importantes diferencas individuais nos diferentes estagios da
adiccdo, bem como na vulnerabilidade para a transicdo para a adiccdo foram

observadas em humanos e animais (ANTHONY e cols., 1994; CROWLEY e cols.,



24

1998; DE WIT e cols., 1986; DEROCHE-GAMONET e cols., 2004). Diferencas
individuais significativas foram observadas na (i) sensibilidade para os efeitos
farmacoldgicos da droga, (i) propensdo para se auto-administrar a droga, (iii)
resisténcia para intoxicacao, (iv) sensibilidade para pistas associadas a drogas, (v)
recaida, e (vi) fungbes cognitivas criticas para o desenvolvimento de adiccdo, como
memoria operacional, atencdo, avaliacdo da recompensa, emocao, dor e estresse.
E importante perceber que o construto de diferenca individual aqui abrange
variagBes normais na funcgéo e disfuncéo (ou vulnerabilidade).

Existem, contudo, alguns indicios apontando para os primatas nao-humanos
como um bom modelo animal para o estudo de drogas psicoativas. A semelhanca
dos aspectos filogenéticos, da organizacdo morfofuncional, das respostas
fisiolégicas, dos componentes neuroquimicos e do comportamento entre esses e
humanos (WEERTS e cols., 2007), e uma melhor previsibilidade farmacocinética
em simios do que em roedores (ex. WARD e SMITH, 2004), sao alguns dos
exemplos. Existe, inclusive, uma diferenca significativa na densidade e distribuicéo
de receptores em regifes cerebrais relacionadas aos efeitos das drogas de abuso
entre roedores e primatas ndo-humanos (ex. CAMPS e cols., 1990; LIDOW, 1989),
assim como uma maior homologia génica do DAT de macacos com o do homem
(MILLER e cols., 2001). A importancia de sua utilizacdo recai na possibilidade de
uma melhor generalizacdo dos resultados obtidos com primatas para os humanos
(WEERTS e cols., 2007).

Para minimizar as dificuldades relacionadas ao custo e a manutencédo de
primatas nao-humanos de maior porte em cativeiro, faz-se referéncia ao género
Callithrix. Este pertence a familia dos calitriquideos e pesa 250-450g quando adulto,
tem uma expectativa de vida de 10-12 anos em cativeiro, atinge a maturidade
sexual aos 12-18 meses, apresenta uma gestacdo de 145 dias, da a luz a gémeos
e ndo tem um periodo de anestro lactacional (EPPLE, 1975; SUSSMAN e KINZEY,

1984; TARDIF e cols., 1986; GOLDIZEN, 1987; STEVENSON e RYLANDS, 1988).
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O Calllithrix penicillata é conhecido por habitar regides caracteristicamente indspitas
e se adaptar facilmente ao cativeiro, em comparacéo a outros simios (STEVENSON
e RYLANDS, 1988; SUSSMAN e KINZEY, 1984). Em conjunto, essas
caracteristicas de baixo custo, facil manejo, adaptacdo ao cativeiro e alta taxa
reprodutiva, vém contribuindo para o estabelecimento desses simios como sujeitos
experimentais em investigacbes biomédicas, comportamentais e

neuropsicofarmacologicas (BARROS e TOMAZ, 2002; MANSFIELD, 2003).
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a participacdo do sistema
neuropeptidérgico das taquicininas no efeito de sensitizacdo comportamental
induzido pela administracédo repetida de cocaina em uma espécie de primata nao-

humano (Callithrix penicillata).

3.2. Objetivos especificos

Especificamente, este trabalho se propds a:

a) verificar o desenvolvimento de um efeito de sensitizacdo nos
comportamentos de locomocao e/ou vigilancia apos a administracido repetida e
sistémica de cocaina em micos-estrela (Callithrix penicillata);

b) determinar os niveis circulantes de cortisol nesses animais antes e
apos a administracao repetida e sistémica de cocaina;

c) analisar o efeito da ativacao repetida do receptor taquicinérgico NKs,
com o agonista direto senktide, nas respostas comportamentais induzidas pela
administracdo de cocaina nesses animais;

d) avaliar os niveis circulantes de cortisol nos micos antes e apés a
administracado repetida e sistémica de senktide;

e) estabelecer o uso desse protocolo de sensitizacdo comportamental
como ferramenta experimental no estudo dos mecanismos neuropsicobiolégicos da
dependéncia por cocaina em primatas nao-humanos, assim como o uso do micos-

estrela como modelo experimental nesse tipo de procedimento.



27

4. METODOLOGIA
4.1. Considerac0es éticas

O presente trabalho fez parte de um projeto de cooperacdo internacional
Brasil-Alemanha (CAPESD/DAAD/PROBRAL 324/09) entre a Universidade de
Brasilia e a Universidade de Dusseldorf na Alemanha. O procedimento experimental
descrito abaixo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia em 18 de fevereiro de
2011. O experimento foi realizado durante o més de margo do mesmo ano. Uma
cOpia do parecer encontra-se em anexo. Além disso, todos os preceitos éticos
estipulados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) foram
rigorosamente observados e a rotina de manejo ja aprovada pelo IBAMA foi
mantida ao longo de todo o estudo. Conforme estudos anteriores (LIMA e cols.,
2008; DE SOUZA SILVA, 2006a,b), ndo se fez necessario um acompanhamento
individualizado dos animais apés o experimento. Os mesmos se readaptaram a
rotina do Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia e ndo apresentaram

efeitos relacionados a uma possivel abstinéncia a cocaina.

4.2. Sujeitos

Foram utilizados 15 sujeitos adultos (=18 meses), machos e fémeas, da
espécie mico-estrela (Callithrix penicillata; Fig. 3), pesando 260-400 g no inicio do
estudo. Todos os sujeitos foram mantidos no CP-UnB, que é credenciado pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
como criadouro de primatas para fins cientificos (Registro IBAMA,
1/53/1999/000006-2). O CP-UnB esta localizado na Fazenda Agua Limpa da
Universidade de Brasilia, uma area de preservacdo ambiental, com viveiros que
alojam os animais circundados por mata de galeria e que permitem a manutengéo

dos mesmos sob condi¢bes naturais de temperatura, luminosidade e umidade. Os

sujeitos que participaram do estudo ja faziam parte do plantel no CP-UnB, tendo



28

sido repassados pelo IBAMA ha pelo menos dois anos ou nascidos no préprio CP-

UnB.
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o | - individuos adultos da espécie

" § mico-estrela (Callithrix

3 penicillata), = mantido em

cativeiro no Centro de

- Primatologia da Universidade

4 | de Brasilia. (fotografia: Marilia
J Barros)

Os animais foram alojados em casais heterossexuais, ou em duplas do
mesmo sexo, em recintos padrdes para calitriquideos do CP-UnB (1,3 m de largura
x 2 m de profundidade x 2 m de altura), porém nem todos os animais do plantel ou
de um mesmo viveiro foram utilizados no presente estudo. O pavilhdo para
calitriquideos do CP-UnB possui dois corredores paralelos, com doze viveiros cada,
separados por um corredor central de seguranca (Fig. 4). Portanto, contato olfativo
e audivel é possivel entre todos os membros desse pavilhdo. Ja o contato visual s
€ possivel entre os animais alojados em lados opostos do corredor de seguranca.
Acima dos recintos (0,5-1,5 m), um teto formado por placas de telha opaca e
transparente cobre o corredor central de seguranca e dois ter¢cos dos corredores de
viveiros.

