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Resumo

As esfingomielinases sdo enzimas que atuam na formacdo de ceramida e sédo apontadas
como alvos promissores para o tratamento de diversas patologias, como a dependéncia. A
dependéncia por cocaina € um transtorno mental para a qual ainda nao ha tratamento eficaz.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade periférica das enzimas esfingomielinase
acida (SMA) e neutra (SMN) em micos (Callithrix penicillata) antes e apés a inducdo de
alteracBes comportamentais (hipervigilancia e preferéncia-condicionada-por-lugar - CPP)
causadas pela exposicao repetida a cocaina. Os testes comportamentais ocorreram em uma
caixa de CPP composto por dois compartimentos iguais e intercomunicaveis, mas com
diferentes pistas visuais e tateis. O procedimento foi dividido em trés fases consecutivas:
habituagcédo, condicionamento e teste. Todos os sujeitos passaram por duas sessfes de
habituacéo, tendo acesso a ambos os compartimentos. Os animais foram entdo divididos em
dois grupos, COC ou SAL (n=6/grupo), e submetidos a uma sessdao diaria de condicionamento
durante 12 dias consecutivos. Nos dias impares, o grupo COC foi tratado com cocaina (7
mg/kg, i.p.) € o grupo SAL com salina (i.p.) e dado acesso ao compartimento condicionado.
Nos dias pares, todos receberam salina e tiveram acesso ao compartimento n&o-
condicionado. Na ultima fase, todos os micos tiveram acesso novamente a ambos os lados
da caixa de CPP por duas sessOes teste, uma 24 h e outra 15 dias ap6s o ultimo
condicionamento — sendo que nenhuma substancia foi administrada nessa fase. Todas as
sessdes tiveram uma duracgdo de 15 min. Foram feitas trés coletas de sangue para determinar
a atividade da SMA e SMN: uma logo ap0s a ultima habituacdo (p6s-H2) e uma antes de cada
sessdo teste (pré-T1 e pré-T2). Ao longo do condicionamento o tempo de vigilancia no grupo
COC aumentou, indicando uma sensitizagdo comportamental. Esse grupo também aumentou
o0 tempo de permanéncia no compartimento condicionado a droga em relacdo a fase de
habituacéo, indicando uma resposta de CPP. Isso ndo foi visto para o grupo SAL. Apés o
condicionamento, a atividade da SMA foi maior no grupo COC que no SAL, enquanto que a
da SMN permaneceu constante para todos. Ainda, uma correlacdo negativa entre a atividade
da SMN pré-T1 e aresposta de CPP na sessdo teste 1 foi vista apenas no grupo COC. Assim,
agueles com menor atividade da SMN tiveram maior resposta de CPP. Os resultados
observados indicam que as esfingomielinases podem ter papel na formacédo de alguns tipos

de memaria e na dependéncia por cocaina.

Palavras-Chave: cocaina; mico-estrela; esfingomielinase; preferéncia-condicionada-por-

lugar; sensitizacao.



Abstract

Sphingomyelinases are enzymes responsible for ceramide synthesis. They are promising
targets for the treatment of various pathologies, including addiction. Cocaine addiction is a
mental disorder for which there is still no effective treatment. Thus, this study assessed the
peripheral activity of acid (SMA) and neutral sphingomyelinase (SMN) before and after
marmosets (Callithrix penicillata) were repeatedly exposed to cocaine. Enzyme activity was
related to drug-induced behavioral changes (hypervigilance and conditioned-place-preference
- CPP). Testing was held in a CPP box consisting of two equally-sized and connecting
compartments with different visual and tactile cues. The procedure was divided into three
consecutive phases: habituation, conditioning and test. All subjects were submitted to two
habituation sessions, having access to both compartments. They were then divided into two
groups, COC or SAL (n=6/group), and submitted to a daily conditioning trial for 12 consecutive
days. On odd numbered days, the COC group received cocaine (7 mg/kg, i.p.) and the SAL
group saline (i.p.) and then given access to the conditioned compartment. On even numbered
days, both groups received saline and were given access to the unconditioned compartment.
On the last phase, all marmosets were again given access to both sides of the CPP box for
two test trials, with no treatment being administered — one 24 h and the other 15 days after the
last conditioning. Three blood samples were collected to determine SMA and SMN activity:
one right after the last habituation (post-H2) and one before each test trial (pre-T1 and pre-
T2). Vigilance increased significantly in the COC group over the course of the conditioning
trials, indicating a behavioral sensitization effect. This group also spent increased the time
spent in the conditioned compartment, compared to the habituation phase, indicative of a CPP
response. This was not seen in the SAL group. Post-conditioning SMA activity levels were
higher in the COC group than in the SAL group, while SMN activity remained unaltered in both
groups. Moreover, a negative correlation between pre-T1 SMN activity and the CPP respose
on the last test trial was detected, albeit only in the COC group. Thus, those with lower SMN
activity had a higher CPP response. The results presently observed suggest that

sphingomyelinase may be involved in certain types of memories and cocaine addiction.

Key-Words: cocaine; marmoset; sphingomyelinase; conditioned place-preference;

sensitization.
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1. Introducédo
1.1 Aspectos gerais da dependéncia

A dependéncia por uma substancia € um estado no qual h4 consumo compulsivo
dessa substéncia apesar das consequéncias negativas, como desenvolvimento de doencgas,
problemas interpessoais ou a necessidade de engajar em atividade criminosa para obter a
droga (Hyman e cols., 2006). Substéancias que sao as causas proximais desse estado podem

ser chamadas de drogas de abuso.

A dependéncia, como é vista hoje, € fruto de mudancgas nas relagées do ser humano
com drogas de abuso e seu contexto historico. O uso de drogas de abuso tem registro historico
extenso, sendo utilizadas basicamente: (1) em cerimdnias religiosas; (2) para fins medicinais;
e (3) como commodities basicas (Crocq, 2007). Tracos de benzoilecognina, metabdlito da
cocaina, j4 foram encontrados no cabelo de individuos chilenos mumificados que viveram
entre 1500 e 1250 antes de Cristo (Cartmell e cols., 1991). Mais recentemente, foi confirmado
o uso de folhas de coca, ao longo de meses antes de cerimdnias Incas no fim do periodo pré-
colombiano (Wilson e cols., 2013, 2007). Os textos da biblia hebraica trazem mais de 130
referéncias ao vinho (Sasson e Hill, 1994). Como commodities, drogas de abuso séo
extremamente populares. Dados da Organizacdo Mundial da Satude (OMS, 2018), mostram
que em 2016, o consumo per capita de alcool puro (individuos maiores de 15 anos) no Brasil
era de 7,8 litros. Quando esse indice de consumo leva em conta apenas a populacdo que
bebe — 38% da populagdo com mais de 15 anos, o consumo per capita de alcool puro sobe

para 19,3 litros anuais.

O momento que 0s seres humanos passaram a usar drogas € uma pergunta ainda
dificil de ser respondida. Alguns, como o pesquisador Robert Dudley, postulam que o consumo
de alcool seria um produto da evolucdo da linhagem primata (Dudley e Stephens, 2004). Ele
parte da seguinte deducéo: (1) frutas maduras apresentam mais acgucar do que frutas ndo-
maduras; (2) em um ambiente tropical, essas frutas ricas em aclucar comecam a fermentar;

(3) o etanol, um possivel produto da fermentagéo facilitaria a identificagdo dessas frutas.
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Assim, a hip6tese do macaco bébado, postula que primatas teriam uma preferéncia por alcool,
pois este ajudaria a identificar frutas maduras em florestas tropicais (Dudley e Stephens,
2004). Trabalhos que testaram algumas dessas premissas apresentaram resultados
interessantes. Primatas da subordem Strepsirrhini, como o Aie-aie (Daubentonia
madagascariensis), sdo capazes de discriminar néctares com diferentes quantidades de
alcool e preferem néctares com concentracdes entre 3 e 5% de &lcool (Gochman e cols.,
2016). Apesar de ser pouco frequente, o consumo espontaneo de alcool também, ja foi
observado em grupos de chimpanzés (Hockings e cols., 2015). Outra hipétese é de que ao
adaptarem-se ao modo de vida terrestre, 0s primatas teriam contato com frutas que cairam e
estariam ainda mais fermentadas, levando a uma maior exposi¢do ao alcool (Carrigan e cols.,
2014). Uma das enzimas que metaboliza o alcool no ser humano, tem maior atividade
catalitica nos hominineos e no Aie-aie, sugerindo um processo de adaptacéo (Carrigan e cols.,
2014). Com os dados atuais é dificil saber se o consumo de é&lcool e outras drogas tem base
na evolucao dos primatas, mas sao hipéteses que vale a pena investigar. Essas hipoteses se
referem ao alcool, por este ser uma droga que pode ser produzida independentemente em
todo o mundo, diferente de géneros ou espécies de plantas encontradas em outras drogas de

abuso que possuem habitats especificos.

