comportamentais promovidas pela cocaina no Sistema Nervoso Central (ver Carey
et al., 2004, 2005). Em conjunto com os receptores 5HTia, 0s receptores
pertencentes a sub-populacdo 5HTg também parecem participar do controle das
alteragbes comportamentais promovidas pela cocaina no Sistema Nervoso Central
(Miller & Huston, 2006). Uma importante caracteristica desses receptores € a
facilitagao da liberagdo da dopamina em regides associadas ao desenvolvimento
de dependéncia (Miller & Huston, 2006).

Em resumo, o aumento da serotonina extracelular promovido pela inibicdo
de sua recaptacdo pela cocaina produz alteragcdes comportamentais devido a
estimulacdo direta dos diferentes subtipos de receptores serotonérgicos ou pela
ativacao indireta de outros sistemas de neurotransmissdo como o dopaminérgico
(Miller & Huston, 2006).

O ultimo e mais importante sistema de neurotransmissdo afetado pela
cocaina é o sistema dopaminérgico (Alcantara et al., 2010). O aumento de
dopamina na via mesocorticolimbica promovido pela cocaina tem sido proposto
como o principal mecanismo relacionado com o desenvolvimento de dependéncia
dessa droga (Prakash & Das, 1993; Anderson & Pierce, 2005; Filip et al., 2006).).

A dopamina pode atuar em dois grupos diferentes de receptores
dopaminérgicos, os receptores da familia D1 e aqueles da familia D2, que exercem
efeitos intracelulares opostos via proteina G (Sibley et al., 1993). Os efeitos da
exposicao repetida a cocaina na densidade dos receptores Di e D, parece
depender de diversos fatores, como a dose administrada, a rotina de
administragcdo, a duragao do tratamento e o periodo de abstinéncia. Nesse
contexto, ha relatos de que a densidade dos receptores D, pode aumentar (Kleven

et al., 1990; Sousa et al., 1999), diminuir (Goeders & Kuhar 1987; Moore et al.,
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1998), ou permanecer inalterada (Laurier et al., 1994; Kunko et al., 1998;
Stanwood et al., 2000) apos infusbes sistémicas e continuas de cocaina. A
plasticidade desses receptores dopaminérgicos assim como mudangas na
sinalizacao intracelular que ocorrem apds o0 uso repetido de cocaina tém sido
sugeridas como neuroadaptagdes que contribuem para o desejo compulsivo por

essa droga na dependéncia (Robinson & Berridge, 1993; Kalivas et al., 1998).

1.4. Etanol

O etanol (ou Aalcool etilico) € produzido pela fermentacdo que ocorre
naturalmente quando leveduras microscopicas contidas no ar entram em contato
com produtos que contenham agucar, como frutas, mel, melado de cana-de-agucar
ou graos, como por exemplo, o milho (Meyer & Quenzer, 2005).

No que se refere a sua farmacocinética, a absorcao do etanol depende de
difusdo passiva, e € governada pelo gradiente de concentragdo e pela area de
superficie da mucosa. Quando o etanol alcanga a circulagdo sistémica, ele é
distribuido a todos os compartimentos do organismo em uma taxa proporcional ao
fluxo de sangue local naquele tecido. Dessa forma, como o cérebro recebe um alto
fluxo sanguineo, altas concentragdes de etanol sdo atingidas rapidamente nesse
orgéo (Meyer & Quenzer, 2005).

Os efeitos do etanol sobre o Sistema Nervoso Central abrangem tanto
componentes estimulantes como depressores. De um modo geral, doses baixas
sao estimulantes e doses altas depressoras. No homem, por exemplo, a fase

estimulatéria consiste em desinibicdo comportamental, diminuicao de autocritica e
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da tensdo e aumento da afetividade, seguida por uma fase depressora,
caracterizada por cansacgo e prostragdo (Ekman et al., 1963,1964).

A exposicdo prolongada aos efeitos depressores do etanol resulta em
tolerancia a esses efeitos. Ja a agcao estimulante do etanol esta relacionada ao
fendmeno de sensibilizagdo, ou seja, a administracdo prolongada de doses baixas
resulta em um aumento da resposta comportamental. Embora tenham efeitos
farmacologicamente opostos, tanto a sensibilizagdo quanto a tolerancia sao
fenbmenos importantes para o desenvolvimento da dependéncia, sendo que a
sensibilizagdo aos efeitos psicoestimulantes do etanol esta intimamente envolvida
com a compulsado (“craving”) dos dependentes pela droga (Camarini, 1997; Heinz
et al., 2003).

A retirada abrupta do uso de etanol em dependentes leva a uma sindrome
de abstinéncia bem caracteristica, com sintomas como ansiedade, tremores,
hiperatividade autonémica (sudorese, taquicardia), insdnia, nausea, desorientagéo,
alucinagdes, compulsao (“craving”), anedonia e, em casos mais graves, convulsdes
e delirium tremens (caracterizado por um estado severo hiperadrenérgico,
desorientagdo, déficit de atengcdo e alucinagdes visuais e auditivas) (American
Psychiatry Association, 2000; Mckeon et al., 2008). Modificagbes na atividade
dopaminérgica e na atividade glutamatérgica parecem estar envolvidas com os
sintomas observados na sindrome de abstinéncia ao alcool. Mais especificamente,
alteragdes funcionais em receptores glutamatérgicos NMDA parecem estar
associadas ao desejo compulsivo durante a abstinéncia ao alcool (Davis & Wu,
2001). Além disso, Morikawa & Morrisett (2010) demonstraram um aumento na
quantidade de receptores do tipo AMPA durante a sindrome de abstinéncia ao

alcool. No que diz respeito a transmissdo dopaminérgica, uma acentuada
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diminuicao na liberacao ténica de dopamina no nucleo accumbens de roedores tem
sido observada apoés a retirada da exposigao cronica ao etanol (Diana et al., 1993;
Weiss et al., 1996). De forma similar, estudos de imagem em humanos também
demonstraram reducao da liberacdo de dopamina no estriado de individuos
alcodlicos (Martinez et al., 2005; Volkow et al., 2007).

Evidéncias farmacoldgicas e bioquimicas demonstraram que o etanol
poderia promover seus efeitos por uma ampla variedade de mecanismos,
envolvendo modificagdes nas neurotransmissdes dopaminérgica, opidide,
glutamatérgica, serotonérgica, GABAérgica e colinérgica (Peoples et al., 1996).
Ainda, o etanol poderia atuar também sobre o agente neuromodulador adenosina,
0 neuropeptideo neurotensina, o horménio arginina-vasopressina, a enzima
adenilato ciclase, os canais de calcio e as membranas plasmaticas (para revisao
ver Lacerda, 1996; Camarini, 1997). Nesse aspecto, os efeitos do etanol sobre a
neurotransmissao dopaminérgica parecem ser de especial importancia tanto para o
efeito estimulante quanto para as propriedades reforcadoras dessa substancia
(Lacerda, 1996, para revisao).

Por atuar em diversos sistemas de neurotransmisséo, tem sido demonstrado
que o etanol pode aumentar a transmissdo dopaminérgica mesolimbica direta ou
indiretamente por varios mecanismos. Assim, o etanol pode estimular os disparos
de neurbnios dopaminérgicos da area ventral do tegmento mesencefalico
indiretamente via liberacdo de [-endorfinas, modulacdo de receptores
glutamatérgicos NMDA, de receptores 5HT3 ou ainda de receptores colinérgicos
nicotinicos (Vengeliene et al., 2008). Além disso, o etanol parece promover
também um aumento direto nos disparos desses neurdnios ao modificar correntes

de K" sensiveis a quinidina (Appel et al., 2003) (Figura 8).
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Conforme revisado por Valezulela & Harris (1997), os estudos bioquimicos
iniciais relacionados aos efeitos do etanol sobre a transmissdo dopaminérgica
basearam-se em medidas das taxas de acumulo do precursor dopaminérgico
DOPA (di-hidroxifenilanina) apds a inibicdo da DOPA descarboxilase, ou na
quantificacdo de metabdlitos da dopamina, como o DOPAC (4acido di-
hidroxifenilacético), como indicadores da taxa de |liberacdo desse
neurotransmissor. Assumia-se que a sintese e a liberagdo de dopamina
estivessem positivamente vinculadas a atividade eletrofisiolégica do neurénio
dopaminérgico. Esses estudos, em sua grande maioria, demonstram que o etanol
promove um aumento na sintese e liberagao (ou seja, do “turnover”) de dopamina
(ver Hoffman & Tabakoff, 1985, para revisdo). Técnicas mais sofisticadas
permitiram medidas mais diretas dos efeitos do etanol sobre a neurotransmissao
dopaminérgica em regides especificas. Assim, utilizando a técnica de microdialise,
Imperato & Di Chiara (1986) verificaram que a administragdo sistémica de etanol
produziu um aumento da liberacido de dopamina no nucleo accumbens e que essa
estrutura era mais sensivel ao efeito do etanol do que o estriado. Paralelamente,
medidas eletrofisioldgicas da atividade de neurdnios dopaminérgicos na area
ventral do tegmento mesencefdlico e na substancia negra apds administragcdo
aguda sistémica ou in vitro de etanol, também revelaram um aumento da taxa de
disparos desses neurdnios (Mereu et al.,1984; Gessa et al., 1985). Ainda, a
administragéo direta de etanol no nucleo accumbens ou no estriado, seguida do
registro da liberagdo de dopamina por meio de microdialise também comprovou as
propriedades do etanol em liberar dopamina (Wozniak et al.,1990). Nesse cenario,

em estudo classico, Weiss e colaboradores (1993) demonstraram que a auto-
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administragdo de etanol é capaz de aumentar a liberacdo de dopamina no nucleo
accumbens.

Comportamentalmente, diferentes estudos demonstram, como mencionado
acima, a participagédo da neurotransmissao dopaminérgica no efeito estimulante do
etanol. Assim, a administracao de a-metil-p-tirosina bloqueia a agcido estimulante e
euforizante do etanol tanto em animais quanto em humanos (Carlsson et al., 1972;
Ahlenius, 1973). Paralelamente, estudos com antagonistas dopaminérgicos, como
espiroperidol ou haloperidol, mostram que essas drogas inibem a atividade
locomotora induzida pelo etanol (Risinger et al., 1992; Broadbent et al., 1995).

Por outro lado, os efeitos depressores observados apds o consumo de altas
doses de alcool parece decorrer de sua acado estimulatéria sobre a
neurotransmissdo GABAérgica e de uma acao inibitéria sobre receptores
glutamatérgicos (Stahl, 2008). Mais especificamente, o etanol atua aumentando a
liberacdo de GABA pelo bloqueio pré-sinaptico de receptores GABA-B e pela acao
agonista direta em receptores GABA-A, levando a hiperpolarizagdo de neurbnios
dopaminérgicos da VTA. Além disso, o etanol atua em receptores pré-sinapticos
glutamatérgicos metabotrépicos (mGIuRs) e canais de calcio voltagem

dependentes que inibem a liberagdo de glutamato, e a consequente estimulagao
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dos neurénios dopaminérgicos da VTA por esse neurotransmissor (Stahl, 2008 —

Figura 8).
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Figura 8 — PFC glu neuron — neurénios glutamatérgicos originados do cortex pré-
frontal; VTA — area tegmentar Ventral; Arcuate Nucleus opiate neuron — Neurénios
opidides originados no nucleo arqueado; VSCC — Canais de sodio dependentes de
voltagem; Glu — Glutamato; DA — dopamina; mGIuR — Receptor glutamatérgico
metabptrépico. Mecanismos de acdo do etanol no sistema dopaminérgico

mesolimbico. Adaptado de Stahl (2008).
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1.5. Sensibilizagao comportamental como modelo animal para estudo da

dependéncia quimica

Indubitavelmente grande parte das informagdes atuais sobre os
mecanismos neurobioldgicos envolvidos no fendmeno de dependéncia quimica
advém de estudos que envolvem a utilizagdo de animais como sujeitos
experimentais. Dentre os modelos animais existentes para o estudo da
dependéncia quimica, destaca-se a sensibilizagdo comportamental (Braga et al.,
2009; Vezina & Leyton, 2009; Emmanuel et al., 2010; Valjent, Bertran-Gonzalez et
al. 2010).

Robinson & Becker (1986) e Hoffman & Wise (1992) definem esse
fendmeno como a intensificagcdo de algumas respostas comportamentais exibidas
por animais de laboratério a drogas com propriedades psicoestimulantes apds a
sua administracédo repetida e intermitente. A plasticidade neuronal subjacente ao
fendmeno de sensibilizagdo vem sendo sugerida como modelo de adaptacdes
neurofisiolégicas que contribuem para o desejo compulsivo pelas drogas com
potencial de abuso (Robinson & Berridge, 1993; Kalivas et al., 1998, Emmanuel et
al., 2010).

Conforme revisado por Phillips (1997), a maioria sendo todas as substancias
com potencial de abuso sdo capazes de estimular a atividade locomotora em
roedores. Esse fato tem levado a investigagdo experimental detalhada da
estimulagdo psicomotora induzida por drogas. Assim, tem sido postulado que
modelos animais de estimulagdo locomotora induzida por drogas poderiam
corresponder a agao euforizante dessas drogas em humanos, sendo que o estudo

da locomogédo traria importantes subsidios aos mecanismos neuroquimicos
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relacionados aos efeitos euforizantes e reforgadores das drogas de abuso
(Robinson & Becker, 1986; Kalivas & Stewart, 1991; Robinson & Berridge, 1993; Di
Chiara, 1995; Kalivas, 2002).

Indubitavelmente, a hiperatividade locomotora vem a ser a resposta
comportamental mais dramaticamente afetada pela administracao repetida de
drogas capazes de aumentar a fungdo dopaminérgica. Constitui-se, portanto, o
parametro quantificado na grande maioria dos estudos relacionados ao fendmeno
de sensibilizagdo comportamental induzido por agentes psicoestimulantes
(Robinson & Becker, 1986; Broadbent et al, 1995; Tzschentke & Schmidt, 1998;
Anagnostaras et al., 2002, Haggkvist et al, 2011) e praticamente o unico parametro
quantificado nos estudos de sensibilizagdo com outras drogas de abuso, como por
exemplo o etanol (Masur et al. 1986, Cunningham & Noble, 1992; Broadbent, 1995;
Lessov et al., 2001; Araujo et al., 2006, 2009).

Diferentes observagdes experimentais indicam que o sistema dopaminérgico
mesolimbico vem a ser o principal substrato neuronal subjacente ao fenémeno de
sensibilizagdo a hiperatividade locomotora induzida por diferentes drogas de
abuso. Segal et al. (1979) verificaram que lesdes promovidas pela neurotoxina 6-
OHDA no nucleo accumbens atenuaram o desenvolvimento da sensibilizacao
comportamental a anfetamina. Ainda nesse sentido, Paulson & Robinson (1990)
constataram que, apdés a administragcdo sistémica repetida de anfetamina, uma
injecdo desafio da droga no nucleo accumbens (realizada 21 dias apds o
tratamento repetido) promoveu um aumento da locomog¢éo significativamente maior
do que aquele observado em animais pré-tratados com salina. Paralelamente,
injecbes repetidas de anfetamina na VTA, mas ndo no nucleo accumbens,

produzem sensibilizagao a resposta locomotora induzida por uma inje¢ao periférica

28



subsequente (desafio) de anfetamina (Kalivas & Weber, 1988). Esses resultados
sugerem que enquanto a indugdo da sensibilizagdo comportamental a resposta
locomotora promovida pela anfetamina depende da acdo dessa droga na VTA, a
expressdo do fenbmeno esta relacionada as suas agbdes nas terminacdes
dopaminérgicas localizadas no nucleo accumbens.

Corroborando esses resultados, Kalivas & Duffy, em 1995, sugeriram que a
inducdo do fenbmeno de sensibilizagdo comportamental se deva a uma acéao
dessa droga nos corpos celulares dos neurdnios dopaminérgicos localizados na
VTA, enquanto que a expressao desse fendmeno seja consequente de um
aumento da liberacdo de dopamina e um aumento da responsividade pds-
sinaptica a dopamina no nucleo accumbens.

Os mecanismos celulares especificos inerentes ao processo de
sensibilizagdo comportamental ainda sao, entretanto, objeto de controvérsia e
parecem ser mediados por diferentes mecanismos pré e pds-sinapticos no sistema
mesolimbico.

De acordo com Wolf et al. (1993), os diferentes estagios do processo de
sensibilizagdo comportamental provavelmente envolvem diferentes tipos de
alteracbes neuronais. Dessa forma, a inducdo desse processo parece envolver
uma subsensibilidade de auto-receptores dopaminérgicos do tipo D2, enquanto a
expressao da sensibilizacdo comportamental parece ocorrer devido a um aumento
da liberagcao de dopamina. Com efeito, utilizando-se de técnicas eletrofisioldgicas
e cromatograficas, esses autores verificaram, 3 a 4 dias apos o término do
tratamento repetido com anfetamina, uma diminuicdo do efeito inibitorio produzido
pela administracdo de quimpirole (agonista dopaminérgico seletivo D2) sobre a

atividade dos auto-receptores dos neurbnios dopaminérgicos da VTA. Nesse
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mesmo periodo (3 a 4 dias apds a retirada do tratamento), ndo foi verificada
nenhuma alteragdo nos niveis extracelulares de dopamina no nucleo accumbens
dos ratos pré-tratados com anfetamina em relacdo aos animais controle.
Entretanto, 10 a 14 dias apds o término do tratamento repetido, a diminuicdo do
efeito inibitério do quimpirole sobre a atividade dos neurdnios dopaminérgicos
localizados na VTA nao mais foi observada, enquanto que um aumento nos niveis
extracelulares de dopamina no nucleo accumbens pdde ser verificado.

Por outro lado, um aumento da sensibilidade dos receptores
dopaminérgicos do tipo D4 no nucleo accumbens tem sido proposto como um dos
mecanismos envolvidos no fenbmeno de sensibilizacado comportamental. Nesse
sentido, Henry et al. (1991) verificaram, por meio de técnicas eletrofisiologicas, um
aumento significativo da responsividade dos neurénios dopaminérgicos localizados
no nucleo accumbens ao SKF 38393 (agonista seletivo de receptores
dopaminérgicos D1), apoés a administragao repetida, por 14 dias, de 10 mg/Kg de
cocaina. Nenhum efeito, entretanto, foi verificado com a administracdo de
quimpirole. Esse dado corrobora os resultados obtidos por Vezina & Stewart
(1989), que contestam ser a subsensibilidade de auto-receptores dopaminérgicos
(do tipo D;) a mais provavel causa para a indugdo da sensibilizagao
comportamental, uma vez que, em seus experimentos, a administracdo de
antagonistas seletivos D, foi incapaz de prevenir o aparecimento de sensibilizagao
comportamental.

Ainda na tentativa de esclarecer quais receptores dopaminérgicos estariam
envolvidos no fenbmeno de sensibilizacdo comportamental, estudos
eletrofisiolégicos realizados por Henry e colaboradores (1998) trouxeram

importantes contribuicoes para a elucidagdo das adaptacbes de receptores
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dopaminérgicos D41 e D2 no sistema dopaminérgico mesolimbico em consequéncia
de sua estimulagao repetida, bem como da relacdo dessas adaptagcbes com a
resposta comportamental associada ao fenbmeno de sensibilizagdo. Assim, esses
autores verificam que a administragdo sistémica repetida do agonista de
dopaminoceptores D, quimpirole produziu uma subsensibilidade de auto-
receptores D, nos neurbnios dopaminérgicos da VTA que se projetam para o
nucleo accumbens (isto é, atenuou os efeitos inibitérios da apormofina na taxa de
disparos dos neurbnios dessa regido), enquanto o tratamento sistémico repetido
com o agonista Dy SKF 38393 promoveu uma supersensibilidade de
dopaminoceptores D1 no nucleo accumbens. Ambos os fendmenos duraram
apenas 1 semana. Quando agonistas D4 e D, foram combinados, observou-se
subsensibilidade de auto-receptores D, na VTA, semelhante aquela produzida
pelo agonista D; isoladamente. Todavia, tal combinagcdo aumentou e prolongou a
supersensibilidade D1 no nucleo accumbens. Os autores interpretaram esses
ultimos resultados como sugestivos de que a indugao de subsensibilidade de auto-
receptores D, na VTA é condicdo necessaria para alteracdes persistentes tanto da
supersensibilidade D4 no nucleo accumbens como da manifestacao
comportamental da sensibilizagdo. Mais especificamente, Henry et al. (1998)
preconizam que a subsensibilidade de auto-receptores D, (induzida pela
administragéo repetida do agonista D;) com o consequente aumento da atividade
dos neurdnios da VTA mantém aumentado o nivel de estimulagdo dos receptores
dopaminérgicos péds-sinapticos. Quando a administracdo do agonista D, é
combinada com a do agonista D4, a estimulagdo adicional dos receptores
dopaminérgicos D4 (pos-sinapticos) promoveria as adaptagdes necessarias para o

aumento persistente da fungao receptora D;.
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Ainda nesse sentido, as indicacdes de que alteragdes funcionais de
receptores dopaminérgicos D2 podem modificar o desenvolvimento do fenébmeno
de sensibilizacdo comportamental foram fortalecidas pela extensa constatacdo de
que a administragdo concomitante de neurolépticos (bloqueadores seletivos ou
preferenciais de receptores dopaminérgicos D;) é capaz de inibir a sensibilizagao
aos efeitos comportamentais induzidos pela administracdo repetida de
psicoestimulantes (Kuribara & Tadokoro, 1990; Kuribara e Uchihashi, 1993, 1994).