Cada viveiro é composto por duas paredes laterais de concreto
compartilhadas por viveiros adjacentes, e tela metalica (malha: 2,5 cm?) formando a

frente, o fundo e o teto. O piso dos viveiros é formado por um estrato de terra

coberto com areia lavada, sobreposta por uma camada de serragem. Cada recinto
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€ equipado com uma caixa-ninho de madeira e um tubo de PVC para provimento de
alimento seco (ragdo) suspensos do teto, varios poleiros de madeira em diferentes

alturas e um comedouro de aluminio para alimento fresco.

Figura 4. Fotografias do pavilhdo para alojamento de calitriquideos do Centro de Primatologia da Universidade
de Brasilia. Esquerda: vista interna da entrada do corredor central de seguranga; Centro: vista externa de um
dos corredores de viveiros; Direita: vista externa de dois viveiros. (fotografias: Marilia Barros)

A alimentacéo foi fornecida duas vezes ao dia, as 07:30 e 13:00 h, e a sobra
retirada as 17:30 h. A dieta consistiu em frutas, legumes, verduras, ovos cozidos,
sementes/nozes e proteina (grilos, tenébrios, peito de frango/carne moida cozidos).
Agua e racio para primatas estavam disponiveis ad libitum.

As condicdes de alojamento e manutencdo dos animais estavam de acordo
com as normas e regulamentos do IBAMA. Todos os animais foram pesados no
inicio e ao final dos procedimentos do presente trabalho e tiveram

acompanhamento veterinario permanente durante a sua realizacao.

4.3. Aparato experimental

O aparato empregado, o Campo Aberto (CA), consistiu em uma arena
retangular de livre circulacéo (130 cm de largura x 75 cm de profundidade x 40 cm
de altura), suspensa a 1,2 m do solo (Fig. 5). Apresentava um chéo de tela metalica
(malha de 2,5 cm?), trés paredes de chapa de aluminio, e a quarta parede e o teto

eram de vidro transparente de 4 mm. Uma porta tipo-guilhotina, localizada na
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parede oposta a de vidro, dava acesso ao aparato. O mesmo foi pintado todo de
branco para facilitar o rastreamento automatico dos sujeitos por um programa de

andlises comportamentais (vide se¢éo 4.4 abaixo).

Figura 5. Fotografias do aparato experimental do Campo
Aberto utilizado no estudo. Esquerda: Vista frontal,
mostrando a frente e o teto de vidro. Centro: Visdo de traz
mostrando a caixa transporte acoplada, o piso pintado de
branca para contrastar com a cor do animal, o teto e a
frente de vidro e a camera frontal. Direita: Vista da porta
de entrada mostrando a camera superior. (fotografias:
Jonathan L Melamed)

O aparato foi montado em uma sala de experimento situada a 50 m dos
viveiros de moradia dos animais. Portanto, os sujeitos foram transportados dos
seus viveiros até a sala de experimento, e depois de volta aos seus viveiros, via
uma caixa de transporte (35 cm largura x 20 cm de profundidade x 23 cm de altura).
Esta ndo permitia a visualizagcao do ambiente durante o transporte, tendo uma porta
tipo-guilhotina que se acoplava diretamente a de entrada/saida do aparato.

A observacdo e o registro das sessbes foram realizados via um circuito

interno de filmagem. Esse sistema consistiu em duas cameras digitais firewire (Fire-
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i, Unibrain, EUA), uma fixada a aproximadamente 1,5 m diretamente acima do
aparato (vista superior) e a outra a 1,5 m na frente da parede de vidro do CA (vista
frontal). As duas cameras foram acopladas diretamente a um computador portatil
(laptop) localizado em uma sala adjacente a sala de experimento, de onde todas as
sessOes foram observadas e registradas. O mesmo programa permitiu a divisdo do
aparato em 15 quadrantes virtuais (26 x 25 x 40 cm) para as analises

comportamentais (vide secéo 4.4 abaixo).

4.4. Drogas

As seguintes substancias foram utilizadas:

a) hidrocloreto de cocaina (Sigma-Aldrich; EUA): dissolvido em solucdo salina e
injetado nas doses de 5 ou 7 mg/kg;

b) senktide (Bachem, Bubendorf; Switzerland): dissolvido em solugéo salina e
injetado na dose de 0,2 mg/kg.

A administracdo dos compostos acima foi feita via inje¢des intraperitoneais e
no volume de 1 mL/kg. Solucéo salina foi empregada como veiculo para ambas as
drogas, sendo administrada da mesma forma e no mesmo volume. As doses
empregadas e o intervalo entre a administracdo e o teste (observacgéo
comportamental) foram determinados com base em estudos prévios com micos (DE

SOUZA SILVA e cols., 2006b).

4.5. Coleta e analise dos dados comportamentais

Cada sujeito foi, inicialmente, submetido a trés sessdes de 5 min de
manuseio (handling), realizados em intervalos de 24 h, com o intuito de serem
habituados aos procedimentos de captura, manuseio, acomodacdo na caixa-
transporte e transporte por curtas distancias (viveiro de moradia — sala de

experimento), independente de qualquer experiéncia em experimentos anteriores
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(Fig. 6). Para tanto, cada mico foi rapidamente capturado no seu viveiro de moradia,
com o auxilio de uma rede e luvas de couro, colocado na caixa-transporte e depois
levado a sala de experimento. Nesta sala, o animal permaneceu dentro da caixa-
transporte (acoplado ao aparato) por 5 min, sendo entdo levado de volta ao seu
viveiro de moradia.

Apéds as sessbdes de manuseio, os animais foram divididos aleatoriamente
em trés grupos experimentais (i.e., salina, cocaina e senktide), conforme detalhado
abaixo na Tabela 1. Cada sujeito foi submetido ao mesmo protocolo de
sensitizacao, dividido em trés fases consecutivas (Fig. 6). Dessa forma, nos dias 1
a 7, todos os animais foram submetidos diariamente a uma sessdao de analise
comportamental de 20 min cada (Fase 1). Antes de cada uma dessas sessoes, 0s
sujeitos receberam o tratamento pré-estabelecido, ou seja: salina ou 7 mg/kg de
cocaina 5 min antes do teste comportamental ou 0,2 mg/kg de senktide 20 min
antes do teste. Essa primeira fase de tratamento foi seguida imediatamente por um
periodo de sete dias consecutivos sem a administracdo de qualquer substancia ou
teste experimental (Fase 2). No dia 14, independente do grupo, todos os sujeitos
receberam uma Unica administracdo teste de cocaina 5 min antes de serem
observados no aparato do CA por 20 min (Fase 3). Para esta sessdo, foi
administrado em cada animal uma dose de 5 mg/kg de cocaina.