A dependéncia nao foi sempre encarada como uma questao de saude publica. Durante
séculos, drogas fizeram parte da cultura ocidental, mas o seu uso excessivo era condenado
como transgressdo moral e em varias religides isso era considerado pecado (Nathan e cols.,
2016). Essa visdo moral da dependéncia foi tdo forte que mesmo nos dois primeiros Manuais
Diagnésticos e Estatisticos de Transtornos Mentais (DSM), a dependéncia foi classificada
como transtorno de personalidade juntamente com comportamentos considerados impréprios
a época, como desvios sexuais (e.g. homossexualidade; APA, 1952, 1968). Segundo o DSM-
| eram colocados nesta categoria “individuos que estavam doentes primariamente nos termos

da sociedade e em inconformidade com o meio cultural prevalente” (traducgéo livre, p51 APA,
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1952). Ao longo das versdes do DSM, a viséo e interpretacdo da dependéncia transitou de

‘comportamento imoral’ para ‘doenca do cérebro’ (Nathan e cols., 2016).

Atualmente o DSM-5, versdo mais atual do manual diagnéstico, diz que o transtorno
por uso de substancias € uma doenca que apresenta um conjunto de sintomas cognitivos,
comportamentais e fisioldgicos na qual o individuo continua com o uso da substancia apesar
dos problemas ocasionados por este (APA, 2013). Existe uma nomenclatura extensa para se
referir a dependéncia e debates ainda mais extensos de qual usar. Aqui 0s termos
‘dependéncia’ e ‘transtorno do uso de substancias’ serao utilizados de modo intercambiavel.
Nesse contexto, a dependéncia pode ser definida como uma doencga crénica reincidente,
caracterizada pela procura da droga, consumo compulsivo, perda de controle do uso e o
aparecimento de estados emocionais negativos associados a retirada da droga (Koob e
Volkow, 2016). Os dados mais recentes do Escritorio das Nag¢des Unidas sobre Drogas e

Crime (UNODC) estimam que 31 milhdes de pessoas em todo o mundo sofram com algum

transtorno do uso de substancias (ONU, 2018).

A explicacdo atual das bases neurobiolégicas da dependéncia, surgiu ao final do
século XX, quando Koob e le Moal (1997) apresentaram um modelo teérico ciclico, composto
por trés fases: 1) Compulsdo/ Intoxicacdo; 2) Retirada da droga/ Estados emocionais
negativos; 3) Preocupacgéo/ Antecipagdo pela droga. Esse modelo nasceu da juncdo dos
aspectos impulsivos e compulsivos da dependéncia que séo associados respectivamente a
refor¢cos positivos e negativos (Koob e Volkow, 2010). Transtornos de impulsividade séo
caracterizados pela dificuldade em resistir a impulsos e quando os impulsos sao realizados
sdo normalmente acompanhados de sensacdes prazerosas (Berlin e Hollander, 2014). Por
outro lado, transtornos compulsivos estdo relacionados a pensamentos repetitivos e
intrusivos, sendo realizados para aliviar a tensdo (Berlin e Hollander, 2014). Assim, a
impulsividade domina fases iniciais da dependéncia e a compulsdo juntamente com a
impulsividade atuam nas fases finais (Koob e Volkow, 2010). Historicamente este é um

modelo importante, por ter sumarizado diversos pontos passiveis de intervencédo terapéutica
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e fornecido subsidio para estudos desses padrdes em animais (Koob e Moal, 1997). Essas
trés grandes fases s@o importantes para entender as mudancas neurobioldgicas envolvidas
na transicdo entre o uso ocasional e a dependéncia (Koob, 2006). Apenas parte da populacéo

que usa drogas vai chegar a um estado patolégico (Volkow e cols., 2016).

E na fase de compuls&o e intoxicacdo que o individuo tem o primeiro contato com a
droga e gera uma sensacao de prazer. A via da recompensa, que por muito tempo foi sinbnimo
da via dopaminérgica mesocorticolimbica, agora foi expandida para um circuito maior que
inclui  a via dopaminérgica nigroestriatal, varios outros neurotransmissores e
neuromoduladores (Koob e Volkow, 2016). Drogas de abuso sdo capazes de ativar regides
de recompensa no cérebro ao elevar a liberacao fasica de dopamina (DA; revisado em Wise,
2008). Essa liberacéo foi por muito tempo associada como correspondente direta de respostas

do sistema de prazer/heddnico.

Atualmente, sabe-se que liberacéo fasica de DA atua na predigdo de recompensas
(Schultz e cols., 1997). Inicialmente, a liberagdo de DA acontece logo apés a recompensa
(Schultz e cols., 1997). Apés um aprendizado, a liberacdo de DA néo ocorre mais apos a
recompensa, mas depois de um estimulo preditivo. Nesse caso, na proxima vez que o
estimulo preditivo aparecer ha uma predi¢cdo de recompensa, ha um aumento fasico apos o
estimulo e uma segunda ativagdo dopaminérgica apos a recompensa que depende da
predicdo. Se o estimulo é melhor do que o previsto, ha um aumento de DA também apéds a
recompensa, se for igual o previsto, nada acontece e se for pior, ha uma redugdo na

transmissao dopaminérgica (Schultz, 2016).

Um estimulo ambiental, ciclo social ou estados emocionais que sdo associados
repetidamente com o uso da droga se tornam estimulos condicionados preditivos da
recompensa. Esses estimulos passam a estimular libera¢des fasicas de DA, que por sua vez
impulsionam a fissura pelo uso da droga e a periodos de compuls&o (Phillips e cols., 2003;
Volkow e cols., 2016). A apresentacao continua desses estimulos condicionados inicia uma

mudanga neuroanatdmica e comportamental, na qual o uso da droga passa do controle
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cognitivo (estriado ventromedial) para o habitual (estriado dorsolateral, DLS; Willuhn e cols,

2012).

A transmissdo dopaminérgica media ndo o ‘gostar’ por uma droga, mas sim o ‘querer’
(Berridge e Robinson, 2016). Exposicdes repetidas a drogas de abuso levam a uma
hiperresponsividade (sensitizacdo) da via dopaminérgica mesocorticolimbica em relacdo a
droga ou a estimulos associados a ela (Vanderschuren e Pierce, 2010). A motivagdo mediada
pela via mesocorticolimbica € mais associada a motivacao ligada a estimulos preditivos do
que a motivacdo de comportamentos controlados cognitivamente (Berridge e Robinson,
2016). Assim, uma pessoa dependente por uma droga nao ‘gosta’ mais da droga em

detrimento de outras recompensas, mas ‘quer e possui mais motivagdo em buscar a droga.

Quando h& a interrup¢do do uso da droga inicia-se a fase de retirada e estados
emocionais negativos associados (e.g. disforia, estresse, reducdo na motivacdo por
recompensas naturais). Nesta fase, ha uma elevacao no limiar para recompensa que reduz a
sensibilidade a estimulos naturais prazerosos (Koob e Volkow, 2016). Essa modificacdo é
causada por alteragbes ‘within-system’, respostas adaptativas que contrapdem o efeito da
droga, como redugdes na transmissédo dopaminérgica durante a abstinéncia (Koob e Volkow,
2010). Outras alteracbes igualmente importantes sdo as ‘between-system’ que envolvem
hiperestimulacdo de sistemas que regulam estresse como 0 eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal, e a reducéo da atividade de sistemas que regulam a resposta ao estresse (anti-
estresse), como o endocanabindide (Koob e Volkow, 2016). Assim, o aumento do limiar de
recompensa, resultante dessas neuroadaptagfes leva ao uso da droga ndo pelo prazer
hedbnico associado a ela, mas pelo alivio da disforia causada por essas alteracdes (Volkow

e cols., 2016).