Nesse contexto, € interessante notar que, drogas bloqueadoras de
receptores dopaminérgicos centrais tém, muitas vezes, se mostrado efetivas em
antagonizar tanto a sensibilizagdo comportamental (Kuczenski et al., 1981,
Mattingly & Rowlett, 1989; Ujike et al., 1989; Mattingly et al., 1994) como a auto-
administragéo (Johanson & Fischman, 1989) promovida pela anfetamina e outros
psicoestimulantes. Curiosamente, algumas das substancias ndo dopaminérgicas
(como antagonistas de aminoacidos excitatérios e antagonistas opidides) que sao
efetivas em inibir a sensibilizagdo comportamental (Karler et al., 1989; Kuribara,
1995b), também tém se mostrado capazes de antagonizar as propriedades
reforcadoras de psicofarmacos (Mello et al, 1989; Schenk et al, 1993),
evidenciando as semelhangas entre os mecanismos inerentes a sensibilizagao
comportamental e o desejo compulsivo do uso de drogas de abuso. Entretanto,
talvez a mais marcante indicacao experimental dessas semelhancas decorra de
experimentos que relacionaram o fendbmeno de sensibilizagdo comportamental ao
processo de auto-administracéo. Assim, Piazza e colaboradores (1989) verificaram
que os ratos mais predispostos a desenvolver sensibilizagdo a hiperatividade
locomotora induzida pela anfetamina também eram aqueles a apresentar maior

predisposicao a auto-administracdo dessa droga. Dados semelhantes tém sido
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obtidos para o etanol. Camarini et al. (2004) verificaram uma correlagao positiva
entre a sensibilizacdo a hiperatividade locomotora induzida pelo etanol e o
consumo dessa substancia em duas linhagens de camundongos. Grahame et al.
(2000) demonstraram que camundongos geneticamente selecionados para alta
preferéncia ao etanol desenvolveram sensibilizacdo ao efeito estimulante
locomotor da droga, ao passo que tal sensibilizagdo n&o ocorreu para
camundongos geneticamente selecionados para baixa preferéncia ao etanol.
Esses resultados sugerem uma associagédo genética positiva entre o fenémeno de
sensibilizagcdo comportamental e as propriedades reforcadoras do etanol. Ainda
mais recentemente, Lessov e colaboradores (2001) verificaram, em camundongos
de uma linhagem com alta preferéncia ao etanol, que o desenvolvimento de
sensibilizagdo a hiperatividade locomotora induzida pelo etanol apresentou-se
associado a um posterior aumento do consumo voluntario da droga.
Paralelamente, esses autores verificaram que o consumo voluntario prévio de
etanol foi capaz de promover um aumento (sensibilizagdo) do efeito estimulante

induzido por uma injegdo intraperitoneal da droga.

1.6. Influéncia do condicionamento ambiental no processo de

sensibilizagdo comportamental

Tem sido progressivamente aceito que, em adigdo as propriedades
reforcadoras das drogas de abuso, a regulacdo ambiental das alteragbes
neurobiolégicas por elas induzidas € um fator critico no desenvolvimento e
expressao da dependéncia quimica (Kalivas, 2002). Estudos em modelos animais

quantificando por microdialise a liberacao in vivo de dopamina no nucleo
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accumbens revelaram que tal liberacdo é aumentada pela apresentacdo de
estimulos ambientais novos e motivacionalmente relevantes (Berridge & Robinson,
1998). Sendo assim, o fator ambiental parece contribuir de forma importante para o
desenvolvimento e a expressao do processo de sensibilizacao tanto em animais de

laboratério quanto em humanos (Vezina & Leyton, 2009).

Neuropsicologicamente, uma nova linha de pensamento que tem adquirido
crescente interesse tanto na dependéncia quimica como no fenbmeno de
sensibilizagdo comportamental baseia suas hipoteses em processos de
aprendizagem e memoaria. Nesse contexto, algumas influéncias externas poderiam
ser associadas ao abuso de drogas sob a forma de condicionamento pavloviano
(para reviséo ver Everitt & Wolf, 2002).

Pavlov (1927) foi o primeiro a sugerir que certas respostas comportamentais
poderiam ser eliciadas ndo sé pelo estimulo incondicionado (El), mas também por
um estimulo condicionado (EC) a ele. Nesse condicionamento pavloviano, um EC
(i.e. som, ambiente) inicialmente neutro é apresentado em associagdo com o El
(i.,e. choque nas patas, administragdo de droga). A associagdo entre eles é
estabelecida pela exposi¢ao repetida EC+EI, até que o proprio EC passe a gerar a
resposta observada outrora apenas como resultado da apresentagao do EIl. Essa
resposta denomina-se resposta condicionada (RC). Em outras palavras, quando os
animais sao tratados repetidamente com drogas estimulantes (El) e, expostos
sempre ao mesmo ambiente (EC) sob o efeito destas, os animais associam os
efeitos estimulantes promovidos pela droga (i.e., cocaina e anfetamina) com o
ambiente. Dessa forma, apds alguns pareamentos entre a droga e o ambiente,

este per se é capaz produzir a resposta condicionada. Varios autores tém
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demonstrado esse fendmeno (Damianopoulos & Carey, 1998; Franklin et al.,
2000a, b; Crombag et al., 2001; Adams et al., 2001; Carey et al., 2005a, b).

Nesse sentido, a hiperatividade locomotora e o comportamento
estereotipado induzidos por anfetamina tém se mostrado passiveis de
condicionamento ambiental em roedores (Damianopoulos & Carey, 1992; Ahmed
et al, 1995; Carey & Gui, 1998, Alvarez et al, 2006; Chinen et al., 2006). No que
concerne ao efeito estimulante locomotor da cocaina, existem também evidéncias
de que esse efeito pode ser condicionado ou associado a pistas contextuais
(Druhan & Wilent, 1999; Franklin & Deihan, 2000 a, b).

O modelo animal desse tipo de associacao que resulta na evocacao da
atividade locomotora na auséncia da droga com a apresentacdo apenas do
estimulo condicionado (ambiente) é denominado locomog¢ao condicionada (Ahmed
et al., 1998). Em humanos, varias respostas condicionadas tém sido reportadas
apos exposicao a pistas ambientais que lembrem o uso da droga, incluindo
‘craving”, euforia, aumento da energia, aumento dos batimentos cardiacos e da
taxa de pressao sistélica (Foltin and Haney, 2000; Panlilio et al., 2005; Leyton et
al., 2005). Assim, a locomogcédo condicionada em roedores correlacionar-se-ia ao
desejo compulsivo pela droga observado em humanos frente a uma pista
ambiental previamente associada ao uso dessa droga (Newlin, 1992; O Brien et al.,
1992; Childress et al., 1999, Vezina & Leyton, 2009). De importancia, durante a
abstinéncia, essa lembranga poderia ser considerada como um “gatilho” para
promover recaida nesses usuarios (Ludwig et al., 1974; Childress et al., 1986;
Kosten et al., 1986; Jaffe et al., 1989, Foltin & Haney, 2000).

Childress e colaboradores (1992), trabalhando com usuarios de cocaina,

observaram que estimulos outrora neutros poderiam ser associados aos efeitos
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estimulantes da cocaina por meio do condicionamento pavloviano. Exposicdes
subsequentes a esses estimulos eliciavam grande desejo pela droga e
precipitavam recaidas mesmo depois de longos periodos de abstinéncia.
Curiosamente, estruturas como a amigdala, o cortéx pré-frontal e o estriado (em
menor intensidade) estavam ativados durante esses estudos (Grant et al.,, 1996;
Childress et al., 1999), estruturas essas também implicadas na atengdo e no
aprendizado por condicionamento pavloviano (Christakou et al., 2004).

Varias evidéncias, entretanto, sugerem que o nucleo accumbens deve ser o
principal regulador da expressao da resposta condicionada para estimulos
associados a cocaina ou anfetamina. Por exemplo, lesbées no nucleo accumbens
podem interferir com a hiperatividade condicionada produzida pelo pareamento
repetido de um ambiente especifico com anfetamina (Gold et al, 1988). Além
disso, estimulos previamente associados a administragdo de cocaina ou
anfetamina aumentam a liberagao de dopamina no nucleo accumbens de roedores
(Fontana et al., 1993; Gratoon & Wise, 1994; Di Ciano et al., 1998 a,b) e de
humanos (Volkow et al.,2006; Boileau et al., 2006), além de aumentar a expresséo
de proteina c-Fos no nucleo accumbens de roedores (Franklin & Druham, 2000;
Neisewader et al., 2000).

O desenvolvimento dessa atividade condicionada consiste em uma das
bases explicativas para o fendbmeno de sensibilizagdo comportamental (Pert et al.,
1990; Crombag et al., 2001; Anagnostaras et al.,, 2002). De fato, em alguns
protocolos experimentais, a sensibilizagdo comportamental induzida pela
administragéo repetida de psicoestimulantes ou outras drogas de abuso depende
criticamente do pareamento do efeito hiperlocomotor da droga com o ambiente de

observacédo (Jackson & Nutt, 1993; Carey & Gui, 1998a,b; Frussa-Filho et al., 2004;
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Anagnostaras & Robinson, 1996; Oliveira-Lima, 2006). Nos casos em que a
sensibilizagdo comportamental € observada mesmo quando as injegdes de droga
nao sao pareadas com o ambiente de observagao (Bellot et al. 1996, 1997; Costa
et al., 2001; Araujo et al., 2005; Chinen et al., 2006), o condicionamento ambiental
€ capaz de aumentar sua magnitude (Alvarez et al., 2006; Chinen et al., 2006).
Tomadas as consideragdes acima, estratégias que busquem modular o
componente condicionado da sensibilizacdo, tanto em roedores quanto em
humanos, poderiam fornecer importantes subsidios para um tratamento efetivo da

dependéncia quimica (Vezina & Leyton, 2009).

1.7. Extingdo como tratamento da dependéncia quimica

A necessidade de elaborar estratégias que busquem desvincular a
associagao entre pistas ambientais e o uso de drogas torna-se evidente quando
estudos clinicos (nos quais os pacientes sdo expostos as pistas que lembram o
uso da droga) e pré-clinicos (modelos animais de recaida) relatam a dificuldade em
abolir os sinais e sintomas da dependéncia durante a fase de abstinéncia
(Vanderschuren and Kalivas, 2000; Conklin & Tiffany, 2002). Nesse contexto, uma
primeira possibilidade para desvincular essas associagbes seria manter o ex-
usuario longe de estimulos ambientais que lembrem o uso da droga. Atualmente
esse tipo de estratégia vem sendo aplicada por meio da internagao de pacientes
em clinicas de desintoxicagdo; todavia, o grande problema desse tipo de
intervencao é que quando esses individuos saem da clinica e retomam suas vidas,
eles podem se expor novamente as pistas que lembrem o uso da droga (local,

amigos, objetos, etc.) e apresentar uma recaida.
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Esse tipo de tratamento foi relatado, em um dos primeiros estudos nessa
area, por O’'Brien (1976), ao analisar a experiéncia de soldados americanos que
foram a guerra do Vietna. O uso de heroina era frequente entre esses soldados, o
que levou a expectativa de um enorme problema social quando estes retornassem
aos Estados Unidos. Muitas medidas foram tomadas para que os usuarios de
heroina passassem por tratamentos de desintoxicacdo, uma vez que a expectativa
de recaida era de 80% a 90% quando retornassem a seus lares (indice esperado
em dependentes de drogas opidides, segundo estatisticas americanas). O indice
de recaida, contudo, foi de apenas 7%. O niumero surpreendente é coerente com o
papel do condicionamento ambiental na dependéncia quimica: a recaida foi baixa
porque, de volta aos Estados Unidos, os antigos soldados mantinham-se afastados
dos estimulos ambientais diante dos quais havia se dado o consumo de heroina. A
resposta condicionada nao era eliciada porque nao havia o estimulo condicionado.
Talvez por essa razao, as clinicas de tratamento ainda utilizem essa estratégia de
afastar o ex-usuario do ambiente associado ao uso da droga como tratamento para
a dependéncia quimica. No entanto, manter o dependente afastado do ambiente
em que utilizou drogas nem sempre € possivel, principalmente quando estes
retornam ao seu ambiente natural e sdao expostos as pistas ambientais que
lembram o uso da droga.

Outra estratégia de prevencado de recaidas seria extinguir a fungéo
eliciadora de comportamentos promovida pelo estimulo condicionado. Tal
abordagem poderia ser realizada ao “quebrar’” a contingéncia entre estimulo
condicionado (EC - pistas ambientais) e estimulo incondicionado (El - droga), que
faz com que apds a associacdo entre os estimulos (EC-EIl), uma resposta

condicionada seja eliciada apds apresentagao apenas do EC. Essa resposta
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condicionada pode ser subjetiva (por exemplo, “craving” ou desejo compulsivo),
psicofisiolégica (como a taquicardia) ou comportamental (por exemplo, o
comportamento de busca pela droga) e é responsavel por motivar o uso da droga
(Havermans & Jansen, 2003). De fato, ao se apresentar o EC sem que seja
apresentado, logo em seguida, o El, poder-se ia levar a extingdo da resposta
condicionada e/ou a aquisicdo de um novo aprendizado desvinculando o EC do El.
Diante dessa perspectiva, surge como possibilidade promissora o chamado
tratamento de dessensibilizacdo aos estimulos ambientais. Nesse tipo de
tratamento, o dependente quimico é exposto repetidamente aos estimulos
vinculados ao uso de drogas de forma a eliminar a associagao existente entre as
pistas ambientais (EC) e o uso da droga (El), levando assim a extingao da resposta
condicionada (Havermans; Jansen, 2003). Quando a resposta condicionada é
extinta, a motivagdo primaria para a continuidade do uso da droga é eliminada,
tornando baixa a probabilidade de recaidas (Drummond et al., 1995; Jansen,
1998).

Estudos clinicos e pré-clinicos, entretanto, ndo tém encontrado um efeito
substancialmente benéfico da extingdo da resposta condicionada sobre a recaida.
Dawe et al. (1993) estudaram a eficacia do tratamento de exposi¢do a pistas em
dependentes de opiaceos e mostraram que esse procedimento ndo apresentou
efeitos adicionais sobre as taxas de recaida quando esses pacientes foram
comparados com um grupo controle de pacientes que recebeu o tratamento padréo
de clinicas de desintoxicagdo. No entanto, Drummond & Glautier (1994)
demonstraram que o tratamento de exposicdao a pistas aumentou a laténcia para
recaidas em alcodlicos, embora a taxa de recaida desses pacientes nao tenha

diferido daquela de um grupo controle que recebeu treino de relaxamento (controle
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positivo). Niaura et al. (1999) investigaram a eficacia do tratamento de exposigcédo a
pistas em fumantes e mostraram que tal estratégia ndo afetou a recaida. Por fim,
O’Brien et al. (1990) mostraram que a recaida ocorreu mesmo em pacientes que
apresentaram completa extincdo de respostas condicionadas durante o tratamento.

A recaida pode ser estudada em animais utilizando modelos de extingdo e
reinstalacdo (de Wit & Stewart, 1981; Epstein et al., 2006). Nesse sentido, a
extingdo consiste na exposigao repetida dos animais, em estado livre de droga, ao
ambiente previamente associado aos efeitos de uma determinada droga. Dessa
forma, a associagao realizada entre os efeitos da droga e as pistas ambientais
poderia ser progressivamente enfraquecida. Assim, a partir do perfil de respostas
exibidas durante a extincdo, tem-se uma quantificacdo do comportamento de
busca pela droga (veja Thiel et al., 2009). Esses mesmos animais podem ser
testados posteriormente quanto ao processo de recaida por meio do modelo de
reinstalacdo. Este pode ser facilmente induzido em roedores de 3 maneiras: pela
apresentagdo de pistas ambientais associadas previamente a droga, pela
aplicagao de um estresse ou pela administragcdo da prépria droga de abuso (de Wit
& Stewart, 1981; Epstein et al., 2006). Diversos estudos, entretanto, demonstram
que o procedimento de extingao por si s6 nao é eficaz em prevenir completamente
a reinstalagdo do comportamento aditivo em animais (Di Ciano & Everitt, 2002;

Kelamangalath & Wagner, 2009).

1.8. Utilizagao de neuroléticos para o tratamento da dependéncia quimica

Os neurolépticos, também chamados de tranquilizantes maiores ou

antipsicoticos, foram originalmente caracterizados como um grupo de drogas que
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apresentava propriedades terapéuticas e farmacoldégicas comuns das quais se
destacavam a eficacia desejada de tratar as psicoses e o efeito indesejado de
produzir manifestacdes motoras consequentes as modificagdes no funcionamento
do sistema extrapiramidal.

Os primeiros neurolépticos desenvolvidos, também chamados de
neurolépticos tipicos ou de 12 geragao, compartilham o antagonismo de receptores
dopaminérgicos D, como mecanismo de agao principal. Sete classes deles
chegaram a alcangar uso clinico: a das fenotiazinas (como a clorpromazina); a das
butirofenonas (como o haloperidol); a dos tioxantenos (como o tiotixeno); a dos
fenilbutilpiperidinicos (como o pimozide); a dos dibenzoxazepinicos (como a
loxapina); a das benzaminas substituidas (como o sulpiride) e as das di-
hidroindolonas, como a molindona (Hollister, 1984).

Mais recentemente, surgiu uma nova classe de neurolépticos, denominados
atipicos ou de 22 geragcdo (ver Waddington, 2000). Dentre os principais
neurolépticos atipicos em uso destacam-se a ziprasidona, a risperidona, a
olanzapina, a quetiapina, a amisulprida e o sertindol. A ziprasidona em especial é
uma nova droga antipsicotica sendo diferenciada quimicamente de outros
neurolépticos por apresentar uma unica combinagao de atividades farmacoldgicas.
Ela possui uma alta afinidade pelos receptores dopaminérgicos D, e afinidade
substancialmente maior pelos receptores de serotonina dos tipos 5HT2a, 5HToc,
5HT1a € 5HT1a1p (Sendo considerada antagonista serotonérgico/dopaminérgico),
além de moderada afinidade por receptores Hi histaminicos, as-adrenérgicos,
baixa afinidade por receptores dopaminérgicos D1 e nenhuma afinidade por

receptores muscarinicos M1 (Schmidt et al.,2001).
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Mais recentemente, foram introduzidos os neurolépticos de 32 geragdo,
como o aripiprazol. Assim como muitos neurolépticos de 22 geragéo, o aripiprazol
tem atividade em receptores serotonérgicos (agonista em receptores SHTa €
antagonista em receptores SHToa — Burris et al., 2002). Possui também afinidade
por receptores serotonérgicos 5HT,c, por receptores aq-adrenérgicos e
histaminicos Hy € moderada afinidade pelos sitios de recaptacao de serotonina
(Felterstein, 2007; Martinotti, 2009). Nao obstante, sua acdo como estabilizador da
transmissao dopaminérgica (Burris et al., 2002) é o que levou diversos autores a
preconiza-lo como o primeiro farmaco de uma 32 geragcédo de antipsicoticos (ver
Ohseln & Pilowsky, 2005 e Bardin et al., 2006). Nesse sentido, a acdo do
aripiprazol sobre os receptores dopaminérgicos da familia D, pode variar entre
agonismo, agonismo parcial e antagonismo, dependendo do local de agéo (Zocchi,
2005).

Conforme ja comentado, as diferentes drogas de abuso atuam direta ou
indiretamente aumentando a transmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico e
esse efeito parece estar intimamente relacionado com o desenvolvimento da
dependéncia quimica. Assim, principalmente ao longo da década de 1990,
inimeros estudos demonstraram efeitos benéficos de neurolépticos sobre
comportamentos relacionados a dependéncia de drogas, devido a acgéao
antagonista dopaminérgica desses agentes. Foi demonstrado nesses estudos que
a administracao de diferentes neurolépticos concomitantemente ao tratamento com
cocaina, morfina ou etanol foi capaz de impedir o efeito estimulante locomotor
agudo dessas drogas e o desenvolvimento e/ou expressdo da sensibilizagao
comportamental em roedores (Vezina e Stewart, 1989; Weiss et al., 1989; Risinger

et al.,, 1992; Reimer e Martin-lverson, 1994; Tella, 1994; Mattingly et al., 1996;
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Thrasher et al., 1999; Filip et al., 2003). O pré-tratamento com neurolépticos
também foi eficaz na inibicdo da aquisicdo e/ou da expressdo da preferéncia
condicionada por lugar (outro modelo animal de dependéncia quimica) induzida por
cocaina ou morfina em roedores (Kosten e Nestler, 1994; Meil e Schechter, 1997;
Adams et al., 2001; Rezayof et al., 2002). Muitos estudos também demonstraram
que a administracdo de neurolépticos antes de sessdes de auto-administracdo de
cocaina, morfina ou etanol preveniu sua aquisicdo ou diminuiu a quantidade de
droga consumida/infundida por ratos ou macacos (Fuchs et al., 1984; Richardson
et al., 1994; Meil e Schechter, 1997; Files et al., 1998; Ingman et al., 2003; Howell
et al., 2006). Ainda, a administragdo de neurolépticos antes do teste de
reinstalagéo (induzida por pistas ambientais ou por droga) de comportamentos
relacionados a dependéncia de cocaina ou morfina promoveu uma atenuacgao
desse fendbmeno, revelando o potencial terapéutico dos neurolépticos na
prevencao de recaidas ao comportamento de busca pela droga (Li et al., 2009).

No entanto, os estudos que buscaram verificar a efetividade de
bloqueadores de receptores dopaminérgicos sobre comportamentos relacionados a
dependéncia ainda sao sinbnimos de controvérsia. Isso porque, dependendo do
protocolo de administragéo utilizado, os antagonistas dopaminérgicos podem
potencializar os efeitos de drogas de abuso, ao invés de atenua-los ou impedi-los.
Tal contradicao deve-se ao fato de que tratamentos crénicos com neurolépticos
tipicos como o haloperidol promovem supersensibilidade de receptores
dopaminérgicos, caracterizada por um aumento pds-sinaptico desses receptores
que, por sua vez, pode potencializar os efeitos de drogas de abuso (Fukushiro et
al., 2007, 2008; Carvalho et al., 2009). Nesse sentido, a possibilidade de utilizagao

de neurolépticos tipicos restringe-se a protocolos que ndo promovam tal fenbmeno,
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otimizando a capacidade dessa classe de drogas na prevengao ou inibicdo da
dependéncia quimica. Nesse sentido, o fendbmeno da supersensibilidade
dopaminérgica parece nao ser induzido pelos neurolépticos atipicos
antidopaminérgicos/anti-serotonérgicos, como a ziprasidona (Rupniak et al., 1984,
1985; Wilmot e Szczepanik, 1989; Tarazi et al., 2001; Fukushiro et al., 2007, 2008)
e pelo neuroléptico de 32 geracdo aripiprazol (Inoue at al., 1997), tornando tais
agentes mais adequados para a realizacdo de experimentos que envolvam
tratamentos crénicos.