Em cada sessédo (fases 1 e 3), o sujeito foi capturado em seu viveiro de
moradia, injetado com o composto pré-estabelecido (i.e., dias 1-7 com salina,
cocaina ou senktide; dia 14 com cocaina), colocado dentro da caixa-transporte e
levado até a sala de experimento. Apds o intervalo pré-estabelecido (de 5 ou 20
min) entre a injecdo e o teste de cada grupo, o sujeito foi liberado dentro do
aparato. Durante cada sessao de 20 min foi dado acesso livre e espontaneo a todo
0 aparato do CA, sendo o sujeito levado de volta ao seu viveiro de moradia, via a

caixa-transporte, ao final desse intervalo.



33

Tabela 1. Composicédo dos trés grupos experimentais, indicando o nimero de sujeitos, 0s
compostos administrados e o intervalo entre o aplicacdo de cada tratamento e o inicio da
observacdo comportamental nas fases 1 e 3 do procedimento.

Fase 1 Fase 3
Grupo No. Intervalo Intervalo
Sujeitos  gypstancia  administracdo  Substancia  administrag&o-
—teste teste
1-Sal cinco solucéo 5 min cocaina 5 min
salina (5 mg/kg)
2-Coc cinco cocaina 5 min cocaina 5 min
(7 mg/kg) (5 mg/kg)
3-Snk cinco senktide 30 min cocaina 5 min
(0,2 mg/kg) (5 mg/kg)

A ordem dos sujeitos em cada dia de teste foi randomicamente estabelecida
e o procedimento experimental realizado entre as 13:00 e 18:00 h. Todas as
sessdes foram observadas de uma sala adjacente a sala de experimento, através
do circuito interno de filmagem, e gravadas no programa de andlise
comportamentais Any-Maze Video Tracking System (Stoelting Co., EUA).

Em cada sessdo de 20 min no aparato do CA, o programa Any-Maze
registrou automaticamente o padrdo de locomocdo, a saber: distancia total
percorrida em metros, nimero total de cruzamento de quadrantes (imaginarios) e a
velocidade média de deslocamento em metros/segundo. Os comportamentos de
vigilancia, que nao puderam ser registrados automaticamente, foram inseridos
manualmente no mesmo programa por um experimentador com uma confiabilidade
intra-observador >95%. O registro manual se deu via teclas pré-determinadas no
teclado do laptop. Os seguintes comportamentos de vigilancia foram registrados: 1)
scan — duracédo e freqiiéncia de movimentos longos e duradores de varredura da
cabeca direcionados ao ambiente, enquanto o animal permanecia parado, com
duracéo =5 s; 2) glance — freqiiéncia de movimentos curtos e rapidos de varredura
da cabeca direcionados ao ambiente, enquanto o animal permanecia parado, com
duracéo <5 s; e 3) leg stand - freqliéncia com que o animal ficou em uma posi¢cao

bipedal (com ou sem o apoio das maos). Os comportamentos de vigilancia foram
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baseados em etogramas de calitriquideos (STEVENSON & RYLANDS, 1988) e
estudos comportamentais com esta espécie (BARROS e cols., 2004a, 2004b,

2008).

4.6. Coleta de sangue e analise de cortisol

Foram coletadas amostras de sangue (1,5 mL cada) de cada sujeito nos
dias experimentais 0, 8, 15 e 30 (Fig. 6). Portanto, essas quatro amostras foram
coletadas nos seguintes momentos ao longo do procedimento experimental descrito
acima: 1) dia 0 — uma semana antes do inicio do procedimento (controle do nivel
basal); 2) dia 8 — ap6s a Ultima sesséo de tratamento da fase 1; 3) dia 15 — apoés a
sessao teste da fase 3; e 4) dia 30 — 30 dias ap6s a sesséo teste da fase 3. Todas
as coletas foram realizadas das 09:00 as 10:00 h. Portanto, as amostras obtidas
nos dias 8 e 15 foram coletadas na manh& seguinte a sesséo experimental.

Em cada dia de coleta, o procedimento consistiu em capturar o animal no
seu viveiro de moradia, leva-lo até uma sala de procedimento anexo ao pavilhao
dos calitriquideos e anestesia-lo com o auxilio de um algoddao previamente
embebido com o anestésico inalatério isofluorano (Fluorane®) colocado préximo as
vias aéreas do animal. O animal foi considerado anestesiado ao se observar uma
diminuicdo na sua freqiiéncia respiratéria e uma cessacdo de movimentos
voluntarios. Uma vez anestesiado, uma amostra de 1,5 mL de sangue foi obtida por
puncéo da veia femoral com uma seringa de 3 mL e agulha de 0,55 x 20 mm. A
amostra obtida foi colocada em um tubo pré-resfriado com ativador de coagulacéo
para dosagem do cortisol sérico, sendo mantida resfriada em gelo até seu
processamento inicial no laboratério. O sujeito foi, entdo, liberado de volta em seu
viveiro de moradia e acompanhado durante 15 min pds-anestesia até a sua
completa recuperacao e provido com suplementos vitaminicos.

O tempo necessario para efetuar a coleta de sangue foi registrado, visto que

esse procedimento per se pode influenciar os niveis hormonais observados na
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amostra. Esse intervalo de coleta foi considerado como o tempo entre a entrada no
viveiro do sujeito para sua captura até a conclusdo do procedimento da
venopungdo. Em cada dia de coleta a ordem dos sujeitos foi randomizada e todas
as coletas de sangue foram realizadas pelos médicos veterinarios do CP-UnB.

As amostras de sangue resfriadas foram centrifugadas por 10 min a 4.000
rpm e temperatura ambiente. O soro de cada amostra foi coletado e armazenado
em um tubo eppendorf. O soro foi, entédo, diluido a um fator de 1:50 com agua tri-
destilada para as dosagens dos niveis de cortisol. O fator de diluicdo empregado foi
baseado em um estudo prévio com essa mesma espécie no qual foi utilizado um
procedimento de coleta e analise semelhante (LIMA et al., 2008). O soro diluido foi
analisado para a determinacéo da concentracdo sérica de cortisol através de um
Unico ensaio imunoenzimatico por fluorescéncia (enzyme-linked-fluorescent assay —
ELFA) usando kits comerciais de cortisol para o sistema automatizado MiniVidas
(kit: CORS; Biomérieux, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 2 ng/mL e os
coeficientes de variagdo (CVs) inter- e intra-ensaio foram de 9,6% e 8,2%,

respectivamente.