As adaptacOes do sistema de recompensa, estresse e anti-estresse vistas na fase de
abstinéncia também estdo em acgdo na ultima fase do ciclo, a fase de preocupacédo e
antecipacdo. Essa fase é considerada chave para a recaida em humanos (Koob e Volkow,

2016). Essa recaida pode ser promovida por dois grandes fatores: (1) estimulos associados
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a droga (inclusive a droga propriamente dita); ou (2) estressores e estados emocionais
negativos (Koob e Volkow, 2010). Essa recaida se da por alteracbes na sinalizacéo
dopaminérgica e glutamatérgica do cértex pré-frontal (CPF) que reduzem a capacidade do
individuo de resistir a impulsos de usar a droga (Volkow e cols., 2016). Prejuizos no controle
inibitério, memdéria e atencdo associados a atividade irregular do CPF estdo associados a
piora no prognostico de pacientes em tratamento (Sofuoglu e cols., 2013). Assim, é possivel
que drogas de abuso levem a dependéncia pelo fortalecimento da formacao de habito no DLS,

mas também pela reducdo do controle cognitivo no CPF (Goodman e Packard, 2016).

Uma boa ferramenta para o estudo da dependéncia é o teste de preferéncia
condicionada por lugar (CPP, sigla para conditioned place preference; Tzschentke, 2007). De
modo simplificado, no protocolo de CPP, o sujeito € exposto a uma droga, alimento ou parceiro
sexual em um contexto e em outro ambiente similar pode ter acesso a uma droga, alimento e
parceiro controles (dependendo do protocolo usado). Apdés um ndimero de pareamentos, 0S
sujeitos tém a possibilidade de escolher entre os dois ambientes/contextos. O tempo que o
animal passa em cada contexto € mensurado e a partir dai existem trés possibilidades: se o
animal passa mais tempo no contexto pareado ao estimulo de interesse ha uma resposta de
CPP; se 0 animal passa menos tempo no contexto do estimulo de interesse, ha uma resposta
de averséo condicionada por lugar (CPA); se ndo ha diferenca entre o tempo que o animal
passa nos dois contextos, ndo ha efeito aversivo ou heddnico. Assim, a associa¢ao que ocorre
no teste de CPP é similar ao condicionamento pavloviano classico (Sanchis-Segura e

Spanagel, 2006).

O teste de CPP apresenta diversas vantagens como: ser sensivel a baixas doses de
farmacos; ndo necessitar treinamentos longos com o animal; medir tanto recompensa quanto
aversdo; poder testar o animal em um contexto sem drogas e nao requerer procedimentos
cirurgicos (Bardo e Bevins, 2000). Outra vantagem importante desse teste é a possibilidade
de acessar concomitantemente a resposta de CPP e a sensitizacdo comportamental (Bardo

e Bevins, 2000). Apesar disso, o teste de CPP ndo é um teste de dependéncia per se, mas
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sim um teste que avalia as propriedades recompensadoras da droga (Sanchis-Segura e

Spanagel, 2006).

A sensitiza¢do é 0 aumento de uma resposta a um mesmo estimulo, apés repetidas
exposicfes a esse estimulo, sendo que a sensitizacdo comportamental é comumente
estudada com respostas motoras. Testes de sensitizacdo comportamental s&o utilizados a
décadas como uma maneira de mensurar empiricamente se houve um aumento na resposta
a um estimulo apo6s repetidas exposi¢cdes (Vanderschuren e Pierce, 2010). Testes de
sensitizagdo podem ser divididos em duas fases: iniciacdo, na qual a administracdes repetidas
da droga e alteragBes em circuitos neurais; e expressao, teste da sensitizacao e persisténcia
dessas alteracfes neurais (Steketee e Kalivas, 2011). Na fase de expressédo, a administracao
da mesma dose estudada leva a aumento na resposta (fisiolégica ou comportamental), ou

uma dose menor (prime dose) leva a mesma resposta que doses maiores utilizadas

anteriormente.

A sensitizagdo foi mais estudada na atividade locomotora de roedores (Sanchis-
Segura e Spanagel, 2006), mas ja foi avaliada em primatas com outros comportamentos
(Bradberry, 2007). Apesar do processo de sensitizacdo ser uma aprendizagem n&o-
associativa, o contexto onde a sensitizagcdo foi induzida € importante para sua expressao
(Robinson e Berridge, 2003). O desejo e a motivacdo para procurar a droga pela droga
passam pelo mesmo processo de sensitizagcdo visto na sensitizacdo comportamental
(Berridge e Robinson, 2016). Devido a dificuldade de testar essa sensitizacdo do ‘querer’, sdo
estudadas as alteragcdes neuroquimicas, fisiologicas e comportamentais vistas em animais

que passaram por sensitizacdo comportamental (Sanchis-Segura e Spanagel, 2006).

Apesar de serem testes bastante utilizados, poucos estudos analisaram a preferéncia
condicionada por lugar e a sensitizagdo comportamental ao mesmo tempo em um Unico
individuo (Borges e cols., 2015; Seymour e Wagner, 2008). E esse protocolo simultaneo ja foi
realizado com micos-estrela e possui vantagens interessantes quando se trabalha com

primatas, como a redu¢&o no nimero de animais utilizados (Borges e cols., 2015).
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1.2 Dependéncia por cocaina

A cocaina é uma substancia enddgena das folhas da planta Erythroxylum coca. Essa
planta possui distribuicdo na América do Sul, México e Caribe (Goldstein e cols., 2009). Por
séculos, a unica forma de utilizar a cocaina era mascando folhas de coca e devido a diferenca
farmacocinética da absorcao oral, poucos eram os relatos de toxicidade (Karch, 1999). Os
problemas de salde publica relacionados a cocaina comecaram a aumentar com a extragao
desse alcaloide na segunda metade do século 19 (Grzybowski, 2008). Essa inovacgéo levou a
producao de formas de cocaina que tem maior potencial de causar dependéncia. Alterando a
farmacocinética da cocaina é possivel aumentar ou reduzir seu potencial de causar
dependéncia (Allain e cols., 2015). No formato de sal, o hidrocloreto de cocaina é altamente
hidrossoltvel e pode ser diluido e injetado, o que permite uma concentracdo maxima mais
rapida do que administracédo oral (Coe e cols., 2018). Formas alcalinas da cocaina como o
crack podem ser fumadas e também permitem absor¢cédo mais rapida que a via oral (Goldstein

e cols., 2009).

A cocaina atua como blogqueador de canais de sédio voltagem-dependente, e por isso
foi inicialmente utilizada na pratica medica como anestésico local (Goldstein e cols., 2009). A
cocaina é classificada como estimulante simpatomimético, com uma meia vida de 1-2,5 h
(Van Dyke e cols., 1976). O efeito psicoestimulante é atribuido principalmente a inibicdo dos
transportadores de dopamina (DAT), mas também de serotonina e noradrenalina (NAT e
SERT, respectivamente; Luessen e Chen, 2016). Assim, a cocaina aumenta o tempo de
permanéncia desses neurotransmissores na fenda sinaptica. Os efeitos agudos incluem
euforia, aumento de confianca, aumento no estado de vigilancia, agressividade, desorientacéo
e alucinacdo e sao atribuidos primariamente a transmissdo dopaminérgica (Wood e cols.,
2013). Alucinagdes sdo mais comuns utilizando doses altas ou quando fumado na forma de
crack. Efeitos cardiovasculares também sédo conhecidos, como arritmias e vasoconstricdo e

no uso crénico estao associados a hipertensao, acidentes vasculares encefélicos e isquemia
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cardiaca (Goldstein e cols., 2009). Pacientes dependentes por cocaina apresentam taxas
padronizadas de mortalidade de 4 a 8 vezes maiores do que a populacdo com idade

correspondente (Degenhardt e cols., 2011).

A dependéncia por cocaina é ainda um problema de saude global sem tratamentos
aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil ou pela Food and
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos. Segundo relatério do UNODC, 18,2 milhGes
de pessoas usaram cocaina em 2016 (ONU, 2018). De acordo com dados do 2° Levantamento
Nacional de Alcool e Drogas, o consumo e a dependéncia por cocaina foram prevalentes em
2,2% e 0,6% da populacao brasileira, respectivamente (Abdalla e cols., 2014). Também em
2016 a producao global de cocaina chegou ao seu maior nivel, estimado em 1,410 toneladas
(ONU, 2018). O aumento na producao e apreensao de drogas implica num possivel aumento

no consumo de cocaina (ONU, 2018).