Assim, resultados promissores tém sido encontrados especialmente ao
utilizar o aripiprazol no tratamento da dependéncia quimica. Estudos em seres
humanos mostraram que o tratamento com aripiprazol preveniu efeitos
relacionados ao abuso de anfetamina (Lile et al., 2005; Stoops et al., 2006),
aumentou o periodo em que pacientes dependentes permaneceram abstinentes de
alcool (Martinotti et al., 2009) e reduziu o uso de alcool, o “craving” e a severidade
de sintomas psicopatolégicos em pacientes dependentes de alcool (Martinotti et al.,
2007). Dados preé-clinicos mostraram que a administragdo de varias doses de
aripiprazol foi capaz de bloquear comportamentos de busca por cocaina em ratos
em um modelo de recaida induzida por droga ou por pistas ambientais (Feltenstein
et al., 2007). Um pré-tratamento oral com aripiprazol também foi eficaz em diminuir
de forma dependente de dose a auto-administragdo de cocaina em camundongos
(Sorensen et al., 2008). Por fim, Ingman e colaboradores (2006) demonstraram que
a administracao de aripiprazol reduziu o consumo de etanol por acesso limitado em
ratos selecionados para alta preferéncia por etanol.

Entretanto, embora esses estudos tenham fornecido subsidios importantes

para o melhor entendimento das alteracdes que ocorrem durante o abuso de
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drogas, sob o aspecto translacional, tais abordagens s&o pouco uteis no
tratamento da dependéncia quimica. Com efeito, um dependente quimico nao faria
uso de um agente terapéutico durante a aquisicdo da doenga (ou seja, no
momento em que estiver experimentando ou abusando da droga) ou somente no
momento de uma recaida. Nesse contexto, o delineamento experimental que mais
se aproximaria da realidade seria administrar uma possivel medicacdo no periodo
de abstinéncia da droga, quando a dependéncia quimica ja tiver se instalado.

Nos ultimos anos, tal estratégia mais proxima da realidade clinica tem sido
finalmente abordada em alguns estudos. Nesses estudos, ratos ou camundongos
foram inicialmente tratados com uma droga de abuso até apresentarem
comportamentos relacionados a dependéncia, para s6 entao serem tratados com o
neuroléptico. Assim, Park et al. (2010) verificaram que em camundongos
sensibilizados para cocaina, o tratamento com o neuroléptico atipico clozapina nas
gaiolas moradia por 5 dias durante o periodo de abstinéncia promoveu reversao da
sensibilizagdo em resposta a um novo desafio com o psicoestimulante e ainda a
atenuagdo de algumas alteragdes bioquimicas relacionadas com o processo de
sensibilizagdo comportamental. Utilizando o modelo de auto-administragdo em
ratos, Feltenstein et al. (2009) demonstraram que o tratamento repetido com
aripiprazol durante periodos de abstinéncia da auto-administragdo de cocaina e
imediatamente antes de testes de recaida foi capaz de atenuar a reinstalacao do
comportamento de busca pela droga induzida por pistas ambientais ou por
cocaina. Recentemente, Futamura e colaboradores (2010) demonstraram a
eficacia de um tratamento repetido com diferentes doses de aripiprazol em atenuar
a sensibilizagdo comportamental a metanfetamina em camundongos quando

realizado durante o periodo de abstinéncia da droga.
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Cabe salientar, entretanto, que a fisiopatologia da dependéncia quimica nao
envolve apenas fatores farmacoldgicos, mas também fatores extrinsecos ao uso da
droga, que, se nao abordados simultaneamente em uma estratégia terapéutica,

podem contribuir para o seu insucesso.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

A presente tese teve por finalidade verificar os efeitos de um tratamento
repetido com o neuroléptico de segunda geracéo ziprasidona bem como com
neuroléptico de terceira geragao aripiprazol sobre a sensibilizagdo comportamental
previamente desenvolvida a cocaina e ao etanol. Para verificar a participagédo do
contexto ambiental sobre os efeitos dos neurolépticos, esses agentes foram
administrados de forma pareada ou nao pareada ao ambiente previamente

pareado a droga de abuso em questao.

2.2. Objetivos Especificos

1 Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com
injecbes pareadas ao ambiente de observagédo, sobre a sensibilizagao
locomotora induzida por um tratamento prévio, também pareado ao

ambiente de observagao, com cocaina;

2 Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com
injecbes ndo pareadas ao ambiente de observacgao, sobre a sensibilizagao
locomotora induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de

observagao, com cocaina;

3 Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com

injecbes pareadas ao ambiente de observagdo, sobre a sensibilizagao
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locomotora induzida por um tratamento prévio, também pareado ao

ambiente de observacao, com etanol;

Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com
injecbes ndo pareadas ao ambiente de observacgéo, sobre a sensibilizagao

locomotora induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de

observacdo, com etanol;

Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com
injecbes pareadas ao ambiente de observagédo, sobre a sensibilizagao
locomotora induzida por um tratamento prévio, também pareado ao

ambiente de observagao, com cocaina;

Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com
injecbes ndo pareadas ao ambiente de observacgéo, sobre a sensibilizagao

locomotora induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de

observagio, com cocaina;

Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com
injecbes pareadas ao ambiente de observagédo, sobre a sensibilizagao
locomotora induzida por um tratamento prévio, também pareado ao

ambiente de observacao, com etanol;

Verificar os efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com
injecbes ndo pareadas ao ambiente de observacgéo, sobre a sensibilizagao
locomotora induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de

observacao, com etanol.

48



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas EPM-M2, com 3 meses de
idade, originarios do Biotério Central da Escola Paulista de Medicina — UNIFESP.
Os animais foram alojados em numero de 6-7, em gaiolas plasticas medindo 41 x
34 x 16,5 cm, desde seu desmame até serem colocados nas diferentes situacdes
experimentais. Essas gaiolas foram mantidas em salas do biotério, com ventilagéo
e temperatura (20-23°C) controladas por meio de ar condicionado central, em um
ciclo claro/escuro de 12/12 horas, iniciando-se a fase clara as 6:30h. Agua e
comida foram fornecidas ad libitum. Quando da realizagao dos experimentos, os
animais foram retirados do biotério em suas gaiolas moradia e levados para uma
sala de observacdo, também com temperatura controlada por aparelho de ar
condicionado e apresentando vedagéo sonora (nivel maximo de ruido de 40 dB),
sendo deixados para habituacdo por pelo menos uma hora antes do inicio dos
experimentos.

Os experimentos foram realizados de acordo com o National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications N° 80-23),
revisado em 1996 e com a lei brasileira N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 entre
13:00 e 16:00. A presente tese foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da
UNIFESP (nimero CEP - 0345/07).

Camundongos fémeas foram utilizados na presente tese porque tem-se
verificado um aumento significativo no uso de drogas licitas e ilicitas em mulheres
nas ultimas décadas (Chen & Kandel et al., 2002; Hedges et al., 2010). Além disso,
estudos em outros primatas ou roedores indicam uma maior sensibilidade do
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género feminino aos efeitos de diversas drogas de abuso e, consequentemente,
maior vulnerabilidade ao abuso destas (Kuhn et al., 2010; Evans e Foltin, 2010).
3.2 Drogas

« Cocaina (Sigma®)

« Etanol (Merck®)

¢ Ziprasidona (Pfizer®)

e Aripiprazol (Bristol-Myers Squibb®)

O Etanol (1.8 g/kg) e a cocaina (10 mg/kg) foram diluidos em salina (NaCl
0,9%). A ziprasidona (5 mg/kg) e o aripiprazol (0,1 mg/kg) foram dissolvidos em
tween 80 e depois diluidos para a concentragao correta em agua destilada. A via
de administragao intraperitoneal (i.p.) foi utilizada para todas as drogas, em volume
de 10 mL/kg de peso corporal. Os animais dos grupos controle receberam o mesmo

volume dos respectivos veiculos.

3.3 Registro da atividade geral em campo aberto

O campo aberto utilizado consiste em uma arena de polietileno branco
opaco com formato cilindrico. O corpo do cilindro tem 50 cm de altura e sua
base é um cilindro de madeira com 40 cm de diametro e 2 cm de altura. Desse
modo, o corpo do cilindro (paredes da arena) apresenta um encaixe justo a
sua base (chao da arena), podendo, corpo e base, serem separados para a
efetuacdo da limpeza. O chdo da arena é subdividido em 19 regides
aproximadamente iguais demarcadas por circunferéncias concéntricas de

raios diferentes (4, 12 e 20 cm), intersectadas por segmentos de retas radiais.
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Cada animal foi observado individualmente no campo aberto durante 10
minutos. Nesse periodo foi quantificada a frequéncia de locomocgao, isto é, a
quantidade de vezes em que o animal adentrou com as 4 patas quaisquer
quadrantes do aparelho (Chinen et al., 2006). Dados obtidos em nosso laboratério
sugerem que a frequéncia de locomogao € o principal parametro da atividade geral
de camundongos indicador da sensibilizagdo comportamental (Araujo et al., 2005).
A observacao da atividade motora dos animais por 10 minutos é considerada
eficaz para avaliar os efeitos de drogas sobre o sistema dopaminérgico (Frussa-
Filho and Palermo-Neto, 1990, Queiroz & Frussa-Filho, 1997) particularmente os
efeitos estimulantes e a sua sensibilizacao produzidos pelo etanol e pela cocaina
(Fukushiro et al., 2007, 2008, 2010).

Apds cada observacdo no campo aberto, o aparelho foi limpo com uma
solugdo de alcool-agua 5%. As observagdes dos animais de cada grupo foram

alternadas e realizadas sempre em um horario especifico.

3.4 Analise Estatistica

Todos os parametros foram avaliados pela analise de variadncia (ANOVA)
de uma, duas ou trés vias. Quando a ANOVA de duas vias foi utilizada, duas
variaveis foram analisadas: Tratamento 1, que corresponde ao tratamento com
salina ou cocaina (experimentos 1, 2, 5 e 6) ou com salina ou etanol (experimentos
3, 4, 7 e 8), e Tratamento 2, que corresponde ao tratamento com veiculo de
ziprasidona ou ziprasidona (experimentos 1, 2, 3 e 4) ou com veiculo de aripiprazol
ou aripiprazol (experimentos 5, 6, 7 e 8). Quando a ANOVA de trés vias foi
utilizada, os fatores analisados foram: Tratamento 1, Tratamento 2 e Tempo.

Quando necessario, foi realizado em seguida o teste post-hoc de Duncan para
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multiplas comparacdes entre os grupos. O teste t para amostras pareadas foi
utilizado para comparagbes dentro de um mesmo grupo experimental em
diferentes momentos. Em todas as comparacdes realizadas, o valor de P<0,05 foi

considerado como referéncia para indicar diferencas significativas.

4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Experimento 1 - Efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com

injegbes pareadas ao ambiente de observagédo, sobre a sensibilizagdo induzida por

um tratamento prévio, também pareado ao ambiente de observacdo, com cocaina.

Cinquenta e dois camundongos fémeas foram habituados no campo aberto
por 10 minutos durante 3 dias consecutivos, sendo sua locomocao quantificada no
3° dia. De acordo com as frequéncias de locomocao obtidas nesse 3° dia de
habituagdo, os camundongos foram distribuidos em 4 grupos com 13 animais
cada, apresentando valores basais semelhantes: Sal-Vei, Sal-Zip, Coc-Vei e Coc-
Zip. Para induzir a sensibilizagdo por cocaina, os animais receberam inje¢des
intraperitoneais de 10 mg/kg de cocaina (Coc-) ou (i.p.) de salina (Sal-) em dias
alternados por 15 dias (dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15) e, 5 minutos apds cada
injecdo, os animais foram individualmente colocados no campo aberto por 10
minutos. A atividade locomotora foi quantificada no 1° e no 15° dias dessa fase,
denominada fase de tratamento com cocaina. Quarenta e oito horas apds a ultima
injecdo da fase de tratamento com cocaina iniciou-se a fase de tratamento com
ziprasidona. Durante esta fase, os camundongos receberam inje¢cbes i.p. de
veiculo de ziprasidona (-Vei-) ou de 5 mg/kg de ziprasidona (-Zip-) em dias

alternados durante 7 dias (dias 1, 3, 5 e 7) e, 30 minutos apds cada injegéo, eles
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foram individualmente expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade
locomotora foi quantificada no 1° e no 7° dias da fase de tratamento com
ziprasidona. Cinco dias apés a ultima inje¢éo, todos os animais foram agudamente
desafiados com uma injecdo i.p. de salina e colocados no campo aberto por 10
minutos para o teste da resposta condicionada. Quarenta e oito horas apds o
desafio com salina, os animais foram desafiados com cocaina para testar a
reinstalacdo da sensibilizacdo comportamental. Assim, todos os animais
receberam uma injecéo i.p. de 10 mg/kg de cocaina (-Coc) e foram individualmente
colocados no campo aberto, onde a frequéncia de locomocgéao foi quantificada por
10 minutos.

Os detalhes do protocolo do Experimento 1 estao descritos na Tabela 1:

Linha do 1°ao 3°

tempo Dia 4° ao 18° Dia 20° ao 26° Dia 31° Dia 33°Dia
Administragdes Administragdes
alternadas entre o 1°e  alternadas entre o 1°
G"rlu=|:gs o0 15° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei — CA Sal-QCA Coc-QCA
S S S
. 04 I e} . o
Sal-Zip Cwm 8 Sal - CA w Zip — CA . Sal- QCA Coc-QCA
e3° - 8 ©
oM © T 5
.~ S5 B % o
Coc-Vei = 2 o Coc—-CA - Vei — CA : Sal-QCA Coc-QCA
w o
T - -
Coc-Zip Coc-CA Zip— CA Sal- QCA Coc-QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio Desafio
Cocaina Ziprasidona Salina Cocaina

Sal = injecdo i.p. de salina; Coc = injegao i.p. de 10 mg/kg de cocaina; Vei = injegéo i.p. de veiculo
de ziprasidona; Zip = injecéo i.p. de 5 mg/kg de ziprasidona; CA = exposi¢cdo ao campo aberto por
10 minutos; QCA = quantificagéo da atividade locomotora por 10 minutos em campo aberto (5 min
apos a injecao de salina ou cocaina e 30 min apos a injegcéo de veiculo ou ziprasidona).
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RESULTADOS:

O primeiro experimento foi desenvolvido para simultaneamente investigar 5
diferentes questdes: 1) se o tratamento repetido com cocaina, sob nossas
condigbes experimentais, poderia promover o desenvolvimento de sensibilizagdo
comportamental e de reposta condicionada e se essa sensibilizacdo poderia ser
reinstalada apds abstinéncia da droga; 2) se o tratamento com ziprasidona em um
determinado ambiente poderia promover o desenvolvimento de uma
hipolocomogao condicionada; 3) se o tratamento com ziprasidona durante a fase
de abstinéncia de cocaina e no mesmo ambiente previamente pareado com
cocaina poderia modificar a resposta condicionada a essa droga de abuso; 4) se o
tratamento com ziprasidona durante a fase de abstinéncia de cocaina e no mesmo
ambiente previamente pareado com cocaina poderia impedir a reinstalacdo da
sensibilizagdo comportamental a essa droga de abuso e 5) se o tratamento
repetido com ziprasidona poderia promover supersensibilidade dopaminérgica

central, potencializando os efeitos de uma inje¢do aguda de cocaina.

Os dados das frequéncias de locomog¢ao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 1. Todos os animais apresentaram habituagdo ao
campo aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

Durante a fase de tratamento com cocaina, a ANOVA com medidas
repetidas revelou efeitos significativos do fator tempo (dia 1 x dia 15) [F(1,50=
79.75; P<0.001], do fator tratamento (cocaina x salina) [F(1,50) = 142.66, P<0.001]

e interagao entre tempo x tratamento [F(1,50) = 66.61, P<0.001]. A primeira injecao
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de cocaina (1° dia da fase de tratamento com cocaina) induziu um aumento
significante da atividade locomotora dos camundongos (grupos tratados com
cocaina > grupos tratados com salina — teste post hoc de Duncan, P<0.05),
demonstrando o efeito estimulante locomotor da dose de cocaina usada no
presente estudo. Apos 8 injegbes de cocaina (15° dia da fase de tratamento com
cocaina), ocorreu um aumento significativo da locomogao nos grupos tratados com
cocaina (15° dia > 1° dia) [teste t pareado 1° x 15° dia: grupo Coc-Vei: t(12) = 9.22,
P<0.001 e grupo Coc-Zip: t(12) = 5.0 P<0.001]. Este aumento da atividade
locomotora da cocaina no 15° dia comparado ao 1° dia na fase de tratamento com
cocaina demonstrou que sob nossas condicdes experimentais ocorreu o
desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora a cocaina.

No que se refere a fase de tratamento com ziprasidona, a ANOVA com
medidas repetidas revelou efeitos significativos do fator tempo (dia 1 x dia 7)
[F(1,48) = 31.10, P<0.001], do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,48) =
50.84, P<0.001], do fator tratamento 2 (ziprasidona x veiculo de ziprasidona)
[F(1,48) = 107.05, P<0.001], bem como interagdes significativas entre tratamento 1
x tratamento 2 [F(1,48) = 8.33, P<0.01] e tempo x tratamento 1 [F(1,48) = 19.53,
P<0.001].

O tratamento prévio com cocaina produziu locomog¢éao condicionada quando
uma injecao de veiculo foi subsequentemente administrada (1° dia da fase de
tratamento com ziprasidona). Assim, o grupo Coc-Vei apresentou um aumento
significante da locomogao apds recebimento da injegdo veiculo quando comparado
ao grupo controle pré-tratado com salina (grupo Coc-Vei > grupo Sal-Vei) [teste
post hoc de Duncan, P<0.001]. Essa locomogéo condicionada exibida pelo grupo

Coc-Vei foi atenuada apds 3 injecbes adicionais de veiculo, uma vez que uma
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significante redugdo na locomogédo do grupo Coc-Vei foi observada quando as
locomogdes entre o 7° e o 1° dia foram comparadas na fase de tratamento com
ziprasidona [teste t pareado 1° x 7° dia: grupo Coc-Vei: t(12) = 4.33, P<0.005].
Entretanto, embora a locomog¢ao condicionada a cocaina tenha sido atenuada, ela
nao foi completamente extinta durante a fase de tratamento com ziprasidona ou
seu veiculo, uma vez que no dia 7, o grupo Coc-Vei ainda apresentou um aumento
significativo na frequéncia de locomog¢édo quando comparado ao grupo Sal-Vei
[teste post hoc de Duncan, P<0.001].

Ainda na fase de tratamento com ziprasidona, a primeira injegdo de
ziprasidona induziu uma diminui¢gdo significante na locomog¢ao nos camundongos
(grupo Sal-Zip < grupo Sal-Vei) [teste post hoc de Duncan, P<0.001],
demonstrando o efeito hipolocomotor agudo da dose de ziprasidona utilizada no
presente experimento. Esse efeito hipolocomotor da ziprasidona persistiu durante
toda a fase de tratamento com ziprasidona, uma vez que ainda n dia 7 o grupo
Sal-Zip apresentou uma diminuig&o significativa na locomog¢éo em relagdo a grupo
Sal-Vei [teste post hoc de Duncan, P<0.001].

A administracdo de ziprasidona a animais pré-tratados com cocaina impediu
a resposta condicionada a essa droga, uma vez que o grupo Coc-Zip apresentou
uma reducdo na locomogao em relagdo ao grupo Coc-Vei e ndo apresentou
diferengas significativas com relagao ao grupo controle Sal-Vei no 1° dia da fase
de tratamento com ziprasidona [teste post hoc de Duncan, P<0.001]. Por outro
lado, o condicionamento ambiental atenuou o efeito depressor motor da
ziprasidona, uma vez que o grupo Coc-Zip apresentou locomogao
significativamente aumentada em relagdo ao grupo Sal-Zip [teste post hoc de

Duncan, P<0.001]. Apds 3 inje¢cbes adicionais de ziprasidona, houve ainda uma
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diminuigao significativa da locomog¢ao do grupo Coc-Zip em relagéo ao 1° dia de
tratamento com ziprasidona [teste t pareado 1° x 7° dia: grupo Coc-Zip: t(12) =
4.66, P<0.001]. No 7° dia de tratamento com ziprasidona, a locomog¢&o do grupo
Coc-Zip apresentou-se diminuida em relagdo aos grupos Sal-Vei e Coc-Vei mas
nao em relagdo ao grupo Sal-Zip. Esses dados sugerem a extingdo da resposta
locomotora condicionada nos camundongos tratados com ziprasidona.

Durante o desafio salina, a ANOVA de 2 vias revelou apenas efeitos
significativos do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,48) = 14,69; P<0.001] e
do fator tratamento 2 (ziprasidona x veiculo de ziprasidona), [F(1,48) = 3,99;
P=0.05]. Assim, todos o0s animais pré-tratados com cocaina apresentaram
locomocao aumentada em relacao aos animais pré-tratados com salina, indicando
que a resposta hiperlocomotora condicionada a cocaina nao foi completamente
extinta no momento do desafio com salina. Além disso, todos os animais tratados
com ziprasidona apresentaram locomocao diminuida em relacdo aos animais
tratados com veiculo de ziprasidona, indicando o desenvolvimento de uma
hipolocomogao condicionada a esse antipsicético. Assim, o tratamento com
ziprasidona pareado ao campo aberto parece ter atenuado a locomogao
condicionada a cocaina.