4.7. Andlise estatistica

A analise estatistica foi feita no programa SigmaStat (Systat Software Inc.).
Para tanto, foram utilizados apenas os dados obtidos na 1* e 7% sessdo de
tratamento (dias 1 e 7) e a sessdao teste (dia 14). Os resultados comportamentais e
hormonais foram comparados para detec¢do de possiveis diferencas estatisticas
entre e dentre os grupos experimentais. Dessa forma, os dados de cada pardmetro
foram analisados via uma Andlise de Variancia de duas vias de desenho misto (two-
way mixed-design ANOVA), com o grupo experimental como a variavel
independente (salina, cocaina e senktide) e a sessédo (dias 1, 7 e 14) ou coleta de
sangue (dias 0, 8, 15 e 30) como fator de medida repetida. Quando resultados

significativos foram obtidos, comparacdes post hoc foram realizadas usando o teste
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de Tukey. Além disso, a duracdo do procedimento de coleta de sangue foi
comparada ao respectivo nivel de cortisol detectado usando o teste de correlagéo
de Pearson. O nivel de significancia para todos os testes foi de p<0,05. Para cada
parametro, os resultados estdo expressos como a média dos valores e 0 erro

padrdao da média (e.p.m.).
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Figura 6. Representagdo esquematica do procedimento experimental realizado, incluindo as trés
sessdes iniciais de manuseio, as sete sessdes de tratamento nos dias 1-7 da Fase 1, o periodo de sete
dias de retirada da Fase 2, a sessdo teste no dia 14 da Fase 3 e trés das quatro coletas de sangue
efetuadas, bem como os compostos empregados em cada etapa.
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5. RESULTADOS
5.1. Comportamentos de vigilancia

No presente estudo, as respostas de scan, glance e leg stand foram
avaliadas como comportamentos de vigilancia no mico-estrela (CAINE, 1993;
FERRARI e LOPES FERRARI, 1990). Para o comportamento de scan,
especificamente, a duracdo do mesmo diferiu significativamente entre as sessdes
[F(2,36)=7,82, p<0,01; Fig. 7]. Embora a comparagdo entre os trés grupos
experimentais nao tenha atingido niveis significativos [F(2,36)=2,97, p=0,06], uma
interacdo significativa foi detectada ao se comparar os fatores grupo vs. sesséo
[F(4,36)=4,15, p<0,01]. Portanto, as diferencas observadas entre as sessoes
dependeram especificamente do grupo (i.e., do tratamento recebido). De fato,
analises post hoc indicaram que a duracdo do comportamento de scan observada
nos dias 7 e 14 foi significativamente (p<0,05) maior do que aquela detectada no
dia 1, mas apenas no grupo tratado com cocaina.

Um perfil similar foi detectado para a freqiiéncia do comportamento de scan
(Fig. 7), com diferencas significativas entre [F(2,36)=9,62, p<0,001] e dentre os trés
grupos experimentais [F(2,36)=8,87, p<0,001], bem como uma interacéo
significativa entre os fatores grupo e sesséo [F(4,36)=3,53, p<0,05]. Andlises post
hoc desse parametro indicaram que os micos do grupo cocaina realizaram um
namero significativamente maior (p<0,05) de scans nos dias 7 e 14, comparado ao
dia 1. Nesses mesmos dias (7 e 14), a frequéncia de scans realizada por esse
grupo experimental diferiu significativamente (p<0,05) dos niveis observados nos
sujeitos do grupo salina. J& no grupo senktide, o nimero de scans realizado na
sessdo teste (dia 14) foi significativamente maior (p<0,05), quando comparado aos
dias 1 e 7. Esse grupo diferiu significativamente (p<0,05) dos sujeitos do grupo
salina apenas na sesséo teste (dia 14), quando a freqiéncia de scan atingiu niveis

similares aqueles vistos no grupo cocaina.
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Figura 7. Média (+e.p.m.) da duracdo do comportamento de scan (em segundos), bem como a
frequiéncia de scans, glances e leg stands observados durante a primeira e Gltima sessdo de tratamento
(dias 1 e 7, respectivamente), bem como a sessdo teste realizada apds um intervalo de 7 dias (dia 14),
nos animais tratados com salina, cocaina ou senktide. n=5/grupo; #p<0,05 vs. salina; *p<0,05 vs.
respectiva sessdo de tratamento 1.
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Para os indices de glance (Fig. 7), também foi observado um efeito
significativo entre [F(2,36)=60,88, p<0,001] e dentre 0s grupos experimentais
[F(2,36)=4,09, p<0,05], além de uma interacdo significativa ao se comparar 0s
fatores grupo vs. sessdo [F(4,36)=3,86, p<0,01]. Novamente, a frequéncia do
comportamento de glance foi significativamente (p<0,05) maior nos dias 7 e 14, se
comparados ao dia 1, apenas no grupo cocaina. Nessas mesmas sessdes, 0 grupo
cocaina também diferiu significativamente (p<0,05) dos grupos salina e senktide.
Vale ressaltar que, no grupo salina, os comportamentos de scan (duracdo e
frequéncia) e glance permaneceram constantes ao longo de todas as sessées.

Por outro lado, para os trés grupos experimentais, os niveis do Ultimo
comportamento relacionado a vigilancia analisado (i.e., leg stand, Fig. 7) foram
significativamente menores nos dias 7 e 14, se comparados ao dia 1 [efeito de
grupo: F(2,36)=0,09, p=0,092; efeito da sessdo: F(2,36)=8,78, p<0,001; interacéo:

F(4,36)=0,88, p=0,49].

5.2. Padréo de atividade locomotora

Para o parametro da atividade locomotora foram avaliados a distancia
percorrida, o nimero de cruzamentos de quadrantes (imaginarios) e a velocidade
média de deslocamento dentro da arena do CA. A velocidade média de
deslocamento dos micos dentro aparato diferiu significativamente entre as sessdes
[F(2,36)=4,86, p<0,05; Fig. 8], mas ndo entre os grupos [F(2,36)=2,55, p=0,09].
Ademais, houve uma interacdo significativa quando os fatores grupo vs. sessdo
foram comparados [F(4,36)=2,64, p<0,05], o que indica que as diferencas
observadas entre as sessfes foram dependentes do grupo experimental. De fato,
analises post hoc indicaram que, apenas para o grupo senktide, a velocidade média
de deslocamento durante a sesséo teste (dia 14) foi significativamente (p<0,05)
maior do que aquela vista nos dias de tratamento 1 e 7. Para os grupos cocaina e

salina, esse parametro permaneceu constante ao longo das sessbes e em niveis



41

similares entre si. Para os demais parametros (Fig. 8), efeitos significativos entre e
dentro os grupos ndo foram observados, bem como nenhuma interacdo entre os
fatores grupo vs. sessao [Distancia percorrida — efeito de grupo: F(2,36)=0,66,
p=0,52; efeito da sessdo: F(2,36)=2,75, p=0,08; interacdo: F(4,36)=2,02, p=0,11;
NUmero de cruzamentos — efeito de grupo: F(2,36)=0,26, p=0,78; efeito da sesséo:

F(2,36)=2,03, p=0,15; interacdo: F(4,36)=1,86, p=0,12].
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Figura 8. Média (xe.p.m.) da distancia percorrida (em metros), do nimero de cruzamentos de
guadrantes (imaginarios) e da velocidade média de deslocamento (em metros/segundo) dentro do
aparato do Campo Aberto, observados durante a primeira e Gltima sessdo tratamento (dias 1 e 7,
respectivamente), bem como a sessdo teste realizada ap6s um intervalo de 7 dias (dia 14), nos micos
tratados com salina, cocaina ou senktide; n=5/grupo; *p<0,05 vs. respectiva sessdo tratamento 1 e 7.
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5.3. Niveis séricos de cortisol
5.3.1. Tempo de coleta de sangue

Como os dados hormonais foram obtidos através da andlise do sangue
coletado dos animais e esses sdo influenciados pelo nivel de estresse ao qual o
animal esta sujeito, que, por sua vez, € influenciado pelo tempo de manuseio do
animal, foi realizado um controle do tempo despendido para obtencdo de cada
amostra (Tabela 2). Para isso, foi registrado o tempo de: 1) captura do sujeito,
entrada do tratador no viveiro do animal, captura propriamente dita do mesmo, e o
seu transporte até a sala de procedimento; 2) anestesia do sujeito, aproximacao do
algodao com anestésico das vias aéreas do animal até o inicio do efeito (conforme

detalhado acima); e 3) e tempo total despendido no procedimento.

Tabela 2. Tempo médio (xe.p.m.), em segundos, despendido em cada etapa do
procedimento de coleta de sangue, e para cada uma das quatro amostras obtidas, nos
micos-estrela dos trés grupos experimentais (salina, cocaina e senktide).

Duracédo do procedimento (s)

Coleta
Captura Anestesia Puncéo
Dia 0 — 1% coleta
salina 25+8 95 +7 229 + 47
cocaina 31+5 97 + 17 192 £ 48
senktide 49 £ 26 104 £ 26 213+35
Dia 8 — 2° coleta
salina 20+11 66 + 10 254 + 65
cocaina 18+5 90+ 14 261 + 46
senktide 47 £ 20 77 £ 16 145+ 15
Dia 15 — 32 coleta
salina 25+10 79 £ 29 134+ 14
cocaina 24 +7 98+9 144 £ 11
senktide 41+8 103 +£19 168 + 30
Dia 30 — 42 coleta
salina 31+13 90 + 18 277 £ 46
cocaina 24 +6 67 +12 292 + 57

senktide 34+18 98 +14 162 +11
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5.3.2. Niveis séricos observados
Os niveis séricos de cortisol diferiram significativamente entre os grupos
[F(2,48)=3,66, p<0,05], mas ndo entre as quatro amostras coletadas [F(3,48)=2,19,
p=0,10]. Além disso, ndo houve uma interacéo significativa entre os fatores grupo e
amostra [F(6,48)=1,70, p=0,14; Fig. 9]. O nivel sérico de cortisol observado na
amostra de sangue coletada no dia 15 diferiu significativamente (p<0,05) entre os
trés grupos testados, com o grupo cocaina demonstrando uma concentragdo menor

do que aquela detectada nos demais grupos experimentais.

180 - [ salina
Il cocaina

— senktide
—l
S 120 A
()
o
©
i)
£ 60 - *
O /
) ?

0. %

0 8 15 30

Figura 9. Média (+e.p.m.) do nivel de cortisol sérico observado antes da realizacdo dos testes
comportamentais (dia 0), nas manhas ap6s a Ultima sessdo de tratamento (dia 8) e sessao teste (dia
15), e 30 dias depois da sessdo teste (dia 30) nos micos tratados com salina, cocaina ou senktide;
n=5/grupo; *p<0,05 vs. respectivo grupo salina e senktide.

5.3.3. Correlagfes entre os niveis séricos e o tempo de coleta

Para as correlagfes entre os niveis séricos observados e o tempo de coleta
foi empregado a duragdo total do procedimento. Ndo houve uma correlagédo
significativa entre as concentracdes séricas de cortisol detectadas em cada uma
das quatro amostras coletadas com o respectivo tempo necessario para se obter as
amostras de sangue (dia 0: r= -0,03, p=0,99; dia 8: r=0,39, p=0,15; dia 15: r=0,14,

p=0,63; dia 30: r=0,04, p=0,90).
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6. DISCUSSAO
6.1. Efeito de hipervigilancia e hiperlocomocao

A administracao repetida de cocaina nos micos-estrela induziu um aumento
significativo nos comportamentos relacionados a vigilancia, o que € indicativo de um
efeito de hipervigilancia. De fato, a duragcdo do comportamento de scan foi
significativamente maior na Ultima sessdo de tratamento (sesséo 7), comparada a
primeira (sesséo 1). Esse efeito foi observado apenas no grupo de animais tratados
com cocaina. Além disso, 0 mesmo padrao de resposta também foi observado para
a frequéncia dos comportamentos de scan e glance, com niveis maiores dos
mesmos na sessdo 7, comparada a sessao 1, e apenas no grupo em que foi
administrada a cocaina. Para os demais grupos, as taxas de scan e glance
permaneceram constantes entre as sessbes 1 e 7. Ou seja, a administracdo
repetida de senktide per se nao induziu um efeito de hipervigilancia.

Os comportamentos de scan e glance estdo intimamente relacionados a
capacidade dos micos de detectarem rapidamente diferentes tipos de objetos em
seu ambiente (CAINE, 1984; HARDIE e BUCHANAN-SMITH, 1997; BUCHANAN-
SMITH, 1999), aumentando em resposta a uma ameaca ou logo antes de se
recolheram ao entardecer (CAINE, 1984, 1998; CAINE e WELDON, 1989; HARDIE
e BUCHANAN-SMITH, 1997; KOENIG, 1998). Vale ressaltar que esse padréo
persiste inclusive em animais nascidos e/ou mantidos em cativeiro (CAINE, 1984;
BUCHANAN-SMITH, 1999; BARROS e cols., 2002), indicando a sua importancia
para o repertério comportamental de calitriquideos.

No entanto, o efeito de hipervigilancia detectado parece ter sido
comportamento-dependente, uma vez que, a freqiiéncia de leg stand observada foi
na verdade menor na sessao 7, comparada a sessao 1. Esse padrao se assemelha
mais a um efeito de habituacdo ao ambiente novo em que o0s animais foram
testados (aparato). Ademais, essa reducao nos niveis de leg stand foi observada

em todos os animais, independente do tratamento administrado. O leg stand
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também é visto como um comportamento de vigilancia, uma vez que permite ao
individuo uma maior visibilidade do seu ambiente (STEVENSON e RYLANDS,
1988), sendo inclusive sensivel a manipulages farmacol6gicas diversas (BARROS
e cols., 2002, 2007).