1.3 Esfingolipideos, lipideos estruturais e mensageiros

A influéncia de receptores de membrana na dependéncia € bem estudada e tem
recebido bastante atencdo. Apesar da necessidade de se investir em novos alvos
terapéuticos, as propostas terapéuticas recentes (Bogenschutz e Johnson, 2016; Brady e
cols., 2011; Sofuoglu e cols., 2013) permanecem focando, em sua maioria, alvos proteicos.
Por outro lado, o estudo de alvos ndo-proteicos no estudo da farmacodependéncia ainda nédo
recebeu atencdo da comunidade cientifica. Um alvo ainda ndo explorado nas terapias para a
dependéncia séo os esfingolipideos. J& se sabe que essas moléculas devem exercer um
papel chave em diversas doencas (cancer: Furuya e cols., 2011; aterosclerose: Hornemann e
Worgall, 2013), inclusive neuropatologias (Alzheimer: van Echten-Deckert e Alam, 2018;

esclerose multipla: Halmer e cols., 2014).

Os lipideos séo definidos como moléculas pequenas hidrofobicas ou anfipaticas que

podem ser classificadas em 8 grandes classes: &acidos graxos, glicerolipideos,
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glicerofosfolipideos, esfingolipideos, esterdis, prendis, sacarolipideos e policetideos (Fahy e
cols., 2009). Os esfingolipideos juntos de fosfolipideos e colesterdis compdem a maior parte
dos lipideos em sinaptossomos (Breckenridge e cols., 1972). Os esfingolipideos sdo uma
classe de lipideos definidos por uma estrutura aminoalcool de 18 carbonos (Gault e cols.,
2010). AlteracBes nesta estrutura basica levam a formacao dos mais de 600 esfingolipideos,
hoje conhecidos. Esfingolipideos ja foram considerados apenas componentes estruturais das
membranas celulares, no entanto, a pouco mais de 30 anos, comecgou-se a registrar funcdes
reguladoras dessas moléculas (Canals e cols., 2011). Desde entdo, tem sido visto que
esfingolipideos simples, como por exemplo, a ceramida, a esfingosina e a esfingosina 1-
fosfato (S1P), sdo moléculas que exercem uma importante fung&o regulatoria no crescimento,
morte celular, senescéncia, adesdo, migracao, inflamacgéo, angiogénese e transito intracelular
(Hannun e Obeid, 2008). Um desequilibrio nas concentra¢cdes normais dessas moléculas tem
grande relevancia clinica, como na doenga de Alzheimer, onde a ceramida atua com efeitos

proapoptéticos e a S1P com anti-apoptéticos (Chakrabarti e cols., 2016).

Os esfingolipideos simples sédo precursores e produtos da quebra de esfingolipideos
mais complexos (Gault e cols., 2010). A ceramida é a molécula central na sintese dos
esfingolipideos (Figura 1), servindo de substrato para formacéo de vérios esfingolipideos
complexos e podendo ser sintetizada por diferentes vias (revisado em Lahiri e Futerman,
2007). Além disso, a interconversdo da ceramida e da S1P, por meio de diversas enzimas,
oferece uma complexa regulacdo celular e assim como novos potenciais alvos para
estratégias terapéuticas para doengas que afetam essas moléculas (Canals e cols., 2011). A
principal via de formagédo da ceramida é por meio da hidrélise da esfingomielina de membrana

via as enzimas esfingomielinases (Zeidan e Hannun, 2007).



25

Sintese de novo .
Via de degradagao

| Palmitoil-CoA + serina ‘

Serina palmitoil transferase N
P Etanolamina fosfato +

3-Ceto-dihidroesfingosina | hexadecenal
3-Cetoesfinganina redutase i Esfingosina-1-fosfato liase T
‘ Dihidroesfingosina | ‘ Esfingosina-1-fosfato ‘
Ceramida sintase H Ceramidase Esfingosina fosfato fosfatase H Esfingosina quinase
| Dihidroceramida ‘ Ceramida ‘ Esfingosina ‘
sintase
Dihidroceramida Ceramidase
desaturase
‘ Ceramida ‘
Esfi ieli Glucosilceramidase
sfingomielinase Glucosilceramida
: o Esfingomielina sintase " ;
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Ceramidal | ceramida fosfato l
quinase ' fosfatase
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» Sulfatideos
* Globosideos
» Cerebrosideos
» Gangliosideos

‘ Ceramida-1-fosfato

Figura 1. Representacdo da via esfingolipidica. A via esfingolipidica tem como molécula chave a
ceramida. Os esfingolipideos podem ser formados a partir da condensacé@o do palmitoil-CoA com a
serina, via Serina palmitoil transferase. A ceramida pode ser formada pela desaturacdo da
dihidroceramida na via de sintese. A ceramida também pode ser formada pela ceramida sintase,
evitando a terminacdo da via de degradacdo catalisada pela A ceramida também pode ser formada
pela ceramida sintase, evitando a terminacdo da via de degradacdo catalisada pela esfingosina-1-
fosfato liase. A ceramida é formada também por esfingomielinases, ceramida-1-fosfato fosfatase e
glucosilceramidase. (Modificado de Kalinichenko e cols., 2018).

A esfingomielinase acida (SMA), por sua vez, € uma das enzimas que catalisa a quebra
de esfingomielina em fosforicolina e ceramida, sendo chamada assim por ter uma atividade
6tima em pH acido. Foi a primeira enzima dessa classe a ser clonada e purificada, possuindo
duas formas, uma endolisossomal (dependente de Zinco?+) e uma secretoria (independente
de Zinco2+; revisado em Schuchman, 2010). A SMA é ativada por varios estimulos, dentre: a
ativacao de receptores para morte celular, radiacao, agentes quimioterapicos, virus, bactérias,
parasitas, citosinas e estresse oxidativo (Zeidan e Hannun, 2010). Ja foram descritas varias
formas de ativacdo da SMA, como a oxidagcdo (Kobayashi e cols., 2016), a clivagem

proteolitica da pro-SMA (Edelmann e cols., 2011), a fosforilacdo do residuo de Serina508
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(Zeidan e Hannun, 2007), a retirada da cisteina terminal, ou a delecao/modificagcéo da cisteina
para serina (Qiu e cols., 2003). No entanto, sempre que ativada, a SMA ¢ translocada da
membrana lisossomal para o folheto externo da membrana celular onde catalisa a quebra da

esfingomielina em ceramida (Grassmé e cols., 2001).

As esfingomielinases neutras (SMN) compreendem uma familia de 4 proteinas, SMN1,
SMN2, SMN3 e uma SMN mitocondrial, a Ma-SMN (Clarke, 2018). Todas essas proteinas séo
dependentes de magnésio e tem funcionamento 6timo em pH neutro (Adada,e cols., 2016). A
SMNL1, primeira a ser clonada, apresenta expressdo ubiqua nos tecidos mamiferos (Tomiuk,
e cols., 1998), mas nao tem atividade de esfingomielinase ou catalisa de alguma maneira a
quebra de esfingomielinas (Sawai e cols., 1999). A SMN2 foi a segunda a ser clonada,
apresenta atividade de esfingomielinase e é expressa majoritariamente no tecido nervoso e
em menor intensidade no timo (Hofmann e cols., 2000). As SMN sao ativadas por estimulos
estressores, mas apenas a SMN2 é ativada por TNF-a (Clarke e cols., 2011). A SMN3, foi
encontrada por meio de analise bioinformatica, mas ndo apresenta atividade catalitica como
esfingomielinase (Clarke e cols., 2011). Devido a sua recente descoberta, pouco se sabe
sobre a atividade catalitica da SMN mitocondrial (Rajagopalan e cols., 2015). Normalmente,
ao se tratar de atividade SMN subentende-se a enzima SMN2 e majoritariamente sua

atividade enzimatica no tecido nervoso (Adada e cols., 2016).