Durante a fase de desafio com cocaina, a ANOVA de 2 vias revelou efeito
significativo do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,48) = 32.63 P<0.001] e do
fator tratamento 2 (ziprasidona x veiculo de ziprasidona) [F(1,48) = 4.55, P<0.05],
bem como interagao entre tratamento 1 e tratamento 2 [F(1,48) = 4.96, P<0.05]. O
teste de Duncan revelou que o grupo Coc-Vei-Coc apresentou locomogao
aumentada em relagdo ao grupo controle Sal-Vei-Coc, demonstrando a

reinstalacdo da sensibilizacdo comportamental pela administracdo de cocaina. O
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tratamento repetido com ziprasidona pareado ao campo aberto foi capaz de
atenuar a reinstalacdo da sensibilizacdo locomotora a cocaina, uma vez que o
grupo Coc-Zip-Coc apresentou locomogao reduzida em relagao ao grupo Coc-Vei-
Coc, embora aumentada em relagdo ao grupo controle Sal-Vei-Coc. Por fim, o
tratamento repetido com ziprasidona no campo aberto ndo promoveu o
desenvolvimento de supersensibilidade dopaminérgica central, uma vez que a
atividade locomotora em resposta a administragédo aguda de cocaina apresentada

pelo grupo Sal-Zip-Coc néao foi diferente daquela exibida pelo grupo Sal-Vei-Coc.
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Figura 1. Experimento 1: Durante a fase de tratamento com cocaina camundongos fémeas receberam salina ou 10 mg/kg

de cocaina durante 15 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e 15° dias dessa fase. Durante a fase de tratamento com ziprasidona, esses mesmos animais receberam
veiculo ou 5 mg/kg de ziprasidona durante 7 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade
locomotora foi quantificada no 1° e 7° dias dessa fase. Durante a fase de desafio salina e cocaina, todos os animais
receberam injecdes de salina ou de 10 mg/kg de cocaina, respectivamente, e a atividade locomotora foi quantificada por 10
minutos. Dados demonstram a média + erro padrao.

*P<0.05 em relagdo aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com cocaina.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 1° dia da fase de tratamento com cocaina.

® P<0.05 em relagdo ao grupo tratado com salina na fase de tratamento com cocaina e tratado com veiculo na fase
de tratamento com ziprasidona (S-V).

0P<0.05 em relagio ao grupo tratado com cocaina na fase de tratamento com cocaina e tratado com veiculo na fase
de tratamento com ziprasidona (C-V).

@ P<0.05 em relagao ao grupo tratado com salina na fase de tratamento com cocaina e tratado com ziprasidona na
fase de tratamento com ziprasidona (S-Z).

OP<0.05 em relagido ao mesmo grupo no 1* dia da fase de tratamento com ziprasidona.

A P<0.05 em relagé@o aos grupos tratados com veiculo na fase de tratamento com ziprasidona.
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Experimento 2 - Efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com

inje¢bes ndo pareadas ao ambiente de observagdo, sobre a sensibilizagéo
induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de observa¢cdo, com

cocaina.

Cinguenta e seis camundongos fémeas (n=14 por grupo) foram submetidos
ao mesmo delineamento experimental descrito para o experimento 1 foi utilizado,
com excegao de que as inje¢cdes de ziprasidona ou veiculo ndo foram pareadas ao
campo aberto (os animais retornaram as suas gaiolas moradia apds cada injegcéo
do tratamento).

Os detalhes do protocolo do Experimento 2 estao descritos na Tabela 2:

Linha do

1°ao 3°

tempo Dia 4° ao 18° Dia 20° ao 26° Dia 31° Dia 33°dia
Administragdes Administragdes
Grupos alternadas entre o 1°e alternadas entre o 1°
N="T4 o0 15° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei— GM Sal-QCA Coc-QCA
< <
(&) (&) 8
o, < o o
Sal-Zip g ® 8 Sal - CA v Zip— GM g Sal-QCA Coc - QCA
e} ©
o @ 5 =
Sg o o 3
Coc-Vei 2o o Coc—-CA - Vei - GM .g Sal—-QCA Coc - QCA
C o o
I -~
Coc-Zip Coc - CA Zip — GM Sal- QCA Coc-QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio Desafio
Cocaina Ziprasidona Salina Cocaina

Sal = injecdo i.p. de salina; Coc = injegao i.p. de 10 mg/kg de cocaina; Vei = injegéo i.p. de veiculo
de ziprasidona; Zip = injecéo i.p. de 5 mg/kg de ziprasidona; CA = exposi¢cdo ao campo aberto por
10 minutos; GM = retorno a gaiola moradia; QCA = quantificagcdo da atividade locomotora por 10

minutos em campo aberto (5 min apés a inje¢ado de salina ou cocaina).
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RESULTADOS:

No segundo experimento procuramos investigar se o tratamento repetido
com ziprasidona em local diferente (gaiola moradia) daquele em que o tratamento
repetido com cocaina fora realizado (campo aberto) poderia reduzir a locomogao
condicionada (desafio salina) ou a expressao da sensibilizagdo comportamental a
cocaina (desafio cocaina).

Os dados das frequéncias de locomog¢ao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 2. Os animais apresentaram habituagdo ao campo
aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

No que se refere a fase de tratamento com cocaina, a ANOVA com medidas
repetidas revelou efeitos significativos do fator tempo (dia 1 x dia 15) [F(1,54) =
24.95, P<0.001], do fator tratamento (cocaina x salina) [F(1,54) = 53.31, P<0.001] e
interacdo entre tempo x tratamento [F(1,54) = 36.65, P<0.001]. A primeira injegao
de cocaina (1° dia da fase de tratamento com cocaina) induziu um aumento
significativo na atividade locomotora dos camundongos (grupos tratados com
cocaina > grupos tratados com salina — teste post hoc de Duncan, P<0.001),
demonstrando, mais uma vez, o efeito estimulante locomotor da dose de cocaina
utilizada no presente estudo. Apds 8 injecbes de cocaina (15° dia da fase de
tratamento com cocaina), ocorreu um aumento significativo na locomog¢ao dos
grupos tratados com cocaina (15° dia > 1° dia) [teste t pareado 1° x 15° dia: grupo
Coc-Vei: t(13) = 4.68, P<0.001 e grupo Coc-Zip: t(13) = 4.35, P<0.001],
demonstrando novamente o desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora a

cocaina em nossas condigdes experimentais.
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Durante o desafio salina, a ANOVA de 2 vias revelou efeitos significativos
somente do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,52) = 9.53; p<0.005]. Assim,
0s animais pré-tratados com cocaina apresentaram um aumento na locomogao
quando comparados aos animais pré-tratados com salina. Esse resultado indica
que a locomocao condicionada se desenvolveu nos animais pré-tratados com
cocaina mesmo apds 14 dias da ultima exposicdo ao campo aberto e que o
tratamento repetido com ziprasidona na gaiola moradia ndo modificou tal resposta.

Finalmente, na fase de desafio com cocaina, a ANOVA de 2 vias revelou
efeitos significativos somente do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,52) =
33.17, P<0.001]. Assim, os animais pré-tratados com cocaina apresentaram um
aumento na locomog¢ao quando comparados aos animais pré-tratados com salina
em resposta ao desafio com cocaina. Esse resultado indica que houve expressao
da sensibilizagdo comportamental a cocaina apés abstinéncia dessa droga, que
entretanto nao foi modificada pelo tratamento repetido prévio com ziprasidona na
gaiola moradia. Além disso, verificamos que o tratamento repetido com ziprasidona
nao produz supersensibilidade dopaminérgica central também quando
administrado na gaiola moradia, uma vez que grupo Sal-Zip-Coc apresentou
locomogao semelhante ao grupo Sal-Vei-Coc apdés administragdo aguda de

cocaina.
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Figura 2. Experimento 2: Durante a fase de tratamento com cocaina camundongos fémeas receberam salina ou 10 mg/kg
de cocaina durante 15 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e no 15° dias. Durante a fase de tratamento com ziprasidona, esses mesmos animais receberam veiculo
ou 5 mg/kg de ziprasidona durante 7 dias alternados e retornaram as gaiolas moradia. Durante as fases de desafio salina e
desafio cocaina, todos os animais receberam injegdes de salina ou de 10 mg/kg de cocaina, respectivamente, e a atividade
locomotora foi quantificada em campo aberto por 10 min. Os valores referem-se a média + erro padrao.

% P<0.05 em relagdo aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com cocaina.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 1° dia da fase de tratamento com cocaina.
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Experimento 3 — Efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com

inje¢bes pareadas ao ambiente de observagéo, sobre a sensibilizagdo induzida por

um tratamento prévio, também pareado ao ambiente de observacdo, com etanol

Cinguenta e seis camundongos fémeas (n=14 por grupo) foram submetidos

ao mesmo delineamento experimental descrito para o experimento 1 foi utilizado,

com excegao de que 1.8 g/kg de etanol foi utilizado ao invés de cocaina.

Os detalhes do protocolo do Experimento 3 sdo descritos na Tabela 3:

H o o
"’t;",;;) g° 1 3;3 4° 20 18° Dia 20° a0 26° Dia 31°Dia  33°Dia
Administragdes Administragdes
Grupos alternadas entre o 1°e alternadas entre o 1°
N="T4 o0 15° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei — CA Sal-QCA Et-QCA
< < <
o < <) g
Sal-Zip €8 O Sal - CA ¥ Zip — CA . Sal-QCA Et-QCA
o T ¢} © g
Seo & S 5
S D o
EtVei =28 o Et—CA e Vei — CA ™~  sa-QCA Et-QCA
g ° ® e
T e -
Et-Zip Et—CA Zip— CA Sal-QCA Et-QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio Desafio
Etanol Ziprasidona Salina Etanol

Sal = injecdo i.p. de salina; Et = injecéo i.p. de 1.8 g/kg de etanol; Vei = inje¢édo i.p. de veiculo de

ziprasidona; Zip = injecéo i.p. de 5 mg/kg de ziprasidona; CA = exposi¢do ao campo aberto por 10

minutos; QCA = quantificagdo da atividade locomotora por 10 minutos em campo aberto (5 min

apos a injecao de salina ou etanol e 30 min apos a inje¢cao de veiculo ou ziprasidona).
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RESULTADOS:

O terceiro experimento foi desenvolvido para simultaneamente investigar 2
diferentes questdes: 1) se o tratamento repetido com etanol, sob nossas condigdes
experimentais, poderia promover o desenvolvimento de sensibilizagdo
comportamental e de reposta condicionada e se essa sensibilizacdo poderia ser
reinstalada apds abstinéncia da droga e 2) se o tratamento com ziprasidona
durante a fase de abstinéncia de etanol e em um ambiente previamente pareado
com etanol poderia impedir a resposta condicionada e a reinstalacdo da
sensibilizagdo comportamental a essa droga de abuso.

Os dados da frequéncia de locomocgao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 3. Os animais apresentaram habituagdo ao campo
aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

Durante a fase de tratamento com etanol, a ANOVA com medidas repetidas
revelou efeito significativo do fator tratamento (etanol x salina) [F(1,54) = 449,12;
P<0.001] e interagdo tempo x tratamento [F(1,54) = 5.75; P<0.05]. A primeira
injegéo de etanol (1° dia da fase de tratamento com etanol) induziu um aumento
significativo na atividade locomotora dos camundongos (grupos tratados com
etanol > grupos tratados com salina — teste post hoc de Duncan, P<0.001),
demonstrando o efeito estimulante locomotor da dose de etanol utilizada no
presente estudo. Entretanto, apds 8 injegoes de etanol (15° dia da fase de
tratamento com etanol), o teste t para amostras pareadas néo revelou diferencas

significativas na locomogao dos grupos tratados com etanol no 15° dia em relagéo
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ao 1° dia de tratamento, indicando auséncia de desenvolvimento de sensibilizagao
comportamental ao etanol.

No que se refere a fase de tratamento com ziprasidona, a ANOVA com
medidas repetidas revelou efeitos significativos do fator tempo (dia 1 x dia 7)
[F(1,52) = 7.05, P<0.05] e do fator tratamento 2 (ziprasidona x veiculo de
ziprasidona) [F(1,52) = 31.85, P<0.001].

O tratamento prévio com etanol ndo foi capaz de produzir locomogéao
condicionada, uma vez que o grupo Et-Vei apresentou locomogéao similar ao grupo
controle Sal-Vei tanto no 1° como no 7° dia de tratamento com veiculo de
ziprasidona. Além disso, a primeira inje¢do de ziprasidona induziu uma diminuigao
na atividade locomotora tanto nos animais tratados com salina como naqueles
tratados com etanol (Sal-Zip e Et-Zip < Sal-Vei e Et-Vei) [teste post hoc de Duncan,
P<0.001], demonstrando, assim como no experimento 1, a hipolocomocéao
promovida pela dose de ziprasidona utilizada na presente tese.

Durante o desafio salina, a ANOVA de 2 vias revelou somente efeitos
significativos do tratamento 2 (ziprasidona x veiculo de ziprasidona) [F(1,52) =
6,88; P<0.05]. Em outras palavras, os animais tratados repetidamente com
ziprasidona apresentaram uma diminuicdo na locomogao em resposta ao desafio
com salina em relagcdo aos animais tratados repetidamente com veiculo de
ziprasidona, mostrando, assim como no experimento 1, que o tratamento repetido
com ziprasidona no campo aberto produziu uma hipolocomoc¢ao condicionada.

Na fase de desafio etanol, a ANOVA de 2 vias revelou efeitos significativos
do fator tratamento 1 (etanol x salina) [F(1,52) = 20.30 P<0.001] e do fator
tratamento 2 (ziprasidona x veiculo de ziprasidona) [F(1,52) = 6.08, P<0.05].

Assim, os grupos pré-tratados com etanol apresentaram um aumento da
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locomogdo em relagdo aos grupos pré-tratados com salina, evidenciando a
expressao da sensibilizacdo comportamental ao etanol no 16° dia apés abstinéncia
da droga. Além disso, o pré-tratamento com ziprasidona pareado ao campo aberto
promoveu uma reducdo na locomocao tanto dos animais pré-tratados com salina
como daqueles pré-tratados com etanol, indicando que o tratamento repetido com
ziprasidona no ambiente previamente pareado com etanol atenuou ndo sé o efeito
estimulante locomotor agudo do etanol mas também a expresséo da sensibilizagao
comportamental a essa droga. Corroborando tais resultados, o teste t para
amostras pareadas revelou que o grupo Et-Vei-Et, mas ndo o grupo Et-Zip-Et,
apresentou um aumento na locomoc¢ao no desafio etanol em relacdo ao 15° dia de
tratamento com etanol [teste t pareado desafio etanol x 15° dia do tratamento com
etanol: grupo Et-Vei-Et: t(13) = 3.95, P<0.005 e grupo Et-Zip-Et: t(13) = 1.16, P =

0.27].
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Figura 3. Experimento 3: Durante a fase de tratamento com etanol, camundongos fémeas receberam salina ou 1.8 g/kg de
etanol em dias alternados durante 15 dias e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e no15° dias. Durante a fase de tratamento com ziprasidona, esses mesmos animais receberam veiculo
ou 5 mg/kg de ziprasidona em dias alternados durante 7 dias e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade
locomotora foi quantificada no 1° e no 7° dias. Durante as fases de desafio salina e de desafio etanol, todos os animais
receberam uma injegéo de salina ou de 1.8 g/kg de etanol, respectivamente, e a atividade locomotora foi quantificada por 10
min. Os valores referem-se a média + erro padréo.

%P<0.05 em relagao aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com etanol.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 15° dia da fase de tratamento com etanol.

A P<0.05 em relagao aos grupos tratados com veiculo na fase de tratamento com ziprasidona.
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Experimento 4 — Efeitos de um tratamento subsequente com ziprasidona, com

inje¢bes ndo pareadas ao ambiente de observagdo, sobre a sensibilizagéo
locomotora induzida por um tratamento prévio, com inje¢ées pareadas ao ambiente

de observacédo, com etanol.

Quarenta camundongos (n=10 por grupo) foram submetidos ao mesmo
delineamento experimental descrito para o experimento 3, com excecao de que as
injecbes de ziprasidona ou veiculo ndo foram pareadas ao campo aberto (os
animais retornaram as suas gaiolas moradia apds cada inje¢cao do tratamento).

Os detalhes do protocolo do Experimento 4 sdo descritos na Tabela 4:

Linha do 1°ao 3°

tempo Dia 4° ao 18° Dia 20° ao 26° Dia 31° Dia 33°Dia
Administragdes Administragdes
Grupos alternadas entre o 1°e alternadas entre o 1°
N=q0 o0 15° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei— GM Sal-QCA Et-QCA
< <
o 8] ]
o, < o o
Sal-Zip g L 8 Sal - CA v Zip — GM g Sal-QCA Et-QCA
e} ©
So 5 5 =
Sg o o 3
Et-Vei 2a o Et—CA - Vei— GM .g Sal-QCA Et-QCA
C o o
I -~
Et-Zip Et—CA Zip — GM Sal-QCA Et-QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio Desafio
Etanol Ziprasidona Salina Etanol

Sal = injecdo i.p. de salina; Et = injecéo i.p. de 1.8 g/kg de etanol; Vei = inje¢édo i.p. de veiculo de
ziprasidona; Zip = injecéo i.p. de 5 mg/kg de ziprasidona; CA = exposi¢do ao campo aberto por 10
minutos; GM = retorno a gaiola moradia; QCA = quantificagcdo da atividade locomotora por 10

minutos em campo aberto (5 min apds a inje¢éo de salina ou etanol).
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RESULTADOS:

No experimento 4 procuramos investigar se o tratamento repetido com
ziprasidona em local diferente (gaiola moradia) daquele em que o tratamento
repetido com etanol fora realizado (campo aberto) poderia reduzir a possivel
locomogao condicionada (desafio salina) ou a expressdo da sensibilizagao

comportamental ao etanol (desafio etanol).

Os dados das frequéncias de locomog¢ao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 4. Todos os animais apresentaram habituagdo ao
campo aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

Durante a fase de tratamento com etanol, a ANOVA com medidas repetidas
revelou efeitos do fator tratamento (etanol x salina) [F(1,38) = 493.07, P<0.001]
bem como interagdo significativa entre tempo x tratamento [F(1,38) = 5.05,
P<0.05].

A primeira injegdo de etanol (1° dia da fase de tratamento com etanol)
induziu um aumento significativo na atividade locomotora dos camundongos
(grupos tratados com etanol > grupos tratados com salina — teste post hoc de
Duncan, P<0.001), demonstrando, mais uma vez, o efeito estimulante locomotor da
dose de etanol utilizada no presente estudo. Apds 8 injegdes de etanol (15° dia da
fase de tratamento com etanol), o teste t para amostras pareadas nao revelou
diferengas significativas na locomogao dos grupos tratados com etanol no 15° dia
em relagdo ao 1° dia de tratamento, indicando novamente auséncia de
desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental ao etanol em nossas

condigbes experimentais.
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Durante o desafio salina, a ANOVA de 2 vias n&o revelou efeitos
significativos de nenhum dos fatores analisados nem interagdo significativa entre
os fatores. Esse resultado indica que a locomocao condicionada ao etanol ndo se
desenvolveu mesmo apds 14 dias da ultima exposi¢cao ao campo aberto.

Finalmente, na fase de desafio com etanol, a ANOVA de 2 vias revelou
efeitos significativos somente do fator tratamento 1 (etanol x salina) [F(1,36) =
28.61, P<0.001]. Assim, os animais pré-tratados com etanol apresentaram um
aumento na locomog¢ao quando comparados aos animais pré-tratados com salina
em resposta ao desafio com etanol. Esse resultado indica que houve expressao da
sensibilizagdo comportamental ao etanol apds abstinéncia dessa droga, que
entretanto nao foi modificada pelo tratamento repetido prévio com ziprasidona na
gaiola moradia. Além disso, verificamos que o tratamento repetido com ziprasidona
nao produz supersensibilidade dopaminérgica central também quando
administrado na gaiola moradia, uma vez que grupo Sal-Zip-Et apresentou
locomogao semelhante ao grupo Sal-Vei-Et apds administracdo aguda de etanol.
Corroborando tais resultados, o teste f para amostras pareadas revelou que tanto o
grupo Et-Vei-Et como o grupo Et-Zip-Et apresentaram um aumento na locomogéao
no desafio etanol em relacao ao 15° dia de tratamento com etanol [teste t pareado
desafio etanol x 15° dia do tratamento com etanol: grupo Et-Vei-Et: t(9) = 2.55,

P<0.05 e grupo Et-Zip-Et: t(9) = 2.48, P<0.05].
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Figura 4. Experimento 4: Durante a fase de tratamento com etanol camundongos fémeas receberam salina ou 1.8 g/kg
de etanol durante 15 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e no 15° dias. Durante a fase de tratamento com ziprasidona, esses mesmos animais receberam veiculo
ou 5 mg/kg de ziprasidona durante 7 dias alternados e retornaram as gaiolas moradia. Durante as fases de desafio salina e
desafio etanol, todos os animais receberam injegées de salina ou de 1.8 g/kg de etanol, respectivamente, e a atividade
locomotora foi quantificada em campo aberto por 10 min. Os valores referem-se a média + erro padrao.

% P<0.05 em relagéo aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com etanol.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 15° dia da fase de tratamento com etanol.
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Experimento 5 - Efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com

injecbes pareadas ao ambiente de observagcdo, sobre a sensibilizagao
comportamental induzida por um tratamento prévio, também pareado ao ambiente

de observacao, com cocaina.