Por outro lado, os parametros relacionados a locomog¢éo nao foram afetados
pelos compostos testados ao se comparar as sessbes 1 e 7. Tal resultado é
indicativo de que a cocaina e o senktide, por si s6s, ndo induzem um efeito de
hiperlocomocéo nos micos. Essa constancia nos niveis de locomocéao, da primeira a
Ultima sessdo de tratamento, era esperada. As alteracdes comportamentais
induzidas pela cocaina podem ser expressas de maneiras diferentes e, enquanto
roedores exibem um padrdo comportamental de hiperlocomocédo, primatas néo-
humanos tendem a realizar hipervigilancia, sendo estes comportamentos
mutuamente excludentes (BRADBERRY, 2007; VANDERSCHRUEN e KALIVAS,
2000). Ja foi observado por alguns autores, como por exemplo POST e cols. (1976)
e RIDLEY e cols. (1982), a falta do efeito de hiperlocomoc¢do em primatas néo-
humanos quando da administracdo repetida de cocaina nestes. Ao que tudo indica,
apenas macacos que demonstram altos niveis basais de atividade locomotora
tendem a ter uma exacerbacdo desse tipo de comportamento em resposta a
administracdo de psicoestimulantes (CASTNER e GOLDMAN-RAKIC, 2003;
MELLO e cols., 2005), como tipicamente observado em roedores. Em primatas néo-
humanos o coértex pré-frontal parece exercer um papel fundamental na mediacéo
desse efeito, ao contrario dos roedores onde o NAcc atua de forma expressiva

(revisado em CASTNER e WILLIAMS, 2007).

6.2. Efeito de sensitizagdo comportamental e mediagao taquicinérgica
A exposicao repetida a varios tipos de drogas de abuso, incluindo a cocaina,
leva a um aumento da resposta comportamental normalmente induzida pelas

mesmas, um fenémeno denominado sensitizacdo comportamental (STEKETEE e



46

KALIVAS, 2011). No presente estudo, esse efeito foi observado nos micos com a
administracao repetida de cocaina.

De fato, altos niveis dos comportamentos de vigilancia foram detectados
durante a sessao teste (sessdo 14), em comparagdo com a Ultima sessdo de
tratamento (sesséo 7), apenas nos animais que foram tratados previamente com
cocaina. Vale ressaltar que, nessa sesséo teste, foi aplicada — depois de um
intervalo de sete dias sem nenhuma interferéncia experimental/farmacol6gica —
uma dose menor de cocaina (5 mg/kg) do que as injetadas durante as sete sessdes
de tratamento (7 mg/kg), e mesmo assim, a taxa de vigilancia permaneceu elevada.
Portanto, ndo houve diferenca na duracdo do comportamento de scan e nas
frequéncias de scan e glance entre as sessfes 7 e 14 do grupo cocaina.

No entanto, nos animais que ndo foram tratados previamente com cocaina, a
administracdo (aguda) de cocaina na dose de 5 mg/kg ndo foi suficiente para
induzir alteracdes nos comportamentos de vigilancia, como observado na
comparagao entre as sessdes 7 e 14 do grupo salina. Nesse sentido, a dose de 5
mg/kg utilizada para a sesséo teste parece ter sido baixa a ponto de néo influenciar
o repertério comportamental dos sujeitos nao-sensitizados pelo tratamento prévio
com cocaina.

Além disso, a freqiiéncia do comportamento de leg stand permaneceu
constante entre as sessbes 7 e 14, independente do tratamento aplicado
anteriormente. Portanto, o estabelecimento de um efeito de sensitizacdo do
comportamento de vigilancia nos micos-estrela também parece ser comportamento-
dependente, assim como visto no efeito de hipervigilancia descrito acima.

Condizente com os resultados negativos para hiperlocomoc¢éo nessa espécie
de primata, ndo foi constatada a inducdo de um efeito de sensitizacdo locomotora
nos grupos previamente tratados com cocaina ou salina. Nesses dois grupos
experimentais, todos os parametros de atividade locomotora permaneceram

constantes entre as sessoes 7 e 14.
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Baseado nos resultados descritos, 0 presente estudo vai ao encontro com o
que afirmam autores como KALVIAS e STEWART (1991), VANDERSCHUREN e
KALIVAS (2000) e VEZINA (2004) em relacao a roedores. H4 um consenso entre
esses autores de que roedores expostos repetidamente a psicoestimulantes
apresentam respostas comportamentais aumentadas — sensitizadas — quando
posteriormente testados com a mesma droga (VEZINA e LEYTON, 2009).
Comparativamente, a literatura é escassa quanto aos efeitos progressivos do uso
repetido de psicoestimulantes em primatas ndo-humanos. Essas drogas de abuso
nao aumentam os aspectos motores de primatas, o que torna dificil a medicdo
instrumental dos efeitos comportamentais (BRADBERRY, 2007). De qualquer
forma, ha um padrdo de comportamentos que parecem se tornar sensitizados com
0 uso repetido de psicoestimulantes, como estereotipias envolvendo a auto-catagcéo
ou a manipulacgdo de objetos, movimentos bucais/linguais, e mais
consistentemente, a vigilancia (do ambiente) e o rastreio de objetos ndo-existentes
(POST e cols., 1976; CASTNER e GOLDMAN-RAKIC, 1999). No presente estudo,
nao foram observados comportamentos estereotipados além dos relacionados a
vigilancia ja descritos acima. Em humanos, a evidéncia de um efeito de
sensitizacdo comportamental parece ser, essencialmente, o surgimento de psicoses
paranoicas associadas com o abuso de anfetamina e cocaina (SATEL e cols.,
1991; UJIKE e SATO, 2004).

Além disso, vale ressaltar que, muitas das drogas que induzem um efeito de
sensitizacdo comportamental sdo igualmente capazes de produzir uma disfuncéo
cognitiva em humanos (revisado em LUNDQVIST, 2005) e apresentam uma alta
propensao de levar a adiccdo. Em animais sensitizados, a reatividade de neurdnios
dopaminérgicos do NAcc a um desafio farmacolégico esta aumentada (revisado em
KALIVAS e STEWART, 1991; VEZINA, 2004). Dada a importancia das vias
dopaminérgicas mesocorticolimbicas na geracdo de certos comportamentos,

incluindo a busca e consumo de drogas de abuso, acredita-se que aumentos
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duradouros da reatividade dessas vias poderiam levar a aumentos duradouros no
desfecho desses comportamentos (VEZINA e LEYTON, 2009). Essa possibilidade
foi importante para o desenvolvimento de uma visdo tedrica influente que propde
gue o influxo de DA no NAcc sensitizado atua juntamente a outras alteracdes na
neuroquimica desse nlcleo para aumentar o efeito das drogas e promover sua
busca e auto-administracdo (ROBINSON e BERRIDGE, 1993).