Ambas SMA e SMN vao catalisar a formacéo de ceramidas. A ceramida, por sua vez,
possui propriedades biofisicas que permitem sua auto agregacdo, formando microdominios
de membrana que levam ao agrupamento de proteinas de membrana (Kolesnick e cols.,
2000). Dentre essas proteinas se destacam diversos tipos de receptores, de modo que 0s
microdominios alteram a disposicdo espacial destes componentes de membrana, levando a
um aumento da densidade de receptores e outras proteinas sinalizadoras, o que permite uma
sinalizag&o intracelular mais efetiva (Gulbins e Li, 2005). Assim, esses dominios de membrana
ndo fazem parte da cascata de sinalizacdo per se, mas sim facilitam e amplificam o sinal

transmitido por um receptor (revisado em Mencarelli e Martinez—Martinez, 2013).
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A via esfingolipidica ainda é pouco explorada no que diz respeito ao efeito de drogas
de abuso, sendo o alcool uma das mais estudadas. Em 2010, um trabalho de Reichel e
colaboradores (2010) mostrou que a atividade da SMA era maior em pacientes intoxicados
com alcool do que em pacientes no inicio da abstinéncia. Ao longo de um periodo de
abstinéncia o nivel de atividade da SMA de pacientes dependentes por alcool vai diminuindo,
mas permaneceu maior do que em individuos controle (Reichel e cols., 2011). Esses
resultados foram recentemente replicados com um ndmero amostral maior (n=200 pacientes
dependentes (Muhle e cols., 2018). Ainda, a atividade da SMA foi correlacionada
negativamente com o nimero de leucdcitos e positivamente com biomarcadores para uso de

alcool (Muhle e cols., 2018).

Em modelos animais, a importancia da esfingomielinase acida em modelos de uso de
alcool foi estudada com camundongos transgénicos hiper-expressando a SMA (tgSMA).
Animais tgSMA possuem maior preferéncia por alcool, maior facilidade em expressar uma
resposta de CPP e apresentar hiperlocomoc¢ao induzida por élcool (Miller e cols., 2017). A
SMA modula as repostas monoaminérgicas a éalcool e alimento, jA& que animais tgSMA
apresentam maiores niveis de DA extracelular apés exposicédo ao alcool, mas ndo alimento
(Kalinichenko e cols., 2019). A resposta noradrenérgica também é alterada em resposta ao
alcool e a serotoninérgica em resposta a alimentos (Kalinichenko e cols., 2019). Por ser uma
area de estudo relativamente recente, ndo € possivel identificar se esses efeitos sao

exclusivos do para o transtorno por uso alcool ou se sdo generalizaveis para outras drogas.

Estudos com a SMN sdao menos abundantes. Mas a SMN também parece modular a
neurotransmissao por diversas vias. A SMN, mas ndo a SMA, é importante para o trafico do
transportador de dopamina (DAT) para a superficie da célula, regulando a receptagéo (Won e
cols., 2018). Este efeito é dependente do tamanho da ceramida, pois ceramidas com caudas
de carbono curtas (i.e. C2, C4) ndo séo substrato para a ceramida quinase (Wijesinghe e cols.,
2005) e o produto ceramida-1-fosfato também é importante para o trafico da DAT (Won e cols.,

2018). Existe também um papel do tipo celular, j& que em células PC12 a ceramida C2 nédo
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altera arecaptacéo de DA, mas em ratos essa mesma ceramida leva a reducéo da receptacéo
(Riddle e cols., 2003). O mecanismo pelo qual a C2 poderia levar a essa reducdo na

recaptacéo de DA néo é conhecido.

Esse papel do SMN no DAT também pode explicar o efeito de alguns outros lipideos
no condicionamento por cocaina, como o0 GM1. GM1 é um gangliosideo, glicoesfingolipideos
com um &cido sidlico, bastante estudado por ter propriedades neurogénicas e
dendritogénicas. Em 2010, um trabalho mostrou que o GM1 foi capaz de facilitar o CPP por
cocaina em ratos Wistar machos, sem alterar propriedades cinéticas da droga (Valdomero e
cols., 2010). Anos depois, 0 mesmo grupo mostrou que o possivel mecanismo seria pela
inducao de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF;73). Recentemente, foi visto que o
GM1 modula a SMN, mas ndo a SMA, pois anticorpos anti-GM1 levam a reducéo da atividade
e da quantidade de SMN2 em células PC12 (Ueda e cols., 2018). Assim, é possivel que o

GML1 facilite o CPP por cocaina por meio da ativacdo da SMN2.

Mais recentemente, foi visto que a cocaina altera as concentracfes do lipidoma do
cérebro de roedores (Lin e cols., 2017). Essas alteracdes no lipidoma sao diferentes mesmo
entre protocolos de CPP ou sensitizagdo (Lin e cols., 2017). A sensitizagdo locomotora
induzida por metanfetamina também foi capaz de alterar diversos lipideos em regides
especificas do cérebro (Jiang e cols.,, 2017). Portanto, é importante ressaltar que,
independente da droga de abuso que o individuo foi exposto e em que periodo da vida, estas
podem alterar constituintes lipidicos da membrana, e por sua vez exercem um efeito

prejudicial ao sistema nervoso.

1.4 Calitriquideos, modelos para biociéncias
A familia Callitrichidae designa primatas pequenos, arboreos, diurnos, com hébito
alimentar insetivoro/frugivoro/gomivoro que habitam a América Central e América do Sul

(Rylands e cols., 2009). O género Callithrix pertence a familia Callitrichidae e compreende
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primatas de pequeno porte (250-600 g) que apresentam gestacdes gemelares (Stevenson e
Rylands, 1988). Em cativeiro é comum nascerem trigémeos. Como um tempo de gestacao de
143-144 dias e intervalo entre gestacBes de 162 dias, calitriquideos apresentam alta taxa
reprodutiva dentre primatas (Tardif e cols., 2003). Além disso possuem um ciclo de vida curto,
em cativeiro vivem em média de 5-7 anos, mas podem chegar até 15 (Tardif e cols., 2011).
Atingem a idade adulta em apenas 15 meses e sao considerados idosos ap0s os 6-7 anos de

idade (Castro-Leéo e cols., 2009; Tardif e cols., 2011).

O uso de Callithrix sp. tem ganhado bastante atencéo na pesquisa biomédica devido
ao seu conjunto de caracteristicas unicas. Possuem uma vantagem translacional em relagéo
a roedores devido as semelhancas que compartiham com humanos na fisiologia,
neuroanatomia, reprodugéo cognicdo, desenvolvimento e comportamento social (Phillips e
cols., 2014). Sao capazes de executar a tarefas complexas, como avaliar e responder a
reciprocidade em individuos da mesma (Yasue e cols., 2018) ou de outras espécies, como
humanos (Kawai e cols., 2014). Assim como em humanos, o envelhecimento de calitriquideos
leva a neuroalteracdes, como declinios na neurogénese, deposicao de placas B-amiléides e
perda de audigéo (Tardif e cols., 2011). E recentemente foi demonstrado que o aprendizado

vocal depende de reforco social igual ao aprendizado vocal humano (Takahashi e cols., 2017)

Este género é um modelo animal em crescimento na neurociéncia por possuir
vantagens em relacéo a outros primatas ndo-humanos (PNH), como tamanho reduzido, alta
fertilidade e rapida maturidade sexual (Burkart e Finkenwirth, 2015), mas conservando
consigo um padréo cerebral (nimero de neurbnios x massa cerebral) partilhado apenas entre
primatas (Herculano-Houzel, 2009). Além do que, o sequenciamento do genoma do Callithrix
jacchus (Worley e cols., 2014) e o desenvolvimento de animais geneticamente modificados
(revisado em Sasaki, 2015) aumenta a quantidade de ferramentas disponiveis para trabalhar

com esse grupo.

Para o estudo da dependéncia, primatas sdo interessantes por apresentarem varios

dos efeitos comportamentais (p.ex.: excitacdo, agressividade, sedacdo, descoordenacdo
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motora) similares aos vistos em humanos e mais faceis de serem percebidos do que em
roedores (Porsolt, 2013). Calitriquideos e outros primatas possuem enzimas citocromo P450
com alta homologia em relacgdo as citocromos humanas, indicando alta semelhanca no perfil
de metabolismo de drogas (Uno e cols., 2016). Ademais, possuem um perfil de proteinas da
barreira hematoencefalica mais préximo do visto em humanos e diferente de roedores (Hoshi
e cols., 2013). PNH apresentam também diferencgas na distribuicdo e densidade dos sistemas

dopaminérgico, serotoninérgico e noradrenérgico (Weerts e cols., 2007).