Quarenta e oito camundongos fémeas foram habituados no campo aberto
por 10 minutos durante 3 dias consecutivos, sendo sua locomocao quantificada no
3° dia. De acordo com as frequéncias de locomocao obtidas nesse 3° dia de
habituagdo, os camundongos foram distribuidos em 4 grupos com 12 animais
cada, apresentando valores basais semelhantes: Sal-Vei, Sal-Arp, Coc-Vei e Coc-
Arp. Para induzir a sensibilizagdo por cocaina, os animais receberam inje¢des
intraperitoneais (i.p.) de 10 mg/kg de cocaina (Coc-) ou de salina (Sal-) em dias
alternados por 11 dias (dias 1, 3, 5, 7, 9 e 11) e, 5 minutos apds cada injegao, os
animais foram individualmente colocados no campo aberto por 10 minutos. A
atividade locomotora foi quantificada no 1° e no 11° dias dessa fase, denominada
fase de tratamento com cocaina. O protocolo de inducdo de sensibilizacao a
cocaina foi reduzido de 15 para 11 dias de tratamento nessa segunda parte da
tese por questbes éticas, uma vez que 6 injecdes de cocaina pareadas ao campo
aberto (11 dias alternados) ja se mostraram eficazes em induzir sensibilizagdo em

nossas condi¢cdes experimentais (veja Figura 5).

Quarenta e oito horas apés a ultima injecédo da fase de tratamento com
cocaina iniciou-se a fase de tratamento com aripiprazol. Durante essa fase, os
camundongos receberam inje¢cdes i.p. de veiculo de aripiprazol (-Vei-) ou de 0.1
mg/kg de aripiprazol (-Arp-) em dias alternados durante 7 dias (dias 1, 3,5 e 7) e,

30 minutos apds cada injegao, foram individualmente expostos ao campo aberto
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por 10 minutos. A atividade locomotora foi quantificada no 1° e no 7° dias da fase
de tratamento com aripiprazol. Cinco dias apds a ultima injecéo, todos os animais
foram agudamente desafiados com uma inje¢éo i.p. de salina e colocados no
campo aberto por 10 minutos para o teste da resposta condicionada. Quarenta e
oito horas apds este desafio, os animais foram desafiados com cocaina para testar
a reinstalacdo da sensibilizacdo comportamental. Assim, todos os animais
receberam uma injecédo i.p. de 10 mg/kg de Cocaina (-Coc) e foram
individualmente colocados no campo aberto, onde a frequéncia de locomocéao foi
quantificada por 10 minutos.

Os detalhes do protocolo do Experimento 5 estao descritos na Tabela 5:

Linha do

1°ao 3°

tempo Dia 4° ao 14° Dia 16° ao 22° Dia 27° Dia 29°. Dia
Administragdes Administragdes
alternadas entre o 1°.  alternadas entre o 1°.
G,;;":‘z’s e o0 11° dias de E o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei — CA Sal-QCA Coc-QCA
S S <
0y < ¢ 8
Sal-Arp Ca O Sal - CA w Arp —CA . Sal- QCA Coc-QCA
og O © &
So 5 S 5
CocVei =28 o Coc — CA T Vei—-CA ™~  Sal—QCA Coc-QCA
g " © <
T e -~
Coc-Arp Coc-CA Arp — CA Sal- QCA Coc-QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio Desafio
Cocaina Aripiprazol Salina Cocaina

Sal = injecdo i.p. de salina; Coc = injegdo i.p. de 10 mg/kg de cocaina; Vei = injecéo i.p. de veiculo
de aripiprazol; Arp = injegc&o i.p. de 0.1 mg/kg de aripiprazol; CA = exposi¢cdo ao campo aberto por
10 minutos; QCA = quantificagéo da atividade locomotora por 10 minutos em campo aberto (5 min

apos a injecao de salina ou cocaina e 30 min apds a injegao de veiculo ou aripiprazol).
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RESULTADOS:

O experimento 5 foi desenvolvido para simultaneamente investigar 4
diferentes questdes: 1) se o tratamento com aripiprazol em um determinado
ambiente poderia promover o desenvolvimento de uma hipolocomogao
condicionada; 2) se o tratamento com aripiprazol durante a fase de abstinéncia de
cocaina € no mesmo ambiente previamente pareado com cocaina poderia
modificar a resposta condicionada a essa droga de abuso; 3) se o tratamento com
aripiprazol durante a fase de abstinéncia de cocaina e no mesmo ambiente
previamente pareado com cocaina poderia impedir a reinstalacdo da sensibilizacao
comportamental a essa droga de abuso e 4) se o tratamento repetido com
aripiprazol poderia promover supersensibilidade dopaminérgica central,

potencializando os efeitos de uma inje¢do aguda de cocaina.

Os dados das frequéncias de locomog¢ao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 5. Todos os animais apresentaram habituagdo ao
campo aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

Durante a fase de tratamento com cocaina, a ANOVA com medidas
repetidas revelou efeitos significativos do fator tempo (dia 1 x dia 11) [F(1,46 =
11.29; P<0.005], do fator tratamento (cocaina x salina) [F(1,46) = 39.43, P<0.001] e
interacdo entre tempo x tratamento [F(1,46) = 15.23, P<0.001]. A primeira injegao
de cocaina (1° dia da fase de tratamento com cocaina) induziu um significante
aumento da atividade locomotora dos camundongos (grupos tratados com cocaina
> grupos tratados com salina — teste post hoc de Duncan, P<0.005),

demonstrando, mais uma vez, o efeito estimulante locomotor da dose de cocaina
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usada no presente estudo. Apds 6 injegbes de cocaina (15° dia da fase de
tratamento com cocaina), ocorreu um aumento significativo da locomog¢ao nos
grupos tratados com cocaina (11° dia > 1° dia) [teste t pareado 1° x 11° dia: grupo
Coc-Vei: t(11) = 2.31, P<0.05 e grupo Coc-Arp: t(11) = 3.40 P<0.01]. Esse aumento
da atividade locomotora promovida pela cocaina no 11° dia comparado ao 1° dia
na fase de tratamento com cocaina demonstrou que a sensibilizacdo locomotora se
desenvolveu apds 6 injecbes dessa droga de abuso pareadas ao ambiente de
observacgao.

No que se refere a fase de tratamento com aripiprazol, a ANOVA com
medidas repetidas revelou somente efeitos significativos do fator tratamento 1
(cocaina x salina) [F(1,44) = 18.13, P<0.001]. Assim, tanto no 1° como no 7° dias
da fase de tratamento com aripiprazol os animais pré-tratados com cocaina
apresentaram um aumento na locomoc¢ao quando comparados aos animais pré-
tratados com salina. Esses resultados indicam que: 1) o tratamento com cocaina
por 11 dias intermitentes pareado ao campo aberto foi eficaz em produzir
locomogao condicionada (grupo Coc-Vei > grupo Sal-Vei, efeito significativo do
fator tratamento 1), que entretanto ndo se extinguiu ao longo da fase de tratamento
com aripiprazol (dia 1 = dia 7 para o grupo Coc-Vei, auséncia de efeito do fator
tempo e teste t para amostras pareadas P>0.05); 2) a administragdo de 0.1 mg/kg
de aripiprazol nao promoveu efeito depressor sobre a locomog¢ao dos animais
(grupo Sal-Arp = grupo Sal-Vei, auséncia de efeito do fator tratamento 2) e 3) o
tratamento repetido com aripiprazol ndao modificou a locomog¢ao condicionada a
cocaina (grupo Coc-Arp-Coc = grupo Coc-Vei, auséncia de interagao tratamento 1

x tratamento 2).
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Durante o desafio salina, a ANOVA de 2 vias revelou efeitos significativos do
fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,44) = 15.19; P<0.001] e do fator
tratamento 2 (aripiprazol x veiculo de aripiprazol) [F(1,44) = 4.86; P<0.05]. Assim,
todos os animais pré-tratados com cocaina apresentaram locomog¢ao aumentada
em relagdo aos animais pré-tratados com salina, indicando que a resposta
condicionada a cocaina nao foi completamente extinta no momento do desafio
com salina. Além disso, todos os animais tratados com aripiprazol apresentaram
locomogéao diminuida em relagdo aos animais tratados com veiculo de aripiprazol,
indicando o desenvolvimento de uma hipolocomo¢dao condicionada a esse
antipsicotico (mesmo na auséncia de efeito depressor agudo durante a fase de
tratamento com aripiprazol). Assim, o tratamento com aripiprazol pareado ao
campo aberto parece ter atenuado a locomog¢ao condicionada a cocaina, de forma
inespecifica. De fato, uma interagdo entre tratamento 1 e tratamento 2 nao foi
detectada no desafio salina uma vez que a redugao da atividade locomotora
promovida pelo tratamento prévio com aripiprazol ocorreu tanto em animais pré-
tratados com salina como naqueles pré-tratados com cocaina.

Durante a fase de desafio com cocaina, a ANOVA de 2 vias revelou efeitos
significativos do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,44) = 23.10, P<0.001] e
do fator tratamento 2 (aripiprazol x veiculo de aripiprazol) [F(1,44) = 13.97,
P<0.005]. Assim, os animais pré-tratados com cocaina apresentaram um aumento
na locomocao em relagdo aos animais pré-tratados com salina em resposta ao
desafio com cocaina, demonstrando a reinstalacdo da sensibilizacao
comportamental pela administracdo de cocaina. A auséncia de interagcéo
significativa entre tratamento 1 e tratamento 2 deve-se ao fato de a administracdo

prévia de aripiprazol pareada ao campo aberto ter promovido uma reducdo na
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locomocgdo tanto dos animais pré-tratados com salina como dos animais pré-
tratados com cocaina (efeito significativo do tratamento 2). Assim, ao analisarmos
a figura 5, verifica-se que durante o desafio com cocaina, o tratamento prévio com
aripiprazol no campo aberto diminuiu o efeito estimulante locomotor agudo da
cocaina (ou seja, nado produziu supersensibilidade dopaminérgica central) e

atenuou a expresséo da sensibilizagao locomotora a essa droga de abuso.
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Figura 5. Experimento 5: Durante a fase de tratamento com cocaina camundongos fémeas receberam salina ou 10 mg/kg
de cocaina durante 11 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e 11° dias dessa fase. Durante a fase de tratamento com ziprasidona, esses mesmos animais receberam
veiculo ou 0.1 mg/kg de aripiprazol durante 7 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade
locomotora foi quantificada no 1° e 7° dias dessa fase. Durante a fase de desafio salina e cocaina, todos os animais
receberam injecdes de salina ou de 10 mg/kg de cocaina, respectivamente, e a atividade locomotora foi quantificada por 10
minutos. Dados demonstram a média + erro padrao.

%P<0.05 em relagao ao respectivo grupo tratado com salina durante a fase de tratamento com cocaina.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 1° dia da fase de tratamento com cocaina.

A P<0.05 em relagao ao respectivo grupo tratado com veiculo na fase de tratamento com aripiprazol.
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Experimento 6 — Efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com

inje¢bes ndo pareadas ao ambiente de observagdo, sobre a sensibilizagéo
locomotora induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de

observagéo, com cocaina.

Sessenta camundongos fémeas (n=15 por grupo) foram submetido ao
mesmo delineamento experimental descrito para o experimento 5, com excecao de
que as inje¢cdes de aripiprazol ou veiculo ndo foram pareadas ao campo aberto (os
animais retornaram as suas gaiolas moradia apds cada inje¢cao do tratamento).

Os detalhes do protocolo do Experimento 6 estao descritos na Tabela 6:

Linha do 1°ao 3°

tempo Dia 4° ao 14° Dia 16° ao 22° Dia 27° Dia 29° Dia
Administragdes Administragdes
Grupos alternadas entre o 1°e alternadas entre o 1°
N="T5 o 11° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei— GM Sal-QCA Coc-QCA
< <
(&) (&) 8
oy < o o
Sal-Arp g © 8 Sal - CA v Arp — GM g Sal-QCA Coc - QCA
e} ©
S T 5 =
Ss B * 3
Coc-Vei 22 g Coc—-CA - Vei- GM -g Sal- QCA Coc - QCA
© oq’ o
I -~
Coc-Arp Coc-CA Arp — GM Sal- QCA Coc-QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio Desafio
Cocaina Aripiprazol Salina Cocaina

Sal = injec&o i.p. de salina; Coc = inje¢éo i.p. de 10 mg/kg de cocaina; Vei = injegéo i.p. de veiculo
de aripiprazol; Arp = injec&o i.p. de 0.1 mg/kg de aripiprazol; CA = exposi¢do ao campo aberto por
10 minutos; GM = retorno a gaiola moradia; QCA = quantificacdo da atividade locomotora por 10

minutos em campo aberto (5 min apés a inje¢ado de salina ou cocaina).
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RESULTADOS:

No experimento 6 procuramos investigar se o tratamento repetido com
aripiprazol em local diferente (gaiola moradia) daquele em que o tratamento
repetido com cocaina fora realizado (campo aberto) poderia reduzir a locomogao
condicionada (desafio salina) ou a expressao da sensibilizagdo comportamental a
cocaina (desafio cocaina).

Os dados das frequéncias de locomog¢ao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 6. Os animais apresentaram habituagdo ao campo
aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

No que se refere a fase de tratamento com cocaina, a ANOVA com medidas
repetidas revelou efeitos significativos do fator tempo (dia 1 x dia 11) [F(1,58) =
14.78, P<0.001], do fator tratamento (cocaina x salina) [F(1,58) = 29.28, P<0.001] e
interacdo entre tempo x tratamento [F(1,58) = 18.45, P<0.001]. A primeira injegao
de cocaina (1° dia da fase de tratamento com cocaina) induziu um aumento
significativo na atividade locomotora dos camundongos (grupos tratados com
cocaina > grupos tratados com salina — teste post hoc de Duncan, P<0.05),
demonstrando, mais uma vez, o efeito estimulante locomotor da dose de cocaina
utilizada no presente estudo. Apds 6 injegcbes de cocaina (11° dia da fase de
tratamento com cocaina), ocorreu um aumento significativo na locomoc¢ado dos
grupos tratados com cocaina (11° dia > 1° dia) [teste t pareado 1° x 11° dia: grupo

Coc-Vei: t(14) = 2.33, P<0.05 e grupo Coc-Arp: t(14) = 4.05, P<0.005],
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demonstrando novamente o desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora a
cocaina em nossas condigdes experimentais.

Durante o desafio salina, a ANOVA de 2 vias revelou efeitos significativos
somente do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,56) = 13.51; p<0.005]. Assim,
0s animais pré-tratados com cocaina apresentaram um aumento na locomogao
quando comparados aos animais pré-tratados com salina. Esse resultado indica
que a locomocao condicionada se desenvolveu nos animais pré-tratados com
cocaina mesmo apds 14 dias da ultima exposicdo ao campo aberto e que o
tratamento repetido com aripiprazol na gaiola moradia ndo modificou tal resposta.

Finalmente, na fase de desafio com cocaina, a ANOVA de 2 vias revelou
efeitos significativos somente do fator tratamento 1 (cocaina x salina) [F(1,56) =
16.26, P<0.001]. Assim, os animais pré-tratados com cocaina apresentaram um
aumento na locomog¢ao quando comparados aos animais pré-tratados com salina
em resposta ao desafio com cocaina. Esse resultado indica que houve expressao
da sensibilizagdo comportamental a cocaina apds abstinéncia dessa droga, que
entretanto ndo foi modificada pelo tratamento repetido prévio com aripiprazol na
gaiola moradia. Além disso, verificamos que o tratamento repetido com aripiprazol
na gaiola moradia nao produziu supersensibilidade dopaminérgica central e nao
reduziu o efeito estimulante locomotor agudo da cocaina (como observado no
experimento 5 quando as inje¢cbes de aripiprazol foram pareadas ao campo
aberto), uma vez que grupo Sal-Arp apresentou locomogao semelhante ao grupo

Sal-Vei.
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Figura 6. Experimento 6: Durante a fase de tratamento com cocaina camundongos fémeas receberam salina ou 10 mg/kg
de cocaina durante 11 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e no 11° dias. Durante a fase de tratamento com aripiprazol, esses mesmos animais receberam veiculo ou
0.1 mg/kg de aripiprazol durante 7 dias alternados e retornaram as gaiolas moradia. Durante as fases de desafio salina e
desafio cocaina, todos os animais receberam injegdes de salina ou de 10 mg/kg de cocaina, respectivamente, e a atividade
locomotora foi quantificada em campo aberto por 10 min. Os valores referem-se a média + erro padrao.

% P<0.05 em relagdo aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com cocaina.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 1° dia da fase de tratamento com cocaina.
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Experimento 7 - Efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com

injegbes pareadas ao ambiente de observagéo, sobre a sensibilizagdo induzida por

um tratamento prévio, também pareado ao ambiente de observacdo, com etanol.

Quarenta camundongos fémeas foram habituados no campo aberto por 10
minutos durante 3 dias consecutivos, sendo sua locomoc¢ao quantificada no 3° dia.
De acordo com as frequéncias de locomocao obtidas nesse 3° dia de habituacao,
os camundongos foram distribuidos em 4 grupos com 10 animais cada,
apresentando valores basais semelhantes: Sal-Vei, Sal-Arp, Et-Vei e Et-Arp. Para
induzir a sensibilizagao por etanol, os animais receberam injegdes intraperitoneais
(i.p.) de salina (Sal-) ou de 1.8 g/kg de etanol (Et-) em dias alternados por 15 dias
(dias 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 e 15) e, 5 minutos apds cada injegdo, os animais foram
individualmente colocados no campo aberto por 10 minutos. A atividade
locomotora foi quantificada no 1° e no 15° dias dessa fase, denominada fase de
tratamento com etanol. Para os experimentos 7 e 8, o protocolo de tratamento para
indugao de sensibilizagdo ao etanol foi mantido em 15 dias intermitentes, uma vez

que esse fenébmeno ndo foi detectado em nenhum periodo anterior a este.

Quarenta e oito horas apés a ultima injecédo da fase de tratamento com
etanol iniciou-se a fase de tratamento com aripiprazol. Durante esta fase, os
camundongos receberam injegdes i.p. de veiculo de aripiprazol (-Vei-) ou de 0.1
mg/kg de aripiprazol (-Arp-) em dias alternados durante 7 dias (dias 1, 3,5 e 7) e,
30 minutos apds cada injecéo, eles foram individualmente expostos ao campo
aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi quantificada no 1° e no 7° dias da
fase de tratamento com aripiprazol. Sete dias apds a ultima injecdo, os animais

foram desafiados com etanol para testar a reinstalacdo da sensibilizacao
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comportamental. Assim, todos os animais receberam uma injecdo i.p. de 1.8 g/kg
de etanol (-Et) e foram individualmente colocados no campo aberto, onde a
frequéncia de locomogao foi quantificada por 10 minutos. Nos experimentos 7 e 8 0
desafio salina ndo foi realizado, uma vez que nao houve qualquer indicio de
desenvolvimento de locomocao condicionada ao etanol tanto na situagao
experimental do experimento 3 como naquela do experimento 4.

Os detalhes do protocolo do Experimento 7 estao descritos na Tabela 7:

Linha do 1°ao 3°

tempo Dia 4° ao 18° Dia 20° ao 26° Dia 33°Dia
Administragdes Administragdes
Grupos alternadas entre o 1°e  alternadas entre o 1°
N=':0 o0 15° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei — CA Et — QCA
< < <
e < <) g
Sal-Ap €& O Sal - CA o Arp — CA - Et — QCA
og O ] -
Sm ] S
S5 B o °
Et-Vei =29 o Et — CA - Vei — CA ™~ Et — QCA
g ° ® e
T e -
Et-Arp Et - CA Arp — CA Et — QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio
Etanol Aripiprazol Etanol

Sal = injecdo i.p. de salina; Coc = injegao i.p. de 10 mg/kg de cocaina; Vei = injegéo i.p. de veiculo
de aripiprazol; Arp = injecéo i.p. de 0.1 mg/kg de aripiprazol; CA = exposi¢do ao campo aberto por
10 minutos; QCA = quantificagédo da atividade locomotora por 10 minutos em campo aberto (5 min

apos a injecao de salina ou cocaina e 30 min apds a injegao de veiculo ou aripiprazol).
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RESULTADOS:

O experimento 7 foi desenvolvido para simultaneamente investigar se o
tratamento com aripiprazol durante a fase de abstinéncia de etanol e em um
ambiente previamente pareado com etanol poderia impedir a reinstalacdo da
sensibilizagdo comportamental ao etanol.

Os dados da frequéncia de locomocdo nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 7. Os animais apresentaram habituagdo ao campo
aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao).

Durante a fase de tratamento com etanol, a ANOVA com medidas repetidas
revelou somente efeito significativo do fator tratamento (etanol x salina) [F(1,38) =
248.49; P<0.001]. A primeira injecdo de etanol (1° dia da fase de tratamento com
etanol) induziu um aumento significativo na atividade locomotora dos
camundongos (grupos tratados com etanol > grupos tratados com salina — teste
post hoc de Duncan, P<0.001), demonstrando novamente o efeito estimulante
locomotor da dose de etanol utilizada no presente estudo. Entretanto, apés 8
injecoes de etanol (15° dia da fase de tratamento com etanol), o teste t para
amostras pareadas nao revelou diferengas significativas na locomog¢ao dos grupos
tratados com etanol no 15° dia em relacdo ao 1° dia de tratamento, indicando

auséncia de desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental ao etanol.

No que se refere a fase de tratamento com aripiprazol, a ANOVA com medidas repetidas
ndo revelou efeitos significativos quer do fator tratamento 1 (etanol ou salina), quer do fator
tratamento 2 (aripiprazol ou veiculo). Dessa forma, uma vez que ndo houve quaisquer diferengas
entre os grupos no dia 1 ou no dia 7 do tratamento com aripiprazol, concluimos que o tratamento

prévio com etanol ndo produziu locomogéao condicionada (reproduzindo os achados do experimento
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3) e que a administragao de aripiprazol ndo modificou a locomogéo dos animais (reproduzindo os

achados do experimento 5) .