Vérios fatores, incluindo o niumero de administracdes, o intervalo entre as
aplicacdes, a dose, o género, a idade e a genética do animal podem, em si, afetar o
desenvolvimento e a intensidade da sensitizagdo comportamental (POST e
CONTEL, 1983). Essa ja foi relatada em resposta a cocaina, anfetamina, morfina,
etanol, nicotina e As-tetrahidrocanabinol (JOYCE e IVERSEN, 1979; ROBINSON e
BECKER, 1986; POST e cols., 1992). Além disso, a ocorréncia de uma sensitizacao
cruzada entre drogas com mecanismo de acfes bem distintos ja foi demonstrada.
Por exemplo, animais repetidamente expostos a etanol foram sensitizados para a
cocaina e vice-versa (ITZHAK e MARTIN, 1999). Ainda, animais com histéria de
exposicdo repetida a tolueno, via inalacdo, apresentam uma resposta
comportamental sensitizada a cocaina (BEYER e cols., 2001). Isto sugere que,
mecanismos comuns subsidiam o desenvolvimento da  sensitizacdo
comportamental, apesar do fato de diferentes classes de drogas terem sitios de
ligacéo distintos no cérebro. Ha, também, a influéncia do ambiente na sensitizagéo.
Esta pode ser dependente ou independente do contexto. VEZINA e cols. (1989)
relataram a sensitizagédo cruzada dependente do contexto.

Considerando os diversos possiveis fatores que influenciam a sensitizacdo
comportamental, o presente estudo também buscou avaliar uma possivel mediacédo
desse efeito pelos receptores taquicinérgicos do tipo NK3. Nesse sentido, um grupo
de animais foi tratado repetidamente com o agonista NK; senktide (sessfes 1-7), e,
apos um intervalo de sete dias, foram injetados com uma dose de 5 mg/kg de

cocaina (sesséo 14). Neste grupo, foi observada uma diferenca significativa entre
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as sessdes 7 e 14 quanto a frequéncia do comportamento de scan. De fato, na
sessdo 14, os niveis observados nao diferiram significativamente da frequéncia
vista no grupo previamente tratado com cocaina. Para os demais comportamentos
de vigilancia avaliados, ndo foram detectadas diferencas significativas entre as
sessoes 7 e 14, tendo-se um nivel similar ao observado no grupo salina.

No entanto, a velocidade média detectada ap6s a administracdo de 5 mg/kg
de cocaina na sessdo teste, nesse mesmo grupo previamente tratado com
senktide, foi significativamente maior que a detectada na sessédo 1. Nesse grupo, a
velocidade média atingida apés 5 mg/kg de cocaina foi maior que a vista para os
demais grupos, mesmo que essa diferenca ndo tenha atingido niveis significativos.
Os demais parametros de locomogdo permaneceram constantes ao longo do
estudo. Logo, considerando os resultados obtidos para o comportamento de glance
e a velocidade média, a ativagdo repetida do receptor taqucinérgico NK3 parece ter
potencializado alguns dos efeitos da cocaina nos micos testados no presente
estudo.

Em roedores, o bloqueio agudo de receptores NKj parece prevenir o
desenvolvimento da sensitizacdo comportamental a cocaina. De fato, a habilidade
do antagonista do receptor NK; SB 222200 de inibir a sensitizagdo locomotora a
cocaina sugere um mecanismo envolvendo a liberacdo de ligantes taqucinérgicos
enddgenos - induzida pela cocaina - que por sua vez ativaria os receptores NKsz. A
administracdo aguda e repetida de cocaina aumenta os niveis de mRNA de pré-
protaquicininas no estriado (MATHIEU-KIA e BESSON, 1998; ADAMS e cols.,
2001), os quais codificam precursores para os ligantes endégenos do sistema
taquicinérgico, como a SP e o NKB. Por isso, acredita-se que a ativacdo de
receptores NK;, por meio da liberagdo de ligantes enddgenos, altere a
neurotransmissao dopaminérgica para o NAcc (HUMPEL e cols., 1991; BANNON e
cols., 1995), o que pode contribuir para a sensitizacdo comportamental

(NWANESHIUDU e UNTERWALD, 2010).
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Existem evidéncias sugerindo o envolvimento dos receptores NK; em
processos relacionados a memoéria, a ansiedade e ao reforcamento (HUSTON e
cols., 1993). Foi demonstrado em ratos que esses mesmos receptores medeiam 0s
efeitos comportamentais agudos e crénicos da cocaina (JOCHAM e cols., 2006).
Ainda, a administragdo central de SP (HASENOHRL e cols., 2000) e aminosenktide
(CICCOCIOPPO e cols., 1998) levou a preferéncia condicionada por lugar.

Contudo, o desenvolvimento de um ensaio para a investigacdo da atividade
do receptor NKj3 in vivo tem sido seriamente prejudicado pelas diferencas entre
humanos de um lado, e de ratos e camundongos de outro. Em contraste com a alta
afinidade e especificidade para os receptores taquicinérgicos humanos, tanto o
osanetant e o talnetant apresentam baixa afinidade pelo receptor de camundongos
e ratos (NGUYEN-LE e cols., 1996). Essa falta de afinidade parece ser limitada a
pequenas moléculas de antagonistas, que interagem com alcas de ligacao
sobrepostas (mas nao idénticas) nos dominios transmembrana do receptor NKz; em
humanos (MALHERBE e cols., 2008). De qualquer forma, novos estudos se fazem
necessarios para melhor avaliar o efeito de ligantes do receptor NK; em animais

previamente sensitizados.

6.3. Efeito sobre os niveis séricos de cortisol

O estresse, por meio da ativagdo do eixo HPA e da liberacdo de
glicocorticoides, influencia muitas regibes cerebrais, incluindo neurdnios
dopaminérgicos que expressam receptores para corticoides (HARFSTRAND e
cols.,, 1986). A interacdo de glicocorticoides com o sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico pode ter um impacto significativo na vulnerabilidade a auto-
administracdo de drogas de abuso. Em condicbes basais, a secrecdo de
glicocorticoides e a liberacdo de dopamina sédo baixas. Um estresse agudo causa
um aumento na secrecdo de glicocorticdides, que, por aumentar a liberacdo de

dopamina, resulta num aumento da sensibilidade aos efeitos reforcadores das
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drogas de abuso, e assim, um aumento da auto-administracdo (LE MOAL e KOOB,
2007). A exposicdo repetida ao estresse e um conseqiente aumento repetido na
concentracdo de glicocorticéides prejudica progressivamente o feedback negativo
dos glicocorticoides pela diminuicdo do nimero de seus receptores no hipocampo
(LE MOAL e KOOB, 2007). Isto produz aumentos duradouros na secrecdo de
glicocorticoides e na liberacdo de DA no NAcc. Portanto, apds estresse repetido,
um aumento na sensibilidade a drogas é encontrado mesmo semanas apés o fim
da exposicao ao estressor (LE MOAL e KOOB, 2007).