O mico-estrela (Callithrix penicillata) € uma espécie endémica do Cerrado (Bicca-
Marques e cols., 2018), sendo adaptado as condi¢Bes de clima e altitude da regido. Micos-
estrela podem ser utilizados em estudos de ansiedade, memoria e comportamento alimentar
(Barros e Tomaz, 2002; Duarte e cols., 2014; Melamed e cols., 2017). Respostas fisiolégicas
e comportamentais induzidas por estimulantes ja foram registrados nessa espécie em
particular (dietilpropiona: Mello e cols., 2005; metilfenidato: Kashefi e cols., 2019; cocaina: De
Souza Silva e cols., 2006). Micos-estrela também ja foram utilizados em testes de
hipersensitizacdo e CPP induzidos por cocaina usando varias doses e protocolos (Barros e
cols., 2013; Borges e cols., 2015; Cagni e cols., 2012; Cagni e cols., 2014; Melamed e cols.,
2013). Além disso, ja foram utilizados para avaliar os efeitos da cocaina em tarefas nao

relacionadas a recompensa, como testes de reconhecimento (Melamed e cols., 2017).

Com base no descrito acima, calitriquideos como a espécie Callitrhix penicillata,
podem ser um bom modelo para o estudo de mecanismos fisiol6gicos que subsidiam a
dependéncia. Esses resultados podem ser valiosos para futuras investigacdes na espécie

humana.
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2. Relevancia e originalidade

A dependéncia por cocaina € um problema de salde global. Em 2016 a produc¢éo
global de cocaina chegou ao seu maior nivel, estimado em 1,410 toneladas (ONU, 2018).
Esse aumento na producdo e apreensdo de drogas implica num possivel aumento no
consumo de cocaina. De fato, entre 2013 e 2016, as mortes relacionadas ao uso de cocaina
mais do que duplicaram nos Estados Unidos (ONU, 2018). As taxas padronizadas de
mortalidade de dependentes por cocaina sdo de quatro a oito vezes maiores do que a
esperada para idade e sexo (Degenhardt e cols., 2011). Um tratamento para a dependéncia

por cocaina é extremamente necessario.

Os esfingolipideos se apresentam como potenciais alvos para o tratamento de
diversas doencas (Furuya e cols., 2011; Hornemann e Worgall, 2013; van Echten-Deckert e
Alam, 2018; Halmer e cols., 2014). AlteracBes nos niveis de lipideos cerebrais de roedores
também foram encontradas com cocaina e anfetamina (Jiang e cols., 2017; Lin e cols., 2017).
AlteracOes na atividade periférica da SMA foram vistas com o uso de alcool (Muhle e cols.,
2018; Reichel e cols., 2011). Assim é possivel que a atividade dessas enzimas possa ser um
marcador periférico do uso de drogas. No entanto, nenhum estudo avaliou os efeitos da
cocaina na via esfingolipidica de PNH. Espécies como Callitrhix penicillata, podem ser um
bom modelo para o estudo de mecanismos fisioldgicos que subsidiam a dependéncia por
facilitarem a generalizag&o dos resultados para humanos (Weerts e cols., 2007). Ainda, nessa
espécie é possivel avaliar simultaneamente a hipervigilancia e a preferéncia condicionada por
lugar induzidos pela cocaina (Borges e cols., 2015). Ambos esses comportamentos sao
marcadores do uso prolongado de drogas de abuso (Berridge e Robinson, 2016; Tzschentke,

2007).

Os resultados provenientes de estudos com PNH s&o importantes para melhorar a
generalizacdo de resultados para a espécie humana e o desenvolvimento de tratamentos para

a dependéncia por cocaina.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade periférica das enzimas
esfingomielinase 4cida (SMA) e neutra (SMN) em micos-estrela (Callithrix penicillata) antes e
apo6s a indugéo de alteragdes comportamentais (hipervigilancia e preferéncia-condicionada-

por-lugar - CPP) causadas pela exposi¢cao repetida a cocaina.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar a atividade das enzimas esfingomielinase &acida e neutra, no sangue de
PNH, antes e apds a administragéo de cocaina;

b) Verificar a persisténcia, se houver, de altera¢des na atividade enzimatica periférica 15
dias ap6s o fim da fase de condicionamento a cocaina;

c) Determinar se os niveis basais de atividade enzimatica das enzimas esfingomielinase
acida e neutra preveem as alteragcbes comportamentais vistas na resposta de CPP e
hipervigilancia;

d) Determinar se ha correlacdo entre a atividade enzimatica apdés a fase de

condicionamento e comportamentos de hipervigilancia e resposta de CPP;
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4. Material e Métodos

4.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (no. 66744/2016; Anexo 1). Os experimentos
estdo de acordo com a legislacdo brasileira quanto ao uso cientifico de animais (Lei Arouca
11.794/2008), assim como estdo de acordo com as diretrizes de manejo e uso de primatas
nao-humanos em cativeiro do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(Pissinatti e cols., 2016). O estudo foi realizado com animais do Centro de Primatologia da
UnB (CPUnB), credenciado como criadouro de primatas ndo-humanos para fins cientificos
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA,;
registro n° 1/53/1999/000006-2). Todos os animais foram acompanhados por um médico

veterinario durante e ap0s a realizagéo deste estudo.

4.2 Sujeitos e condi¢cdes de alojamento

Para os procedimentos experimentais foram utilizados 12 micos-estrela (Callithrix
penicillata; Figura 2) adultos (>18 meses), seis machos e seis fémeas, pesando 340+22 ¢
(média * desvio padrao; amplitude de 305-369 g). Apesar do ciclo estral das fémeas nao ter
sido controlado, nenhuma esteve prenha ou teve prole no periodo do estudo. Os animais
fazem parte do plantel do CPUnB e foram alojados em uma coldnia com apenas membros da
mesma espécie Callithrix penicillata. O pavilhdo onde os animais foram alojados € composto
por dois corredores paralelos, separados por um corredor central de seguranca (Figura 3). O
Os sujeitos foram alojados em viveiros (2 m de altura x 2 m de largura x 1 m de comprimento),
sendo uma das paredes dos viveiros constituida de tela metdlica, duas paredes de cimento e
a outra parede contendo a porta, também de tela metdlica. Essa tela permite contato com
condi¢des naturais de luz, temperatura e umidade (Figura 3). Os animais foram mantidos em

pares ou grupos familiares de 3-4 individuos.
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Os animais recebem alimento fresco as 07:00 h e as sobras sao retiradas as 17:00 h.
Essa alimentacdo fresca consistiu em frutas e verduras cortadas, ovos e carne cozidos,
oleaginosas e invertebrados (larvas de tenébrios). Alimentacdo seca especifica para primatas

de cativeiro (ragdo para pequenos primatas onivoros — P25; MEGAZOO, Betim-MG, Brasil) e

agua estavam disponiveis ad libitum.

Figura 2. Individuos da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela) mantidos em cativeiro no Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (Foto: Fernando Magela, 2019).

Figura 3. Pavilhdo do plantel de Calitriquideos do Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia.
(A) Vista interna, a partir do corredor central de seguranca; (B) Vista de um viveiro a partir do corredor
central do Pavilhdo (Fotos: Fernando Magela, 2019).
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4.3 Aparato experimental

O aparato utilizado foi uma caixa de CPP, que consistiu em uma arena retangular (120
cm de largura x 60 cm de comprimento X 35 cm de altura) suspensa a 1 metro do chao (Figura
4). Essa arena possuia dois compartimentos de tamanho idéntico (60cm de largura x 60cm
de comprimento x 35cm de altura). O piso e trés paredes dos compartimentos foram feitos de
chapa de aluminio, o teto e uma das paredes foi feito de vidro transparente com 4 mm de
espessura. A parede e o teto de vidro permitiam a observacao dos comportamentos do animal.
Os compartimentos eram separados por uma parede retratil de aluminio que poderia ser
retraida (20 cm) para possibilitar a passagem do sujeito. Com excecédo das partes feitas de
vidro, cada compartimento tinha estimulos tateis e visuais distintos. Um dos compartimentos
foi pintado de branco e possuia a superficie lisa. O outro possuia listras diagonais em preto e
branco e uma superficie em relevo (ondulado). Cada compartimento dispunha de uma porta
de entrada/saida independente (25 cm de comprimento x 35 cm de altura) localizada na

parede de aluminio oposta a parede de vidro.