Na fase de desafio etanol, a ANOVA de 2 vias revelou efeitos significativos
do fator tratamento 1 (etanol x salina) [F(1,36) = 10.95, P<0.005] e do fator
tratamento 2 (aripiprazol x veiculo de aripiprazol) [F(1,36) = 6.62, P<0.05], bem
como uma interacdo significativa entre esses dois fatores [F(1,36) = 12.23,
P<0.005]. O teste de Duncan mostrou que o grupo Et-Vei apresentou um aumento
na locomogdo em relagdo a todos os demais grupos. Além disso, ndo houve
diferengas significativas entre os grupos Sal-Vei, Sal-Arp e Et-Arp. Esses
resultados indicam que houve a expressdo da sensibilizacdo comportamental ao
etanol no 16° dia apds abstinéncia da droga e que o pré-tratamento com aripiprazol
pareado ao campo aberto impediu a expressao da sensibilizagcdo comportamental
a essa droga, mas nao modificou o efeito estimulante locomotor agudo do etanol
(ao contrario do observado para a cocaina no experimento 5). Corroborando tais
resultados, o teste t para amostras pareadas revelou que o grupo Et-Vei, mas nao
o grupo Et-Arp, apresentou um aumento na locomog¢édo no desafio etanol em
relagdo ao 15° dia de tratamento com etanol [teste t pareado desafio etanol x 15°
dia do tratamento com etanol: grupo Et-Vei: {(9) = 4.31, P<0.005 e grupo Et-Arp:

{(9) = 0.46, P = 0.65].
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Figura 7. Experimento 7: Durante a fase de tratamento com etanol, camundongos fémeas receberam salina ou 1.8 g/kg de
etanol em dias alternados durante 15 dias e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi
quantificada no 1° e no15° dias. Durante a fase de tratamento com aripiprazol, esses mesmos animais receberam veiculo ou
0.1 mg/kg de aripiprazol em dias alternados durante 7 dias e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade
locomotora foi quantificada no 1° e no 7° dias. Durante as fases de desafio salina e de desafio etanol, todos os animais
receberam uma injegéo de salina ou de 1.8 g/kg de etanol, respectivamente, e a atividade locomotora foi quantificada por 10
min. Dados demonstram a média + erro padréao.

%P<0.05 em relagao aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com etanol.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 15° dia da fase de tratamento com etanol.

@ P<0.05 em relagdo ao grupo tratado com salina na fase de tratamento com etanol e tratado com aripiprazol na
fase de tratamento com aripiprazol (S-A).

[0 P<0.05 em relagido ao grupo tratado com etanol na fase de tratamento com etanol e tratado com veiculo na fase de

tratamento com aripiprazol (E-V).
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Experimento 8 — Efeitos de um tratamento subsequente com aripiprazol, com

inje¢bes ndo pareadas ao ambiente de observagdo, sobre a sensibilizagéo
locomotora induzida por um tratamento prévio, pareado ao ambiente de

observagéo, com etanol

Quarenta camundongos fémeas (n=10 por grupo) foram submetidos ao
mesmo delineamento experimental descrito para o experimento 7 foi utilizado, com
excegcdo de que as inje¢cbes de aripiprazol ou veiculo ndo foram pareadas ao
campo aberto (os animais retornaram as suas gaiolas moradia apds cada injegcéo
do tratamento).

Os detalhes do protocolo do Experimento 8 sdo descritos na Tabela 8:

Linha do 1°ao 3°

tempo dia 4° ao 18°dia 20° ao 26° dia 33°Dia
Administragdes Administragdes
Grupos alternadas entre o 1°.  alternadas entre o 1°.
N="70 e 0 15° dias de e o 7° dias de
tratamento tratamento
Sal-Vei Sal - CA Vei — GM Et — QCA
< <
%, « & 3
o
Sal-App €8 © Sal - CA Y Arp — GM © Et — QCA
0T (] g (=]
S @ 5 =
Sg o o 3
Et-Vei 292 o Et - CA - Vei — GM S Et — QCA
o) ™ o 1]
£ < ©
Et-Arp Et - CA Arp — GM Et — QCA
Tratamento com Tratamento com Desafio
Etanol Aripiprazol Etanol

Sal = injecdo i.p. de salina; Et = injecéo i.p. de 1.8 g/kg de etanol; Vei = inje¢do i.p. de veiculo de
aripiprazol; Arp = injecéo i.p. de 0.1 mg/kg de aripiprazol; CA = exposi¢do ao campo aberto por 10
minutos; GM = retorno a gaiola moradia; QCA = quantificagdo da atividade locomotora por 10

minutos em campo aberto (5 min apds a inje¢éo de salina ou etanol).
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RESULTADOS:

No experimento 8 procuramos investigar se o tratamento repetido com
aripiprazol em local diferente (gaiola moradia) daquele em que o tratamento
repetido com etanol foi realizado (campo aberto) poderia reduzir a expressdo da

sensibilizagcdo comportamental ao etanol (desafio etanol).

Os dados das frequéncias de locomog¢ao nos diferentes dias de observacao
estdo representados na Figura 8. Todos os animais apresentaram habituagdo ao
campo aberto com niveis basais de atividade locomotora semelhantes (ver fase de
habituagao)

Durante a fase de tratamento com etanol, a ANOVA com medidas repetidas
revelou somente efeitos significativos do fator tratamento (etanol x salina) [F(1,38)
= 113.06, P<0.001]. A primeira inje¢édo de etanol (1° dia da fase de tratamento com
etanol) induziu um aumento significativo na atividade locomotora dos
camundongos (grupos tratados com etanol > grupos tratados com salina — teste
post hoc de Duncan, P<0.001), demonstrando, mais uma vez, o efeito estimulante
locomotor da dose de etanol utilizada no presente estudo. Apds 8 injecdes de
etanol (15° dia da fase de tratamento com etanol), o teste t para amostras
pareadas nao revelou diferengas significativas na locomogéo dos grupos tratados
com etanol no 15° dia em relagao ao 1° dia de tratamento, indicando novamente
auséncia de desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental ao etanol em
nossas condigdes experimentais.

Finalmente, na fase de desafio com etanol, a ANOVA de 2 vias revelou
efeitos significativos somente do fator tratamento 1 (etanol x salina) [F(1,36) = 8.06,
P<0.01]. Assim, os animais pré-tratados com etanol apresentaram um aumento na
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locomocao quando comparados aos animais pré-tratados com salina em resposta
ao desafio com etanol. Esse resultado indica que houve expressao da
sensibilizagdo comportamental ao etanol apds abstinéncia dessa droga. Além
disso, verificamos que o tratamento repetido com aripiprazol ndo produziu
supersensibilidade dopaminérgica central e ndo modificou o efeito estimulante
locomotor agudo do etanol (como no experimento anterior e como no experimento
6 para a cocaina) quando administrado na gaiola moradia, uma vez que 0 grupo
Sal-Arp apresentou locomogédo semelhante ao grupo Sal-Vei. A expressao da
sensibilizagdo locomotora ao etanol parece nao ter sido modificada pelo tratamento
prévio com aripiprazol na gaiola moradia (auséncia de interagao entre tratamento 1
e tratamento 2 ou efeito do tratamento 2), embora haja uma tendéncia de
atenuagao desse fendmeno no grupo Et-Arp. O teste t para amostras pareadas
revelou que o grupo Et-Vei, mas ndo o grupo Et-Arp-Et, apresentou um aumento
na locomocao no desafio etanol em relacdo ao 15° dia de tratamento com etanol
[teste t pareado desafio etanol x 15° dia do tratamento com etanol: grupo Et-Vei-Et:

t(9) = 2.99, P<0.05 e grupo Et-Arp-Et: t(9) = 0.71, P = 0.49].
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Figura 8. Experimento 8: Durante a fase de tratamento com etanol camundongos fémeas receberam salina ou 1.8 g/kg de
etanol durante 15 dias alternados e foram expostos ao campo aberto por 10 minutos. A atividade locomotora foi quantificada
no 1° e no 15° dias. Durante a fase de tratamento com aripiprazol, esses mesmos animais receberam veiculo ou 0.1 mg/kg
de aripiprazol durante 7 dias alternados e retornaram as gaiolas moradia. Durante as fases de desafio salina e desafio
etanol, todos os animais receberam injegdes de salina ou de 1.8 g/kg de etanol, respectivamente, e a atividade locomotora
foi quantificada em campo aberto por 10 min. Dados demonstram a média + erro padrao.

% P<0.05 em relagéo aos grupos tratados com salina durante a fase de tratamento com etanol.

# P<0.05 em relagio ao mesmo grupo no 15° dia da fase de tratamento com etanol.
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5. DISCUSSAO

5.1. Sensibilizagao comportamental a cocaina e ao etanol

Com relagdo a cocaina, em todos os experimentos (1, 2, 5 e 6), a
administragdo aguda dessa droga de abuso promoveu efeito estimulante locomotor
(grupos Coc > grupos Sal no 1° dia da fase de tratamento com cocaina) e sua
administragdo repetida promoveu o desenvolvimento de sensibilizagéo
comportamental apds 8 (experimentos 1 e 2) ou até mesmo 6 (experimentos 5 e 6)
pareamentos droga-ambiente (grupos Coc no 15° ou no 11° dia > grupos Coc no 1°
dia). Enquanto o efeito estimulante locomotor agudo da cocaina parece ocorrer
devido a capacidade de essa droga aumentar as concentragbes de dopamina na
via mesolimbica (Di Chiara & Imperato, 1988), a sensibilizagdo que se desenvolve
com o tratamento repetido parece ser decorrente de alteragbes neuronais como
uma subsensibilidade de auto-receptores dopaminérgicos D2 na VTA e uma
supersensibilidade funcional de receptores dopaminérgicos D; no nucleo
accumbens (Henry et al., 1998). E provavel que essa supersensibilidade funcional
dos receptores D4 sugerida por Henry e colaboradores (1998), se deva, em parte, a
mudancas na sinalizacao intracelular que ocorrem a partir desses receptores apoés
0 uso repetido de cocaina. Nesse contexto, Nestler (2008), sugere que a
administragéo cronica de cocaina e outras drogas de abuso medeiam a indugéao de
fatores de transcricdo génica, (i.e., AFosB) no nucleo accumbens, no estriado
dorsal e na VTA. Além disso, Konradi et al. (1996) demonstraram que a ativagao
de receptores D¢ e subsequentemente da via depedente de AMPc é o mecanismo
responsavel pelo aumento da expressao da AFosB nessas regides e esse acumulo

de AFosB no nucleo accumnbens e no estriado dorsal contribui para a plasticidade
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neuronal que ocorre durante o consumo crénico de drogas de abuso. Tais
alteracbes moleculares levam a alteragcdes neuroplasticas que persistem por pelo
menos um més apos a ultima exposi¢cao a droga. Essas alteragdes persistentes,
por sua vez, poderiam contribuir para que a sensibilizagdo comportamental seja
expressa em camundongos mesmo apos um longo periodo de abstinéncia da
droga (veja desafio cocaina nos experimentos 1, 2, 5 e 6), uma situagéo
semelhante as recaidas frequentes observadas em dependentes quimicos. De
importancia, as alteragdes neuronais sugeridas parecem ser facilitadas quando os
animais sdo expostos ao ambiente de observagédo sob efeito da droga, uma vez
que dados de nosso laboratério indicam que quando o tratamento com cocaina
nao é pareado ao ambiente de observacdo, a sensibilizagcdo comportamental nao
se desenvolve (Oliveira-Lima, 2006).

Ainda analisando os experimentos 1, 2, 5 e 6 com relagdo aos resultados
obtidos com o tratamento repetido com cocaina, verificamos que 8 ou até mesmo 6
injecbes de cocaina pareadas ao campo aberto foram efetivas em produzir
locomogéao condicionada em resposta a uma injegao de veiculo 48h (1° dia da fase
de tratamento com ziprasidona ou aripiprazol) ou a uma injegéo de salina 13 dias
(desafio salina) apds o término do tratamento com cocaina. Assim, o grupo Coc-
Vei apresentou locomog¢ao aumentada em relagao ao grupo Sal-Vei tanto no 1° dia
da fase de tratamento com ziprasidona ou aripiprazol (experimentos 1 e 5) como
durante a fase de desafio salina (experimentos 1, 2, 5 e 6). Conforme discutido
anteriormente, essa locomocao condicionada se desenvolveu devido a uma
associagao realizada entre o El (efeitos farmacolégicos da cocaina) e ECs (campo
aberto, procedimento de injecdo, sala de experimentagdo, experimentador, entre

outros), de forma que apos repetidos pareamentos entre esses estimulos, apenas
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a exposi¢cao aos ECs ja foi suficiente para desencadear uma resposta (i.e.,
locomogao condicionada). Preconiza-se que os ECs atuem como sinalizadores
para a expectativa do uso da droga, o que resulta na liberagdo de dopamina no
nucleo accumbens (Shultz, 2004). Varias evidéncias sugerem que 0O nucleo
accumbens deve regular a expressao da resposta condicionada para estimulos
associados a psicoestimulantes. Nesse sentido, lesdes no nucleo accumbens
podem interferir com a hiperatividade condicionada produzida pelo pareamento
repetido de um ambiente especifico com anfetamina (Gold et al., 1988). Além
disso, estimulos associados a administracdo de cocaina ou anfetamina aumentam
a liberagdo de dopamina (Fontana et al., 1993; Gratoon & Wise, 1994; Di Ciano et
al., 1998 a,b) e a expressao de proteina c-Fos (Franklin & Druham, 2000;
Neisewader et al., 2000) no nucleo accumbens. De importancia, tal comportamento
nos animais, segundo alguns autores, equivale aqueles que ocorrem em humanos
quando estes sdo expostos a pistas que lembram o uso de drogas e que sao
responsaveis por desencadear a recaida nesses individuos (Vezina & Leyton,
2009).

Embora a locomocao condicionada a cocaina tenha sido atenuada no
experimento 1 (mas ndo no experimento 5) apds repetidas exposi¢des ao campo
aberto sob efeito de veiculo, ela ndo foi completamente extinta. Dessa forma, o
grupo Coc-Vei apresentou uma redugdo na locomogdo no 7° dia da fase de
tratamento com ziprasidona em relacdo ao 1° dia desta fase; contudo, sua
locomogéao ainda apresentou-se elevada em relagao ao grupo Sal-Vei tanto no 7°
dia da fase de tratamento com ziprasidona como durante a fase de desafio salina
(experimentos 1 e 5). Ndo obstante, a administracdo de cocaina foi capaz de

reinstalar a sensibilizagdo locomotora apds abstinéncia dessa droga em todas as
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situagbes experimentais (grupo Coc-Vei > grupo Sal-Vei no desafio cocaina dos
experimentos 1, 2, 5 e 6).

Com relagdo ao etanol, em todos os experimentos (3, 4, 7 e 8), a
administragdo aguda dessa droga promoveu efeito estimulante locomotor (grupos
Et > grupos Sal no 1° dia da fase de tratamento com etanol). Contudo, a
administragdo repetida de etanol pareada ao campo aberto por 15 dias
intermitentes nao promoveu o desenvolvimento de sensibilizacdo comportamental
(grupos Et no 15° = grupos Et no 1° dia da fase de tratamento com etanol). A
expressao da sensibilizacdo comportamental s6 péde ser verificada quando uma
injecdo desafio de etanol foi administrada aos animais 15 dias apds a ultima
injecéo de etanol na fase de tratamento com etanol (grupo Et-Vei > grupo Sal-Vei
no desafio etanol e grupo Et-Vei no desafio etanol > 15° dia do tratamento com

etanol).

O etanol interage com varios sistemas de neurotransmisséo (dopaminérgico,
GABAérgico, glutamatérgico, opidide e cannabindide) (Broadbent et al., 2003;
Vengeliene et al., 2008). No entanto, a estimulagdo locomotora aguda promovida
por essa droga em roedores parece estar envolvida com a ativagdo da via
dopaminérgica mesolimbica, que pode ocorrer de forma direta ou indireta pela
modulagdo dos outros sistemas de neurotransmissao (Ron, Jurd, 2005; Stahl,
2008). Assim, o etanol parece promover um aumento direto nos disparos de
neurdnios dopaminérgicos ao modificar correntes de K sensiveis a quinidina
(Appel et al.,, 2003). Indiretamente, o etanol pode estimular os disparos de
neurénios dopaminérgicos da VTA via liberagdo de [I-endorfinas, modulagao de
receptores glutamatérgicos NMDA, de receptores 5SHT3 ou ainda de receptores

colinérgicos nicotinicos (Vengeliene et al., 2008).
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Mais especificamente, em altas doses o etanol possui atividade
estimulatéria em receptores GABAA e inibitéria em receptores NMDA (Matto et al.,
2005). Tais efeitos classificam o etanol como droga depressora do Sistema
Nervoso Central. No entanto, quando administrado em uma faixa de dose entre 0,5
e 2,0 mg/kg o etanol apresenta efeitos ansioliticos e estimulantes em roedores
(Morikawa & Morrisett, 2010). Tais efeitos também poderiam ocorrer devido a
capacidade de o etanol, nestas doses, inibir a atividade GABAérgica sobre os
neurdnios dopaminérgicos presentes na VTA, o que levaria ao aumento das taxas
de disparos desses neurbnios (Morikawa & Morrisett, 2010). Morikawa e Morrisett
(2010) sugeriram ainda que o etanol estimularia receptores dopaminérgicos D
presentes em neurbnios glutamatérgicos, levando a uma maior liberagdo de
glutamato, que por sua vez estimularia receptores dopaminérgicos na VTA. Além
disso, Xiao et al. (2007) reportaram que os efeitos agudos estimulantes do etanol
ocorreriam também por uma ag¢ao inibitéria em receptores mu-opidides presentes
em interneurbnios GABAérgicos que se projetam para a VTA, levando a
desinibicdo da liberacao de dopamina no nucleo accumbens.

Diversos mecanismos podem estar envolvidos com a auséncia de
sensibilizagdo comportamental observada durante a fase de tratamento com
etanol. Por exemplo, poder-se-ia especular a possibilidade do desenvolvimento de
um “efeito-teto”, ou seja, a estimulagdo locomotora produzida pela administragao
aguda de etanol pode ter sido maxima, impossibilitando uma estimulagdo ainda
maior pelo tratamento repetido com essa droga. Contudo, este ndo parece ter sido
0 caso nos presentes experimentos, uma vez que o grupo Et-Vei apresentou um
aumento na locomocao durante o desafio com etanol em relacdo ao 15° dia de

tratamento com etanol (que nao diferiu da locomogao apresentada no 1° dia) em
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todos os experimentos (3, 4, 7 e 8). Déficits cognitivos promovidos pelo tratamento
crbnico com etanol também poderiam estar envolvidos com a auséncia de
sensibilizagdo durante a fase de tratamento com etanol. Nesse contexto, estudos
da literatura demonstram que a hiperatividade pode prejudicar a aquisicédo de
tarefas (Brosnan-Watters, 1999); e que o uso crdnico de etanol pode prejudicar a
plasticidade neuronal responsavel pela consolidagdo de memorias (Lattal, 2007).
Entretanto, essa possibilidade também parece improvavel, uma vez que os animais
expressaram sensibilizacdo comportamental durante o desafio com etanol.

Dessa forma, o periodo de abstinéncia existente entre a ultima injecdo do
tratamento com etanol e o desafio com essa droga (15 dias) parece ter sido de
extrema importancia para a expressao da sensibilizacdo comportamental. Nesse
sentido, estudos tém demonstrado que a expressdo de comportamentos
relacionados a dependéncia de etanol pode ocorrer mesmo apods longos periodos
de abstinéncia da droga (Manley & Little, 1997; Lessov & Phillips, 1998; Fish et al.,
2002; Boehm et al., 2008). Segundo Lessov & Phillips (1998), a administragédo
repetida de etanol associada ao ambiente de observagdo poderia promover
modificagdes nas vias neurais que medeiam a atividade locomotora de roedores de
forma que essas vias se tornariam mais sensiveis e mais responsivas ao desafio
com uma injecdo de etanol. De importancia, uma intima relagdo entre essas
modificagdes neurais promovidas pelo uso repetido de drogas e as recaidas que
ocorrem apods longos periodos de abstinéncia em humanos tem sido proposta
(Sato et al., 1983; Sato, 1992; Robinson, 1993). Vaérios sistemas de
neurotransmissao tém sido implicados na inducdo e na expressdao da
sensibilizagdo locomotora induzida por etanol (Phillips & Shen, 1996), podendo ser

o foco de neuroadaptagdes moleculares. Tem sido demonstrado, por exemplo, um
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aumento no “binding” de receptores D, estriatais em camundongos sensibilizados
para o etanol (Souza-Formigoni et al., 1999). Além disso, a exposi¢ao cronica ao
etanol resulta em um aumento na sensibilidade de neurdnios dopaminérgicos da
VTA ao etanol (Brodie, 2002). Como postulado por Henry et al. (1998) para a
sensibilizagdo comportamental a cocaina, evidéncias indicam que esse fendmeno
resulta de uma cascata de neuroadaptacbes dependentes de tempo, que se
iniciam com um aumento na atividade dopaminérgica de neurdnios da VTA e sdo
mantidas por alteracbes subsequentes no nucleo accumbens. Nesse mesmo
raciocinio, é possivel que as neuroadapta¢des geradas pelo tratamento crénico
com etanol e responsaveis pela inducdo e expressao da sensibilizacao
comportamental também sejam distintas entre si e ocorram de forma dependente
de tempo, tornando assim o periodo de abstinéncia de etanol critico para que tais
modificagdes ocorram e a sensibilizagdo a essa droga possa ser expressa.

Apesar de a administracdo de etanol ter promovido efeito estimulante
locomotor em campo aberto, ndo houve desenvolvimento de uma locomogao
condicionada quando os animais tratados com etanol foram novamente expostos
no campo aberto sob efeito de veiculo (experimento 3, grupo Et-Vei-= grupo Sal-
Vei na fase de tratamento com ziprasidona) ou sob efeito de salina (experimentos 3
e 4, grupo Et-Vei = grupo Sal-Vei no desafio salina). Uma vez que a locomogao
condicionada ao etanol ndo se desenvolveu na situagdo experimental do
experimento 3 nem naquela do experimento 4, o desafio salina nao foi realizado
nos experimentos 7 e 8 desta tese.