Além disso, ratos que receberam injecbes repetidas de corticosterona
adquirem a auto-administracdo de cocaina em doses menores do que aqueles
injetados com veiculo (PIAZZA e cols., 1991a,b). Os glicocorticéides e estimulantes
agem no mesmo nivel celular, particularmente na regidao da concha do NAcc
(BARROT e cols., 2000) e animais, especialmente aqueles que reagem mais ao
estresse e a estimulantes, se auto-administram glicocorticéides da mesma forma
gque o fazem com psicoestimulantes (PIAZZA e cols., 1993). Esses resultados
sugerem que horménios do estresse podem ser um dos fatores que determinam a
vulnerabilidade ao abuso de substancias.

A retirada de drogas de abuso leva a aumentos da liberagdo do fator de
liberacdo de corticotropina (CRF), como por exemplo na amigdala. Além disso,
antagonistas de CRF blogqueiam a ansiedade ou as respostas aversivas associadas
com a retirada de drogas (para revisdo: KOOB e LE MOAL, 2005a). No entanto,
ndo existem estudos acerca dos efeitos de uma administracdo aguda ou repetida
de senktide nos niveis de cortisol sérico.

No presente estudo, a administracao repetida de cocaina ou senktide nao foi
capaz de alterar o nivel sérico de cortisol dos micos. Em geral, ndo houve
diferencgas significativas entre as quatro amostras obtidas em um mesmo grupo ou
entre os trés grupos experimentais. Apenas na coleta realizada no dia 15 (i.e., na

manhd apdés a sessdo teste) foi detectada uma concentracdo de cortisol
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significativamente menor no grupo tratado com cocaina, comparada aos demais
animais. Esse resultado pode ter sido influenciado por alguns animais dos grupos
senktide e salina (i.e., diferencas individuais) e/ou a uma elevacdo dos niveis de
estresse em resposta a frequéncia do procedimento de coleta de sangue até essa
fase do estudo. Um aumento nos niveis circulantes de cortisol ja foi relatado em
micos em resposta ao regime de coleta/amostragem (SARNYAI e cols., 1996). Tal
efeito pode ndo ter sido detectado no grupo cocaina em virtude das diversas
alteracdes neuroquimicas e fisioldgicas ja induzidas inerentemente pela droga.
Apés um intervalo de 30 dias, ndo houve mais diferenga entre os grupos.

Vale ressaltar que o resultado obtido ndo parece ter sido influenciado pelo
estresse de contengdo, uma vez que nao houve uma correlagdo entre os niveis de
cortisol observados e o tempo despendido para obtencdo das amostras de sangue.
Além disso, os niveis basais observados (dia 0) se assemelham a dados
previamente publicados para essa (LIMA e cols., 2008) e outras espécies de micos
(YAMAMOTO e cols., 1977; CHROUSOS e cols., 1982; KLOSTERMAN e cols.,
1986). O longo intervalo entre a administragdo/observacdo comportamental e a
coleta de sangue também pode ter contribuido para falta de efeito observado nos
niveis de cortisol. Porém, LIMA e cols. (2008) também n&o relatam mudancas
nesse parametro fisiolégico em micos-estrela, mesmo apos 30 ou 60-min da
administracdo de uma dose superior a testada no presente estudo (10 mg/kg).
Nesse trabalho, os autores sugerem que a falta de efeito possa estar associado ao
alto nivel basal de glicocorticGides circulantes, tipico para varias espécies de
priamatas do Novo Mundo. Ainda, uma afinidade de ligacdo ao receptor reduzida é
sugerida para explicar a resisténcia a variacbes dos niveis séricos de
glicocorticoides dos micos (LIMA e cols., 2008).

De qualquer forma, a falta de efeito observado no presente estudo deve ser

interpretado com cautela, devendo novos estudos serem realizados para que se
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possa melhor avaliar a relagdo entre a cocaina, o senktide e a ativacdo do HPA

nessa e em outras espécies de primatas nao-humanos.

6.4. Perspectivas futuras

Este estudo buscou contribuir com novas informag8es sobre a mediacéo via
receptores NK;3 cerebrais de alguns aspectos da sensitizagdo comportamental
induzida pela cocaina. Contudo, alguns aspectos permanecem a ser estudados. A
falta de estudos acerca do efeito da ativacdo do receptor NK; em animais
previamente sensitizados aponta para a necessidade de estudos que avaliem
aspectos da ativacdo repetida desses receptores sobre os efeitos da cocaina.
Ainda, o pré-tratamento com senktide e o tratamento com cocaina, conforme
NWANESHIUDU e UNTERWALD (2009 e 2010) investigaram em ratos, pode
ajudar a elucidar as diferencas interespecificas e permitir melhores extrapolacées

dos resultados a humanos.
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7. CONCLUSOES

No presente estudo, a respeito da sensitizacdo comportamental induzida
pela administracdo sistémica e repetida de cocaina em micos-estrela (Callithrix
penicillata), e da participacdo do sistema neuropeptidérgico das taquicininas nesse
efeito, foi observado que:

f) um regime de administracdo repetida de doses fixas de cocaina (7
mg/kg) induziu um efeito de hipervigilancia, mas nédo alterou o padrdo locomotor
dos micos-estrela;

g) o regime descrito acima foi capaz de sensitizar comportamentos de
vigilancia nos micos-estrela, avaliado via a administracdo de uma dose teste de 5
mg/kg de cocaina aplicada uma semana apés a suspensdo do tratamento
(retirada);

h) essa sensitizacdo ndo se estendeu para todos os comportamentos de
vigilancia, tendo-se um efeito preferencialmente sobre os comportamentos de scan
e glance;

i) os parametros de locomogdo dos micos nao foram sensitizados pelo
regime de administracéo de cocaina usado no presente estudo;

)] a ativacao repetida do receptor taquicinérgico NK3;, com o agonista
direto senktide, potencializou o efeito da cocaina no comportamento de vigilancia
glance e a velocidade média de locomocgé&o dos micos;

k)  os niveis de cortisol dos animais se mantiveram constantes ao longo
de todo o procedimento, independente do tratamento administrado (salina, cocaina
ou senktide);

)] 0 protocolo empregado pode vir a ser uma ferramenta experimental
impar no estudo comparativo de aspectos neuropsicobiolégicos da dependéncia,
considerando que foi usado um regime de doses fixas e ndo escalonadas, como é

tipicamente empregado em roedores e primatas ndo-humanos, respectivamente;
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m) 0 mico-estrela parece ser um bom sujeito experimental em estudos
sobre a dependéncia, podendo atuar como um importante elo entre resultados pré-
clinicos (e mais invasivos) obtidos em roedores e dados clinicos advindos de

usuarios dependentes.
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