O aparato possuia uma antecamara (hall de entrada; 15 cm comprimento x 10 cm de
largura x 35 cm de altura) que ficava permanentemente acoplada em frente as portas de
entrada/saida dos compartimentos. Esse hall possuia uma porta do tipo-guilhotina onde se
acoplava uma caixa-transporte (35 cm de altura x 20 cm de largura x 23 cm de comprimento).
Essa caixa-transporte foi confeccionada em aluminio. Essa caixa permitiu o transporte dos
individuos dos viveiros de moradia até a sala de experimento no CPUnB. A caixa também

impediu o contato visual dos sujeitos com o0 ambiente externo.
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Porta tipo guilhotina

Hall de entrada

Compartimento listrado Parede retratil Compartimento branco

Figura 4. Fotografia da caixa de CPP (vista superior) evidenciando os compartimentos distintos (listrado
e branco) e a porta retratil que os separa (Foto: Fernando Magela, 2018).

A observacao e registro das sessdes foram realizados por meio de um circuito fechado
de cameras. Esse sistema consistiu em duas cameras digitais (Logitech C920, Brasil), sendo
gque uma das cameras foi fixada a aproximadamente 1,5m do topo do aparato (denominada
vista superior; Figura 5a) e outra a aproximadamente 1,5 m da parede de vidro do aparato
(denominada vista lateral; Figura 5b). Ambas as cameras foram conectadas diretamente a um
computador portétil localizado em uma sala adjacente a sala de experimentos, de onde as
sessodes foram observadas e registradas usando o programa de analises comportamentais

AnyMaze (Stoelting. Co., EUA).

Figura 5. Fotografia da caixa de CPP durante andlise comportamental (A) Vista superior, esta
evidenciado o acesso do sujeito a ambos os compartimentos através da abertura da porta retratil; (B)
Vista lateral; (Foto Fernando Magela, 2018).
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4.4 Substancias

O hidrocloreto de cocaina (Sigma-Aldrich, EUA) foi dissolvido em soluc¢éo salina (0,9%)
e injetado em uma concentracdo de 7 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.), em um volume de
0,5 mil/kg. A solugdo salina também foi empregada como veiculo controle. Efeitos
comportamentais dessa concentracdo estudada ja foram descritos em trabalhos anteriores
com a mesma espécie de PNH (Borges e cols., 2015; Melamed e cols., 2013). A cocaina ou
salina foram administradas 5 min antes da entrada no aparato. Durante a administragéo o
sujeito foi contido por um experimentador e a injecdo foi aplicada por um segundo

experimentador.

4.5 Procedimento experimental

O procedimento foi divido em trés fases consecutivas: habituacéo, condicionamento e
teste, conforme esquema experimental apresentado na Figura 6. Em todas as fases, as
sessoOes realizadas consistiram na captura do sujeito em seu viveiro de moradia, com auxilio
de um puca. O animal foi entdo colocado na caixa-transporte, conduzido até a sala de
experimentos, liberado no hall de entrada da caixa de CPP, iniciando assim uma sesséao de
15 min. Ao final da sesséo, o animal foi levado de volta ao seu viveiro de moradia na caixa-
transporte. O aparato foi limpo com alcool 70% antes de iniciar uma nova sesséo. A ordem de
testagem dos individuos foi randomizada a cada dia. Todos os animais foram testados apenas

uma vez por dia. Todos os procedimentos ocorreram entre 13:00 h e 17:30 h.
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Dia experimental
Y
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 30 “
15 dias sem
manuseio experimental
- EH B B B B e

51 S2 S3 54 S5 56

(Dia 2; (Dia 14; (Dia 29;
pré-H2) pré-T1) pré-T2)
HABITUACAO PAREAMENTO COCAINA

seis sessoes de 15 min TESTE

Grupo 1: salinai.p. N=6)

acesso apenas ao compartimento CC

Duas sessoes de 15
Duas sessoes de 15

_mn recebe salina. em ambos compartimentos realizada em dias alternados .
intervalos de min
24h Grupo 2: cocaina 7 mg/kg i.p. (N=6) PAREAMENTO SALINA
ebe cocai partimento CC seis sessoes de 15 min . aam
rec COCalna No Com men L= rt.
REpEeilies salina no compartimento NC acesso apenas ao comparimento NC compartmen

compartimentos

CC = compartimento condicionado
NC = compartimento nac-condicionado

‘ Coleta de sangue

Figura 6. Representacdo esquematica do procedimento experimental adotado no presente estudo.
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45.1 Habituacado

O objetivo dessa fase foi adaptar os sujeitos a caixa CPP, independentemente de
experimentos anteriores, além de avaliar possiveis preferéncias inatas por um dos
compartimentos da caixa de CPP. Nesta fase, cada sujeito foi submetido a duas sessdes de
habituacdo, com intervalo de 24 h entre elas (H1 e H2). Na caixa de CPP a parede retratil foi
mantida parcialmente aberta (20 cm), permitindo assim que o sujeito tivesse acesso livre a
ambos os compartimentos do aparato. Ndo houve administracdo de nenhuma substancia
durante essa fase. Os sujeitos foram separados em dois grupos SAL (h=6) e COC (n=6). Essa
divisdo foi feita com base na atividade locomotora, na vigilancia e no tempo em ambos o0s

compartimentos durante a sessao H2.

4.5.2 Condicionamento

O objetivo dessa fase foi induzir simultaneamente uma resposta de hipervigilancia e
uma resposta de preferéncia condicionada-por-lugar associada ao compartimento em que o
sujeito esteve durante as sessbes em que foi administrada a cocaina. Esta fase foi iniciada
24 h ap6s a ultima sesséao de habituacao. Os sujeitos foram submetidos a uma sesséo diaria
de condicionamento por 15 min, durante 12 dias consecutivos. Cada sujeito, em dias
alternados, teve acesso a apenas um dos compartimentos (branco ou listrado). Nos dias
impares (1, 3, 5, 7, 9 e 11), o grupo COC foi tratado com cocaina (7 mg/kg; i.p.; 0,5 ml/kg) e
0 grupo SAL com solugéo salina (i.p.; 0,5 ml/kg) e foi dado acesso apenas a um compartimento
(compartimento condicionado — CC). Nos dias pares (2, 4, 6, 8, 10 e 12) tanto o grupo COC,
guanto o SAL receberam salina e tiveram acesso ao outro compartimento (compartimento
ndo-condicionado — NC). Um dos compartimentos foi aleatoriamente designado como CC,
enquanto o outro foi considerado como sendo o NC. Metade dos sujeitos de cada grupo
tiveram como compartimento CC o compartimento branco e a outra metade o compartimento

listrado. Essa divisdo permaneceu por todo o experimento. Em todas as 12 sessdes desta
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fase, a parede retratii que conecta os dois compartimentos foi mantida fechada,

impossibilitando o transito direto de um compartimento ao outro.

45.3 Teste
O objetivo desta fase foi determinar se foi desenvolvida uma resposta de preferéncia
condicionada-por-lugar induzida pela cocaina na caixa de CPP. Para tanto, cada individuo foi
submetido a duas sessdes teste: uma realizada 24h ap6s a Ultima sessao de condicionamento
(T1) e a outra, 15 dias apoés a ultima sessao de condicionamento (T2). Nessa sessédo de 15
min, cada sujeito teve acesso novamente a ambos 0os compartimentos do aparato, de maneira
similar ao descrito na fase de habituacdo (Ver secdo 4.5.1 acima). Nesta fase ndo houve

administracdo de substancias.