Conforme comentado anteriormente, o desenvolvimento da locomocao
condicionada depende criticamente de uma associagédo Pavloviana entre El (droga)

e ECs (ambiente, experimentador, injecdo, etc) e da integridade dos circuitos
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envolvidos com a formagdo de memdrias associativas, como a amigdala, o
hipocampo e o cortex pré-frontal (Hildebrandt et al., 2006; Montgomery et al.,
2011). Nesse aspecto, dados da literatura indicam que tanto a administragcédo
aguda como o tratamento crénico com etanol sao capazes de promover efeitos
amnésticos e déficits de aprendizado em camundongos na tarefa de esquiva
passiva (Ryabinin, 1998; Napiorkowska-Pawlak et al., 2000) e na tarefa de esquiva
passiva em labirinto em cruz elevado (Kameda et al., 2007). Dessa forma, é
possivel que a administracao de etanol antes da exposi¢cdo ao campo aberto tenha
produzido uma amnésia anterégrada nesses animais, ou seja, uma amnésia dos
fatos que sucederam sua administragao (como a exposigao ao campo aberto).
Podemos concluir também a partir desses resultados, que a expressao da
sensibilizagdo comportamental ao etanol durante o desafio etanol ocorreu
independentemente do desenvolvimento de uma resposta condicionada. De forma
semelhante, Carey & Gui (1998) verificaram anteriormente que a resposta
condicionada a pistas contextuais exteroceptivas nao contribuiu diretamente para a
sensibilizagdo comportamental induzida por cocaina em ratos, uma vez que esse
fenbmeno foi demonstrado mesmo apds a extingdo da resposta condicionada.
Contudo, a sensibilizagdo a cocaina se mostrou contexto-dependente, uma vez
que somente se desenvolveu na presenga de pareamento ambiental, sugerindo
que outros processos associativos possam estar envolvidos nesse fenémeno.
Esses autores sugeriram, entdo, a existéncia de uma inter-relagao entre os efeitos
farmacolégicos de uma droga, as pistas exteroceptivas (relacionadas ao contexto
no qual os efeitos da droga sdo experienciados) e as pistas interoceptivas
(relacionadas a alteragdes fisioldgicas promovidas pela administracdo da droga).

Dessa forma, durante o processo de condicionamento, o tratamento de um animal
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com uma droga no ambiente de experimentagao levaria ao desenvolvimento de
uma associagdo nao somente entre as pistas ambientais e o efeito
psicoestimulante da droga, mas também entre as pistas interoceptivas eliciadas
pela droga, as pistas ambientais e os efeitos psicoestimulantes da droga.
Extrapolando essas consideracbes para o presente estudo, a expressdo da
sensibilizagdo comportamental ndo somente ao etanol (durante o desafio etanol)
como também a cocaina deve ter ocorrido devido a existéncia de todas essas

associacoes.

5.2. Efeitos do tratamento repetido com ziprasidona sobre a
sensibilizagdo comportamental a cocaina e ao etanol

Com relacdo aos experimentos 1 e 2, que avaliaram os efeitos do
tratamento repetido com ziprasidona (pareado ou ndo ao campo aberto) sobre a
sensibilizagdo comportamental a cocaina, verificamos inicialmente que a
administragdo de 5 mg/kg de ziprasidona promoveu uma diminuigdo na locomogéao
nos camundongos (grupos Sal-Zip e Coc-Zip < Sal-Vei e Coc-Vei na fase de
tratamento com ziprasidona do experimento 1), demonstrando assim, o efeito
hipolocomotor da dose de ziprasidona utilizada no presente experimento. Esse
efeito depressor da dose de ziprasidona utilizada ja era esperado, por se tratar de
uma dose utilizada anteriormente em nosso laboratério capaz de produzir
hipolocomogao semelhante a dose de 0,5 mg/kg do neuroléptico tipico haloperidol,
que por sua vez foi eficaz em impedir o efeito hiperlocomotor de uma injecao de
cocaina em camundongos (Oliveira, 2006).

Além disso, ao analisarmos o desafio salina dos experimentos 1 e 2

verificamos que a administragcdo repetida de 5 mg/kg de ziprasidona pareada ao
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campo aberto (mas ndo na gaiola moradia) promoveu o desenvolvimento de uma
hipolocomogao condicionada, isto €, os grupos Sal-Zip e Coc-Zip apresentaram
locomogao diminuida em resposta ao desafio com salina em relagdo aos grupos
Sal-Vei e Coc-Vei (efeito do tratamento 2 no experimento 1). Corroborando esse
achado, dados obtidos previamente em nosso laboratério demonstram que os
efeitos depressores motores promovidos por neurolépticos estdo sujeitos ao
processo de condicionamento ambiental (Chinen & Frussa-Filho, 1999; Chinen,
2004).

Em conjunto, os resultados dos experimentos 1 e 2 mostraram que a
sensibilizagdo comportamental a cocaina foi atenuada pelo tratamento repetido
com ziprasidona realizado durante o periodo de abstinéncia (Coc-Zip < Coc-Vei
mas Coc-Zip > Sal-Vei e Sal-Zip no desafio cocaina do experimento 1) e que tal
efeito parece ser decorrente de uma atenuacao da locomog¢ao condicionada pelo
tratamento com o antipsicético no mesmo ambiente previamente associado a
cocaina. Em outras palavras, a sensibilizacdo comportamental a cocaina foi
atenuada quando o tratamento com ziprasidona foi realizado no campo aberto
(onde os efeitos da cocaina haviam sido experienciados — experimento 1), mas néo
quando este foi realizado na gaiola moradia (Coc-Zip-= Coc-Vei no desafio cocaina
do experimento 2). Em acordo com essas observagdes, verificamos que o
tratamento com ziprasidona atenuou a locomog¢do condicionada a cocaina no
experimento 1 (Coc-Zip < Coc-Vei durante a fase de tratamento com ziprasidona e
durante o desafio salina). De importéncia, a atenuagdo da sensibilizagédo
comportamental a cocaina ocorreu na auséncia de supersensibilidade

dopaminérgica central, uma vez que o grupo Sal-Zip apresentou locomogao
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semelhante ao grupo Sal-Vei durante o desafio com cocaina tanto no experimento
1 como no experimento 2.

Os resultados apresentados pelo grupo Coc-Zip-Coc sugerem que 0
tratamento com ziprasidona durante a abstinéncia de cocaina atenuou a expressao
da sensibilizacao locomotora a esse psicoestimulante por um favorecimento do
processo de extingdo. Conforme revisado por Conklin & Tiffany (2002), a eficacia
da extincdo pode ser determinada pela probabilidade da exposicdo a uma pista
ambiental associada a droga, mas extinta durante a abstinéncia, em evocar o
comportamento aprendido durante a extingdo ao invés daquele aprendido durante
o condicionamento ambiental original (isto €, com o uso da droga). Algumas
medidas que poderiam ser utilizadas a fim de aumentar a eficacia da extingado
incluem extinguir a resposta condicionada no mesmo contexto ambiental em que o
pareamento EC-EIl ocorreu (Kasvikis, 1991; Dawe et al., 1993; Bouton, 1994) e
condicionar durante a extingao algo que lembre o processo de extingdo (Bouton &
Brooks, 1993; Chelonis et al., 1999; Bouton, 2000). Acreditamos, portanto, que ao
realizarmos a extingdo do comportamento relacionado a dependéncia de cocaina
no mesmo ambiente (campo aberto) em que o pareamento cocaina-estimulos
condicionados ocorreu, associada aos efeitos da ziprasidona (‘lembrete” da
extingdo), adotamos essas duas medidas de aumento da eficacia da extingéo,
facilitando esse processo. Especificamente no que concerne a ziprasidona, seus
efeitos comportamentais e neuroquimicos, que sao opostos aqueles promovidos
pela cocaina, devem ter contribuido para a atuacdo desse farmaco como
‘lembrete” da extingdo. Essa hipotese é favorecida ao observarmos o grupo Coc-
Vei do experimento 1, que foi submetido apenas ao processo de extingdo, na

auséncia de ziprasidona (“lembrete”). Verificamos no desafio com cocaina que
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esse grupo apresentou completa reinstalagéo da sensibilizagdo comportamental a
cocaina, confirmando a ineficacia da exposi¢céo repetida na auséncia da droga de
abuso a pistas ambientais previamente associadas ao uso dessa droga como
tratamento da dependéncia quimica. No caso do experimento 2, no qual as
injecbes de ziprasidona foram administradas na gaiola moradia e o processo de
extincdo nao foi realizado, a nova associagcdo entre o ambiente previamente
pareado com a cocaina e os efeitos depressores da ziprasidona nao ocorreu.
Assim, ficou evidente que apenas o tratamento farmacolégico com ziprasidona nao
foi eficaz em impedir a expressao da sensibilizagdo comportamental a cocaina.

Dados da literatura sugerem que a modulagdo de receptores
dopaminérgicos D, parece estar envolvida na expressdo de respostas
condicionadas (De Vries et al., 2002). Além disso, esses autores também
mostraram que a ativacdo de receptores dopaminérgicos D, pelo agonista
quimpirole teria uma participacdo fundamental no restabelecimento da auto-
administragdo de cocaina em ratos. Ao levarmos em consideragcdao que a
ziprasidona € antagonista desses receptores, podemos hipotetizar que tal atividade
pode ter contribuido para a atenuagao da resposta condicionada e da reinstalacao
da sensibilizacdo comportamental a cocaina nos camundongos do grupo Coc-Zip-
Coc na presente tese.

Paralelamente, além de atuar como antagonista de receptores
dopaminérgicos D», a ziprasidona também atua como antagonista de receptores
serotonérgicos S5HT2s, 5HT2c e 5SHT, e como agonista de receptores
setoronérgicos inibitorios 5SHT1a. (Seeger et al., 1995). Nesse contexto, estudos tém
sugerido que esses receptores serotonérgicos parecem modular a liberagao de

dopamina no nucleo accumbens (Valenzuela & Harris, 1997). Além disso, tem sido
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descrito que neurénios serotonérgicos do nucleo anterior da Rafe se projetam e
fazem contatos sinapticos com neurénios dopaminérgicos da VTA (Herve et al.,
1987).

E importante ressaltar que o tratamento repetido com ziprasidona n&o
promoveu o desenvolvimento de supersensibilidade dopaminérgica central quando
realizado em campo aberto nem quando realizado na gaiola moradia. Esse
resultado confirma dados prévios de nosso laboratério que demonstraram que
tratamentos ainda mais prolongados com ziprasidona nao promoveram
supersensibilidade dopaminérgica mesolimbica em camundongos (Fukushiro et al.,
2007, 2008) e eleva o potencial terapéutico da ziprasidona no tratamento da
dependéncia de cocaina.

Os mecanismos pelos quais a supersensibilidade dopaminérgica ndo ocorre
com a exposicao crbnica ao neuroléptico atipico clozapina e a neurolépticos de
segunda geragao com semelhangas farmacoldgicas a ela como a ziprasidona,
(Rupniak et. al., 1984, 1985; Wilmot & Szczepanik, 1989; Tarazi et. al., 1997) ainda
ndo estdo bem estabelecidos. A elevada razdo de agdo antagonista 5HT2a/D2 tem
sido proposta como um importante fator contribuinte (Saller et. al., 1990; Kapur &
Remington, 1996; Miyamoto et. al., 2002). De acordo com essa hipdtese, o
antagonismo de receptores 5HT,4 promovido por drogas de agdo mista como a
clozapina, levaria a desinibicdo da neurotransmisséo dopaminérgica (normalmente
inibida por neurénios serotonérgicos provenientes de nucleos da rafe), promovendo
o aumento da liberacdo de dopamina nos diversos sistemas dopaminérgicos. O
aumento da liberacdo de dopamina poderia, por sua vez, impedir o
desenvolvimento da supersensibilidade dopaminérgica compensatéria promovida

pelo antagonismo de dopaminoceptores D, (Kapur & Remington, 1996). Assim
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como a clozapina, a ziprasidona tem maior afinidade por receptores serotonérgicos
5HT2a do que por dopaminoceptores D, (Seeger et. al.,, 1995; Schmidt et. al.,
2001). Dessa forma, a incapacidade de a privagdo da administracao repetida de
ziprasidona potencializar o efeito agudo hiperlocomotor da cocaina
(supersensibilidade dopaminérgica) pode estar relacionada com a sua razao de
acao antagonista SHT2a/Ds.

Além da seletividade por receptores 5HT.a € Dy, a ziprasidona também é um
potente agonista de receptores 5HTa (Seeger et. al.,, 1995). Dentre os agentes
antipsicoticos disponiveis na clinica, apenas a clozapina possui apreciavel
afinidade pelo receptor 5HT1a (Wander et. al.,, 1987; Mason & Reynolds, 1992).
Assim, um mecanismo possivelmente associado ao fato de a privacdo do
tratamento prolongado com ziprasidona nao ter potencializado o efeito
hiperlocomotor da cocaina no presente estudo poderia incluir também essa
propriedade agonista 5HT1a. Nesse sentido, € bem estabelecido que a grande
maioria dos receptores 5HT1a sdo auto-receptores inibitérios presentes no corpo
celular de neurbnios serotonérgicos que, por sua vez, modulam a atividade de
neurdnios dopaminérgicos (Hamon et al., 1990; Kapur & Remington, 1996). Assim,
preconiza-se que a estimulacdo desses receptores iniba o disparo dos neurbnios
serotonérgicos, promovendo, consequentemente, a desinibicao da
neurotransmissao dopaminérgica (Kapur & Remington, 1996). Dessa maneira, de
forma semelhante ao mecanismo citado acima para o antagonismo de receptores
5HT2a, 0 aumento da liberagdo de dopamina poderia impedir o desenvolvimento de
supersensibilidade dopaminérgica promovido pelo antagonismo de receptores

dopaminérgicos Do.
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Indubitavelmente esse racional é especulativo e futuros estudos sao
necessarios para sua validacdo. Nao obstante, deve-se notar que a buspirona
(que, como a ziprasidona, tem alta afinidade por receptores 5HT1a € D2 (Peroutka,
1985) é inefetiva em produzir supersensibilidade dopaminérgica, avaliada tanto por
estudos de binding (Cimino et. al., 1983; McMillen, 1985) quanto pelo
comportamento locomotor em campo aberto e o comportamento estereotipado
induzido por apomorfina (Queiroz & Frussa-Filho, 1997).

Além de atuar como antagonista de dopaminoceptores D, e receptores
serotonérgicos 5HT,n e agonista de receptores setoronérgicos 5HTis, a
ziprasidona possui ainda atividade antagonista de receptores serotonérgicos
5HT,c. A estimulagao indireta de receptores 5HT,c exercida pela cocaina promove
um controle inibitério sobre a transmissdo dopaminérgica no nucleo accumbens
(ver Muller & Huston, 2006). Dessa forma, pode-se argumentar que o bloqueio de
receptores do subtipo 5HT,c também imposto pela ziprasidona poderia promover
um pequeno aumento na liberacdo de dopamina que poderia contribuir para a
auséncia de supersensibilidade dopaminérgica apds tratamento crénico com esse
neuroléptico, evitando o “upregulation” compensatério de receptores
dopaminérgicos que ocorre durante o bloqueio crénico.

Alternativamente, a incapacidade de a privagédo do tratamento prolongado
com ziprasidona potencializar os efeitos comportamentais da cocaina poderia ser
explicada por sua afinidade por receptores dopaminérgicos D,. Dessa forma, uma
menor afinidade por dopaminoceptores D, exibida pela ziprasidona poderia fazer
com que o bloqueio desses dopaminoceptores fosse insuficiente para induzir uma

supersensibilidade dopaminérgica compensatoria. De fato, Kapur & Seeman (2001)
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sugeriram que o perfil atipico de segunda geragéo neurolépticos caracteriza-se por
uma dissociagao mais rapida dos receptores dopaminérgicos Do.

Com relacao ao tratamento repetido com ziprasidona nos experimentos de
sensibilizagdo comportamental ao etanol (experimentos 3 e 4), verificamos
novamente que a administragdo aguda desse neuroléptico produziu efeito
depressor sobre a locomogédo dos animais (efeito do tratamento 2 durante o
tratamento com ziprasidona do experimento 3) que foi passivel de
condicionamento ambiental (efeito do tratamento 2 no desafio salina do
experimento 3), corroborando os achados do experimento 1.

Somente o tratamento repetido com ziprasidona no ambiente previamente
pareado com o etanol (campo aberto) foi capaz de atenuar a expressédo da
sensibilizagdo comportamental ao etanol (grupo Et-Zip < grupo Et-Vei no desafio
etanol do experimento 3, mas grupo Et-Zip = grupo Et-Vei no desafio etanol do
experimento 4). Curiosamente, embora o pareamento entre o ambiente e os efeitos
da ziprasidona tenha sido necessario para a atenuacdo da sensibilizagao
locomotora ao etanol (porque tal efeito ndo ocorreu quando o tratamento com
ziprasidona foi realizado na gaiola moradia — experimento 4), os mecanismos pelos
quais a ziprasidona atenuou a sensibilizagdo ao etanol parece nao envolver
modificacdes na resposta condicionada, uma vez que o tratamento repetido com
etanol ndo produziu tal resposta.

Embora ndo haja resposta condicionada ao ambiente que pudesse ser
modificada pelo tratamento com ziprasidona no ambiente teste, uma possibilidade
para explicar os resultados dos experimentos 3 e 4 seria que, ao administrar
ziprasidona no ambiente previamente pareado com os efeitos do etanol, o tridngulo

de associagbes necessario para a expressdo da sensibilizacdo (pistas
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exteroceptivas, pistas interoceptivas e efeito farmacologico da droga) teria sido
perturbado devido a um novo aprendizado de que as pistas exteroceptivas nao
mais sinalizavam os efeitos psicoestimulantes do etanol, mas sim os efeitos
depressores da ziprasidona. Nesse contexto, o fato de o tratamento repetido com
ziprasidona no campo aberto ter produzido uma hipolocomog¢ido condicionada
(efeito do tratamento 2 no desafio salina do experimento 3) e de a expressao da
sensibilizagdo comportamental ao etanol ter sido atenuada apenas quando essa
hipolocomogao condicionada estava presente (no experimento 3, mas nao no
experimento 4) corroboram a hipétese citada acima. Em outras palavras, a
sensibilizagdo comportamental decorreria, ao menos em parte, de um triangulo de
associagbes composto pelo efeito psicoestimulante da droga de abuso, pistas
exteroceptivas ambientais nos quais tais efeitos sdo experienciados e pistas
interoceptivas por efeitos farmacoldgicos da droga em questao (taquicardia, como
exemplo hipotético). Nossa hipétese preconiza que em alguns casos (cocaina)
somente a associacao do efeito psicoestimulante — pista exteroceptivas ambientais
(campo aberto) ja seria efetivo em promover uma hiperatividade condicionada
(desafio salina), potencializada pela inclusdo das pistas interoceptivas (desafio
cocaina). Em outros (etanol) a hiperatividade condicionada nao ocorreria na
presencga apenas das pistas exteroceptivas ambientais (desafio salina), mas estaria
presente quando a estas fossem adicionadas as pistas interoceptivas previamente
associadas ao efeito psicoestimulante (desafio etanol). Em ambas as situagdes,
nao obstante, o contra-condicionamento ambiental com ziprasidona seria efetivo
em enfraquecer um dos lados do triangulo de associagbes, prejudicando a

expressao da sensibilizagao.
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De potencial importadncia clinica, é importante ressaltar que, como
observado nos experimentos 1 e 2, o tratamento repetido com ziprasidona na dose
de 5 mg/kg por 7 dias alternados ndo produziu supersensibilidade dopaminérgica
mesolimbica também nos experimentos 3 e 4. Com efeito, a locomog¢ao do grupo
Sal-Zip nao diferiu daquela do grupo Sal-Vei durante o desafio com etanol nesses
experimentos. Esses dados aumentam a aplicabilidade clinica de um tratamento
com ziprasidona para a dependéncia quimica, uma vez que o tratamento com
ziprasidona nao potencializaria os efeitos comportamentais de drogas de abuso
como a cocaina e o etanol.

Embora a hipolomocgao promovida pela dose de ziprasidona utilizada assim
como o condicionamento desse efeito possam ter contribuido para atenuar a
dependéncia de cocaina e de etanol nos experimentos 1 a 4, seria interessante
investigar se doses desse neuroléptico que ndo produzissem hipolocomogao
também seriam eficazes em reverter a expressdao da sensibilizacio
comportamental a essas drogas de abuso. A efetividade de doses menores de
neurolépticos no tratamento da dependéncia quimica também seria de grande
utilidade clinica, uma vez que os efeitos sedativos promovidos pelos neurolépticos

poderiam ser um obstaculo a adesao dos pacientes ao tratamento.

5.3. Efeitos do tratamento repetido com aripiprazol sobre a

sensibilizagdo comportamental a cocaina e ao etanol

Ao realizarmos o segundo bloco de experimentos (experimentos 5 a 8) para
investigar os efeitos do tratamento repetido com um neuroléptico de 32 geragéo, o

aripiprazol, sobre a sensibilizagdo locomotora a cocaina e ao etanol, procuramos
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utilizar uma dose de aripiprazol que nao produzisse efeitos depressores sobre a
locomogao de camundongos. Estudos piloto de nosso laboratério demonstraram
que 0,1 mg/kg de aripiprazol ndo modifica a locomogado espontanea de
camundongos fémeas da mesma linhagem utilizada na presente tese (Oliveira-
Lima et al., 2008). Ainda, Leite e colaboradores (2008) demonstraram que a dose
de 0,1 mg/kg de aripiprazol impediu os efeitos estimulantes motores agudos da
anfetamina e da cocaina em camundongos Swiss machos sem prejuizos
concomitantes sobre a atividade motora espontdnea desses animais. Por outro
lado, doses maiores de aripiprazol (1 a 10 mg/kg) podem promover efeitos
catalépticos colaterais similares aqueles apresentados pela administracdo de
haloperidol (Nakai et al., 2003; Bardin et al. 2005; Leite et al., 2008). Assim, como
esperado, a administragdo de 0,1 mg/kg de aripiprazol em campo aberto nao
modificou a locomogdo dos camundongos no experimento 5 tampouco no
experimento 7 (grupos Sal-Arp = grupos Sal-Vei durante a fase de tratamento com
aripiprazol nos experimentos 5 e 7).

Ao analisarmos como um todo os efeitos do tratamento repetido com
aripiprazol, pareado ou ndo ao campo aberto, sobre a resposta condicionada e a
expressao da sensibilizagdo locomotora a cocaina (experimentos 5 e 6),
verificamos que: 1) embora a administracdo de aripiprazol ndo tenha promovido
uma reducado na locomocdo dos animais durante a fase de tratamento com
aripiprazol (grupo Sal-Arp = grupo Sal-Vei), uma hipolocomog¢ao foi observada
durante o desafio salina em animais pré-tratados com esse neuroléptico em campo
aberto (efeito do tratamento 2, experimento 5); 2) a locomogao condicionada a
cocaina foi levemente atenuada pelo pré-tratamento com aripiprazol pareado ao

campo aberto (mas nao quando realizado na gaiola moradia) durante o desafio
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salina (efeito do tratamento 2, mas auséncia de interagcdo entre tratamento 1 e
tratamento 2 no experimento 5 e auséncia de efeito do tratamento 2 no
experimento 6); 3) a expressdo da sensibilizagdo comportamental a cocaina foi
prevenida pelo tratamento com aripiprazol pareado ao campo aberto (grupo Coc-
Arp < grupo Coc-Vei no desafio cocaina do experimento 5), mas ndo quando este
foi realizado na gaiola moradia (grupo Coc-Arp = grupo Coc-Vei no desafio cocaina
do experimento 6) e 4) o tratamento prévio com aripiprazol pareado ao campo
aberto (mas n&o na gaiola moradia) impediu o efeito estimulante locomotor de uma
injecdo aguda de cocaina (grupo Sal-Arp < grupo Sal-Vei no desafio cocaina do
experimento 5 mas n&o no experimento 6).

Em especial a reducao da locomocgao durante o desafio salina em animais
controle pré-tratados com aripiprazol pareado ao campo aberto e a inibicdo do
efeito estimulante locomotor agudo da cocaina nesses mesmos animais nos levam
a crer que a eficacia do aripiprazol em prevenir a expressao da sensibilizacao
comportamental a cocaina deva-se possivelmente a uma redugdo da saliéncia de
pistas ambientais promovida por esse neuroléptico, o que levaria a um aumento na
habituacao ao campo aberto.

Como reportado por Carey (1987), o tratamento com o neuroléptico tipico
haloperidol reduz os efeitos motivacionais de ambientes novos em ratos. De forma
similar, tem sido demonstrado que tanto o tratamento com haloperidol como com
neurolépticos atipicos como a olanzapina e a risperidona sao capazes de impedir
respostas de esquiva condicionadas por atenuarem progressivamente a saliéncia
motivacional do estimulo condicionado em ratos (Li et al., 2009; Zhang et al.,
2011). Essas observagbes séo consistentes com a agao antagonista de receptores

dopaminérgicos D, comum a todos os neurolépticos e com o papel da transmisséo
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dopaminérgica mesolimbica em predizer recompensas novas e promover
respostas adequadas a estimulos com saliéncia motivacional (Kapur et al., 2006).
Diante dessas observagdes, poderiamos sugerir, portanto, que o tratamento
repetido com aripiprazol no campo aberto atenuou a saliéncia motivacional da
exposicao a esse ambiente; saliéncia esta que ocorreria pela simples mudanga de
ambiente e de habitos (da gaiola moradia para a sala de experimentagéo e para o
campo aberto, por exemplo). Como resultado, observariamos um aumento da
habituacao desses animais ao campo aberto, caracterizada por uma diminui¢ao da
locomogao espontanea dos animais (como verificado para o grupo Sal-Arp no
desafio salina do experimento 5). Esse aumento da habituagao, por sua vez, néo
ocorreria em animais que nao foram submetidos a saliéncia motivacional da re-
exposi¢cao ao campo aberto durante a fase de tratamento com aripiprazol, ou seja,
naqueles que receberam o tratamento com neuroléptico em suas gaiolas moradia
(experimento 6). Essa saliéncia motivacional de exposicdo ao campo aberto, no
entanto, também seria necessaria para o efeito agudo hiperlocomotor da cocaina,
uma vez que animais que tiveram essa saliéncia possivelmente atenuada
apresentaram redugao na locomogao em resposta ao desafio com cocaina (grupo
Sal-Arp no desafio cocaina do experimento 5). Por fim, no que concerne as
interacbes entre o tratamento com aripiprazol, a saliéncia motivacional e a
sensibilizacdo a cocaina, poderiamos especular que o tratamento com aripiprazol
em campo aberto atenuou a saliéncia motivacional desse ambiente, que se
encontrava aumentada pela associagcao prévia entre esse ambiente e os efeitos da
cocaina, fazendo com que a expressao da sensibilizagdo, que também parece
estar relacionada com um aumento da saliéncia motivacional do ambiente, fosse

prevenida durante o desafio cocaina (grupo Coc-Arp-Coc no desafio cocaina do
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experimento 5). Por outro lado, quando o tratamento com aripiprazol foi realizado
na gaiola moradia, tal saliéncia motivacional aumentada pelos repetidos
pareamentos cocaina-campo aberto ndo pbdde ser atenuada e, como
consequéncia, a expressao da sensibilizacdo a cocaina nao foi modificada nessa
situagao (grupo Coc-Arp-Coc no desafio cocaina do experimento 6).

A atenuacao da saliéncia motivacional do ambiente proposta acima poderia
estar relacionada com a acédo estabilizadora da atividade dopaminérgica inerente
ao aripiprazol (Martinotti et al., 2009). Mais especificamente, em receptores
somato-dendriticos, onde os niveis de dopamina s&do baixos, o aripiprazol pode
exercer efeitos similares a um agonista dopaminérgico, enquanto em receptores
pds-sinapticos, onde os niveis de dopamina sao altos, esse neuroléptico pode
ocupar esses receptores e reduzir (mas nao abolir) sua ativagdo (Hirose et al.,
2004). Em outras palavras, o aripiprazol apresenta um perfil Unico, com habilidade
de aliviar a atividade dopaminérgica excessiva sem promover redugao dessa
atividade, mas sim normalizando sua fungao (Burris et al., 2002; Carlsson et al.,
2001; Yokoi et al, 2002). Paralelamente, Han e colaboradores (2009)
demonstraram que o tratamento crénico com aripiprazol por 1 ou 12 semanas
reduziu seletivamente a sintese de dopamina na VTA (diminuigdo da expressao de
RNAm para receptores D, e para a enzima tirosina hidroxilase). Essa reducéo de
dopamina no sistema mesolimbico promovida pelo tratamento com aripiprazol, por
sua vez, pode ter também contribuido para diminuir a saliéncia motivacional do
ambiente.

Os resultados citados nos paragrafos anteriores sdo congruentes com
estudos em seres humanos que mostram que baixas doses de aripiprazol

preveniram efeitos relacionados ao abuso de anfetamina (Lile et al., 2005; Stoops
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et al., 2006). Além disso, Feltenstein e colaboradores (2007) mostraram que a
administragdo de varias doses de aripiprazol foi capaz de bloquear
comportamentos de busca por cocaina em ratos em um modelo de recaida
induzida por droga ou por pistas ambientais. Um pré-tratamento oral com
aripiprazol também foi eficaz em diminuir de forma dependente de dose a auto-
administragdo de cocaina em camundongos (Sorensen et al., 2008).
Recentemente, Futamura e colaboradores (2010) demonstraram a eficacia de um
tratamento repetido com diferentes doses de aripiprazol em atenuar a
sensibilizagdo comportamental a metanfetamina em camundongos quando
realizado durante o periodo de abstinéncia da droga. Dados clinicos também
mostraram que o aripiprazol foi capaz de reduzir o “craving” e os sintomas
psicoticos em pacientes esquizofrénicos dependentes de cocaina (Beresford et al.,
2005). Contudo, um estudo mostrou que o tratamento com aripirazol (15 mg/dia)
por 20 semanas ndo reduziu o consumo de anfetamina em dependentes
(Thiihonen et al., 2007). Vale ressaltar, entretanto, que em nenhum dos estudos
citados acima o aripiprazol foi administrado no mesmo ambiente previamente
associado aos efeitos das drogas de abuso como no presente estudo.

No que diz respeito aos efeitos do tratamento repetido com aripiprazol sobre
a sensibilizacdo locomotora ao etanol, a prevencio ou reducdo da dependéncia a
essa droga de abuso pelo aripiprazol ndo parece estar relacionada com uma
reducao da saliéncia motivacional do ambiente pelo tratamento com o neuroléptico
pareado ao campo aberto. Primeiro, porque tanto o tratamento com aripiprazol
pareado ao campo aberto como na gaiola moradia dos animais foram capazes de
impedir a expressao da sensibilizagdo locomotora ao etanol (grupos Et-Arp <

grupos Et-Vei no desafio etanol nos experimentos 7 e 8). Segundo, porque o
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tratamento prévio com aripiprazol em campo aberto ndao modificou o efeito
estimulante locomotor de uma injegdo aguda de etanol (grupo Sal-Arp = grupo Sal-
Vei no desafio etanol do experimento 7). Assim, outros mecanismos parecem estar
envolvidos com o potencial terapéutico do aripiprazol no tratamento da
dependéncia de etanol, provavelmente relacionados ao mecanismo de acao desse
neuroléptico.

Conforme descrito acima, evidéncias indicam que o aripiprazol atue como
um estabilizador da atividade dopaminérgica (Martinotti et al, 2009).
Paralelamente, um numero reduzido de receptores dopaminérgicos D, tem sido
relatado em individuos dependentes de alcool e alteragcbes na funcao
dopaminérgica estriatal tém sido relacionadas com o alto consumo de etanol em
humanos (Heinz et al., 2005; Martinez et al., 2005). Assim, essa acdo modulatéria
do aripiprazol sobre a atividade dopaminérgica poderia promover um efeito positivo
sobre a redugdo de receptores D, observada na dependéncia de etanol,
contribuindo para explicar a prevencdo da expressdo da sensibilizacao
comportamental ao etanol tanto nos animais que receberam o tratamento com o
neuroléptico pareado ao campo aberto como naqueles que o receberam em suas
gaiolas moradia. O tratamento prévio com aripiprazol também poderia impedir a
expressao da sensibilizagao ao etanol por modular o tdnus dopaminérgico de vias
neurais implicadas com a recaida, incluindo o cértex pré-frontal, o nucleo
accumbens, o hipocampo e a amigdala (See et al.,, 2001; Ledford et al., 2003;
Fuchs et al., 2004a, b, 2005).

Deve-se ressaltar, entretanto, que varios outros neurotransmissores como a
serotonina, o GABA, o glutamato, a noradrenalina e os opidides estdao também

envolvidos com as propriedades recompensadoras do etanol assim como com a
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fisiopatologia da dependéncia a essa droga (Engel et al., 1992). Tem sido descrito
que o aripiprazol também possui agdo antagonista de receptores dopaminérgicos
Ds e de receptores serotonérgicos 5HT.an e acdo agonista de receptores
serotonérgicos 5HT1a € (Kenna, 2003; Winans, 2003; Uzun et al.,, 2006). De
interesse, tem sido relatado que o tratamento com um agonista 5HT5 ou com um
antagonista 5HT,a diminui a estimulagdo locomotora induzida por etanol (Blomqvist
et al., 1994; Le et al., 1997) assim como o consumo de etanol em ratos (Meert,
1993; Hedlund & Wabhlstrom, 1999; Winans, 2003; Kenna et al., 2004). Ainda, em
um estudo recente, o pré-tratamento com um antagonista especifico de receptores
serotonérgicos 5HTao (WAY100635) impediu a agado terapéutica do aripiprazol
sobre a sensibilizagdo comportamental a metanfetamina estabelecida em
camundongos (Futamura et al., 2010). Dessa forma, ndo podemos descartar a
hipétese de que a capacidade de o aripiprazol prevenir a sensibilizacdo
comportamental ao etanol esteja relacionada com uma agao desse neuroléptico
tanto em sistemas dopaminérgicos como em sistemas serotonérgicos.

Os resultados dos experimentos 7 e 8 corroboram alguns estudos clinicos e
pré-clinicos prévios existentes. Jerlhag (2008) verificou que a administragdo aguda
de aripiprazol (1,25 mg/kg) foi efetiva em impedir a estimulagdo locomotora
promovida tanto pelo etanol como pela anfetamina em camundongos, na auséncia
de prejuizos sobre a locomogédo espontdnea desses animais. Ingman e
colaboradores (2006) demonstraram que a administragéo de aripiprazol reduziu o
consumo de etanol por acesso limitado em ratos selecionados para alta preferéncia
por etanol. Pacientes dependentes de alcool tratados com aripiprazol (5-15 mg/dia)
permaneceram abstinentes por um periodo maior que pacientes tratados com

naltrexona (50 mg/dia), o medicamento comumente utilizado no tratamento da
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dependéncia ao alcool (Martinotti et al., 2009). O aripiprazol também foi eficaz em
reduzir o uso de alcool, o “craving” e a severidade de sintomas psicopatolégicos
em pacientes dependentes de alcool (Martinotti et al., 2007). Novamente, vale
ressaltar que em nenhum dos estudos citados acima o aripiprazol foi administrado
no mesmo ambiente previamente associado aos efeitos do etanol como no
presente estudo.

De importancia, em todas as situagcdes experimentais, o efeito terapéutico
do aripiprazol no tratamento da dependéncia de cocaina ou etanol ocorreu na
auséncia de supersensibilidade dopaminérgica central, isto é, em nenhum
momento o tratamento repetido prévio com esse neuroléptico potencializou os
efeitos motores agudos da cocaina ou do etanol. Esses resultados estdo em
acordo com a baixa incidéncia de efeitos colaterais extra-piramidais relatada
durante o tratamento com aripiprazol em humanos (Marder et al., 2003). A a¢ao do
aripiprazol como estabilizador da atividade dopaminérgica parece contribuir
também para a auséncia de supersensibilidade dopaminérgica central apos
administragéo repetida. Em ratos, a capacidade de a maioria dos neurolépticos de
induzir catalepsia correlaciona-se com a ocupagao de receptores dopaminérgicos
D, estriatais exercida por esses farmacos. Em contrapartida, o aripiprazol nao
promove prejuizos motores significativos mesmo em doses que induzem 95% de
ocupacgao de receptores dopaminérgicos, provavelmente devido a sua habilidade
de manter esses receptores minimamente ativados (Natesan et al., 2006).
Curiosamente, o mesmo perfil € observado em humanos. Para a maioria dos
neurolépticos, a faixa terapéutica ocorre quando 60 a 80% dos receptores
dopaminérgicos estriatais sdo ocupados. Niveis maiores de ocupacédo desses

receptores levam ao surgimento de efeitos colaterais extra-piramidais (Kapur &
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Seeman, 2001), enquanto o aripiprazol apresenta um perfil seguro mesmo
ocupando mais de 90% dos receptores dopaminérgicos estriatais (Grunder et al.,
2003; Mamo et al., 2007).

Por fim, a auséncia de reducao do efeito estimulante locomotor eliciado por
uma injecdo aguda de etanol (ao contrario do observado para a cocaina no
experimento 5) em animais pré-tratados com aripiprazol pareado ao campo aberto
(grupo Sal-Arp = grupo Sal-Vei no desafio etanol do experimento 7) sugere que a
saliéncia motivacional do ambiente ndo seja tdo importante para o efeito
hiperlocomotor agudo do etanol como €& para o da cocaina. Com efeito, em
roedores, enquanto o efeito hiperlocomotor do etanol tem sido demonstrado tanto
em ambientes conhecidos como em ambientes novos (Fukushiro et al., 2010),
Carey et al. (2005) demonstraram que o efeito estimulante locomotor da cocaina sé
pdde ser observado quando esse psicoestimulante foi administrado em um
ambiente completamente novo.

Estratégias terapéuticas para a dependéncia quimica utilizando agonistas ou
antagonistas dopaminérgicos podem ser problematicas porque agonistas podem
atuar como pistas interoceptivas remanescentes da droga, enquanto antagonistas,
ao bloquear as propriedades recompensadoras da droga, podem produzir prejuizos
emocionais, disforia e efeitos colaterais extra-piramidais (Childress & O’Brien,
2000). Por outro lado, agonistas dopaminérgicos parciais como o aripiprazol seriam
vantajosos uma vez que poderiam induzir a resposta terapéutica associada a
baixos riscos de recaida, disforia ou efeitos colaterais extra-piramidais. Além disso,
agonistas dopaminérgicos parciais tém recebido especial atengdo como
medicamentos em potencial para o tratamento da dependéncia quimica porque

poderiam agir como antagonistas em estados de alta estimulagdo de receptores
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dopaminérgicos D,, como quando a droga esta presente, e como agonistas em
estados de baixo tébnus dopaminérgico, como durante a abstinéncia da droga

(Diana et al., 1996; Rossetti et al., 1992; Vasconcelos et al., 2004).

5.4. Consideragoes finais

Tomados em conjunto os resultados obtidos na presente tese, tanto nos
experimentos que envolveram o uso de ziprasidona, como naqueles em que o
aripiprazol foi utilizado, verifica-se que a efetividade terapéutica da estratégia aqui
proposta ocorreu geralmente quando os neurolépticos foram administrados no
mesmo ambiente onde a dependéncia de cocaina ou de etanol foi desenvolvida.
Apenas para a dependéncia de etanol o tratamento repetido com aripiprazol foi
efetivo também quando administrado na gaiola moradia dos animais. Assim,
intervencdes realizadas durante a abstinéncia de cocaina ou etanol utilizando
medicagbes que atuem antagonizando a transmissdo dopaminérgica e de forma
pareada a pistas ambientais que normalmente eliciem a recaida despontam como
possibilidades terapéuticas promissoras para o tratamento da dependéncia
quimica.

Conforme revisado por Conklin & Tiffany (2002), os métodos normalmente
utilizados no tratamento da abstinéncia ndo sao eficazes em aumentar a
abstinéncia e impedir a recaida em pacientes dependentes de drogas. As
tentativas de aumentar a eficacia de processos de extingdo (exposi¢cao repetida a
pistas ambientais associadas ao uso da droga) ndo tém sido bem sucedidas.
Assim, ap6s o tratamento, quando esses pacientes sao confrontados com as pistas
ambientais associadas anteriormente com a droga e com a oportunidade de utiliza-

la de fato, eles possuem somente a associagado excitatoria adquirida ao longo da
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histéria de administragdo da droga para guiar seus comportamentos. Quebrar essa
associagao entre as pistas ambientais e os efeitos reforgadores das drogas torna-
se entdo o desafio para o tratamento da dependéncia quimica. A estratégia
utilizada na presente tese procura justamente vencer esse desafio ao realizar o
tratamento com neurolépticos associado as mesmas pistas ambientais
anteriormente relacionadas com os efeitos da cocaina ou do etanol.

De nosso conhecimento, apenas um trabalho na literatura reporta o uso de
estratégia similar para o tratamento da dependéncia de cocaina, utilizando como
tratamento, entretanto o antagonista de receptores canabindides rimonabanto
(Gerdeman et al., 2008). Esses autores demonstraram que o tratamento com
rimonabanto ndo diminuiu a sensibilizagdo a cocaina ja estabelecida quando
administrado nas gaiolas moradia de camundongos, mas somente quando o
tratamento foi realizado em caixas de atividade previamente pareadas com a

cocaina.
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6- CONCLUSOES:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

6.1 - Conclusoes Parciais:

O tratamento repetido com cocaina pareado ao campo aberto promoveu o
desenvolvimento de sensibilizacdo comportamental e de reposta
condicionada;

Uma inje¢ao de cocaina reinstalou a sensibilizagdo comportamental a essa
droga apos periodo de abstinéncia;

O tratamento repetido com etanol pareado ao campo aberto nao promoveu
o desenvolvimento de sensibilizacdo comportamental nem de reposta
condicionada;

Uma injecao de etanol expressou a sensibilizagdo comportamental a essa
droga apos periodo de abstinéncia;

O tratamento repetido com ziprasidona promoveu hipolocomog¢ao passivel
de condicionamento ambiental,

O tratamento repetido com ziprasidona ndo promoveu desenvolvimento de
supersensibilidade dopaminérgica central,

O tratamento repetido com ziprasidona atenuou a reinstalacdo da
sensibilizagdo comportamental a cocaina, mas somente quando esse
tratamento foi realizado no mesmo ambiente previamente associado a
cocaina (campo aberto).

O tratamento repetido com ziprasidona atenuou a expressido da

sensibilizagdo comportamental ao etanol, mas somente quando esse
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tratamento foi realizado no mesmo ambiente previamente associado ao
etanol (campo aberto).

9) O tratamento repetido com aripiprazol ndo promoveu desenvolvimento de
supersensibilidade dopaminérgica central,

10)O tratamento repetido com aripiprazol atenuou a reinstalacdo da
sensibilizagdo comportamental a cocaina, mas somente quando esse
tratamento foi realizado no mesmo ambiente previamente associado a
cocaina (campo aberto);

11)O tratamento repetido com aripiprazol atenuou a expressdao da
sensibilizacdo comportamental ao etanol quando esse tratamento foi
realizado no mesmo ambiente previamente associado ao etanol (campo

aberto) e também quando realizado na gaiola moradia.

6.2 - Conclusoes finais.

Nossos resultados demonstram o potencial terapéutico de estratégias que

aliem processos de extingdo e o tratamento com neurolépticos atipicos como a

Ziprasidona e o aripiprazol e sugerem um importante papel do condicionamento

ambiental para que essas estratégias atinjam completa eficacia.
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