4.6 Analise de comportamento

O registro das sessdes experimentais foi feito automaticamente pelo software
AnyMaze (Stoelting. Co., EUA), via o circuito fechado de cémeras. Um observador
previamente treinado fez o registro manual dos seguintes comportamentos: (1) Vigilancia:
duracdo do movimento continuo de varredura com a cabeca enquanto o animal permaneceu
parado; (2) Locomocao: duracdo do tempo gasto em movimento; (3) Uso do espaco: duragéo
do tempo de permanéncia em cada compartimento; (4) Exploracdo: frequéncia de
cheirar/lamber qualquer parte do aparato. Os comportamentos avaliados foram baseados em
etogramas de calitriquideos (Poole e Stevenson, 1976; Stevenson e Rylands, 1988) e em
estudos similares conduzidos com a espécie Callithrix penicillata(Borges e cols., 2015; Cagni

e cols., 2012; Duarte e cols., 2015; Melamed e cols., 2013).
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4.7 Coleta de sangue

Foram coletadas trés amostras de 1,5 mL de sangue de cada sujeito: (1)
imediatamente apdés a Ultima sessao de habituacédo (p6s-H2); (2) um dia antes da primeira
sessdo de teste e imediatamente apos a Ultima sessdo de condicionamento (pré-T1); e (3) um
dia antes da segunda sessao teste (pré-T2). Todas as amostras foram obtidas na presenca
do veterinario do CPUnNB, entre as 13:00 h e 17:30 h. A coleta pré-T2 foi feita no mesmo
horario do dia em que as sessGes comportamentais foram realizadas. Nesta coleta os animais
foram capturados diretamente no seu viveiro de moradia, com o auxilio de um puca e luvas
de couro (para protecdo do experimentador) e levados para uma sala de procedimentos
adjacente ao corredor de viveiros. Nas coletas p6s-H2 e pré-T1, os animais foram capturados
no seu viveiro de moradia, transportados via caixa de transporte até a caixa de CPP para
realizacdo de sessdo experimental. Ao final dos 15 min de observagédo comportamental, os
sujeitos foram transportados até a sala de procedimentos adjacente ao corredor dos viveiros

para coleta de amostras.

Na sala de procedimentos, o animal foi anestesiado com isofluorano por via inalatoria,
com auxilio de um vaporizador universal usando um fluxo de oxigénio. O fluxo de oxigénio foi
fixado em 1,0 L/min e de isofluorano em 2% para indugdo e manutencdo da anestesia
(conforme Pissinatti e cols., 2016). Quando os movimentos voluntarios do animal cessaram e
a respiracao foi estabilizada, 1,5ml de sangue foi obtido por pun¢éo da veia femoral, por um
médico veterinario do CP/UnB. Ao final da puncédo, o fluxo de anestésico foi cessado e o
animal recebeu uma dose de 0,3ml de vitamina K e 0,03ml de ferro. O animal permaneceu
em observacao até o final do efeito anestésico (1-2 min), e entao, foi levado de volta ao viveiro

em gue estava alojado e monitorado pelos 15-30 min seguintes.

A amostra de sangue foi imediatamente colocada em um vacuette de 4 mL com fator
ativador de coagulacao e gel separador e mantida resfriada até o seu processamento inicial.
As amostras foram entéo centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min, & temperatura ambiente e o

sobrenadante (soro) foi coletado com pipetas, transferido para tubo eppendorf e congelado a
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-80°C. As amostras foram enviadas a -80°C para analise na Alemanha. O soro foi analisado

posteriormente para a determinacdo da atividade das enzimas SMA e SMN.

4.8 Analise de atividade enzimatica

A atividade enzimética das esfingomielinases foi determinada usando um substrato
fluorescente BODIPY-FL-C12-SM (N-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-
3-dodecanoyl) esfingosil fosfocolina, (D-7711; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA/Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA), com triplicatas para cada amostra e atividade
enzimatica. A reacdo enzimatica padrdo conteve 58 pmol de esfingomielina como substrato
em uma reacgao de volume 100uL contendo: 200mM de tamp&o de acetato de sddio (pH 5,0),
500mM NaCl e 0,2% de detergente Nonidet P-40 para a analise da atividade da
esfingomielinase acida; 200mM tampdo HEPES (pH 7,0), 200mM MgCl, e 0,05% de
detergente Nonidet P-40 para andlise da atividade da esfingomielinase neutra. As reacdes
foram iniciadas com a adicéo de 1,5 pL do soro correspondendo a 1-2 ug de proteina. Apés a
incubacado a 37°C as reagdes foram cessadas por congelamento a 20°C e armazenadas até
o préximo processamento. Os lipideos foram extraidos, adicionando 250 pL de cloroférmio:
metanol (2:1 v/v), brevemente vortexados e separados em fases por centrifugagéo a 16 000g
por 2 min. A fase organica mais baixa foi concentrada em uma centrifuga evaporadora
SpeedVac® por 20 min a 42°C e dissolvida em 2 yL de cloroférmio: metanol (2:1, v/v) e
aplicado sobre placas de silica-gel para cromatografia em camada delgada (CCD; (Macherey-
Nagel, Duren, Alemanha, 805034). O produto e o substrato ndo-clivado foram separados
usando cloroférmio: metanol (80:20, v/v). O sinal de fluorescéncia foi quantificado em uma
Typhoon Trio scanner (excitacdo a 488 nm; emissao a 520 nm, 285-350 V, resolugéo de 100
pm; GE Healthcare, Darmstadt, Alemanha) com o software QuantityOne (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). A atividade enzimatica foi calculada como a taxa de

hidrélise de esfingomielinas (pmol), por tempo (h) por proteina (ug).
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4.9 Anédlise estatistica

Inicialmente foi feita andlise da premissa de distribuicdo normal dos dados. Essa
analise foi feita usando métodos gréficos qualitativos (box-plot) e uso de métodos quantitativos
(teste de Shapiro-Wilk). O uso exclusivo de métodos qualitativos pode ser muito subjetivo e
portanto o uso de testes analiticos é recomendavel (Das e Imon, 2016). Apesar de testes de
normalidade n&o terem grande poder com n amostral pequeno (Razali e Wah, 2011), o teste
de Shapiro-Wilk € considerado um bom teste de normalidade dentre os testes mais comuns
(Henderson, 2006). Dados com distribuicdo considerada normal sdo apresentados como a
média dos valores e o erro padrdo da média (xEPM), dados considerados com distribuicdo
nao-paramétrica, sdo apresentados como a mediana dos valores e a amplitude. O uso de
média e medidas de disperséo relacionadas a média s6 fornecem informacdes precisas sobre
os dados quando a distribuicao é considerada normal (Hopkins e Weeks, 1990). Os resultados

do teste de normalidade s&o apresentados no Apéndice 1.

Os dados referentes a locomocéao, exploracgédo e vigilancia nas sessdes de habituagéo
de todos os animais foram analisados usando o teste t para amostras repetidas. Para o tempo
de permanéncia nos compartimentos durante as sessdes de habituacgédo, foi feita uma Andlise
de Variancia de duas vias (ANOVA) para medidas repetidas. Para os dados de vigilancia,
entre as primeiras e ultimas sessdes do condicionamento (sessbes 1, 2, 11 e 12) de cada
grupo, foi feito o teste de Friedman e quando resultados significativos foram obtidos foi feito o
uso post hoc do teste de multiplas comparag¢des de Dunn. Os dados de locomocéo entre as
primeiras e Ultimas sessdes de condicionamento (sessbes 1, 2, 11 e 12) e o tempo de
permanéncia no CC nas sessodes H2, T1 e T2 foram analisados por meio de uma ANOVA de
duas vias de desenho misto (mixed design two-way ANOVA). Sendo que para ambas as
andlises a variavel independente foi o ‘grupo’ e o fator de medidas repetidas foi a ‘sessao’.
Quando resultados significativos foram obtidos, o teste post hoc de Tukey foi utilizado. Os
comportamentos de locomocao, exploracéo e vigilancia entre as sessdes H2, T1 e T2, foram

analisados via teste de Friedman, para cada grupo e se aplicavel feito pés teste de Dunn.
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Para os dados de atividade enzimatica, foram comparados os grupos SAL e COC em cada

amostra de sangue por meio do teste U de Mann-Whitney.

Foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson e de Spearman, para dados
paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente. Para analisar se os comportamentos dos
animais na habituacédo poderiam prever a resposta de CPP, o tempo de permanéncia no
compartimento condicionado (T1 e T2) foi correlacionado com: (1) os niveis de vigilancia na
sessdo H2 e na sessdo 11 do condicionamento (Gltima de cocaina); (2) a frequéncia de
exploracdo na sessédo H2; e (3) o tempo gasto se locomovendo na sessdo H2. Para analisar
se a atividade enzimatica da SMA ou SMN inicial poderia prever a resposta de CPP, o tempo
no compartimento condicionado pds-condicionamento (T1 e T2) foi correlacionado a atividade
da SMA e SNM nas coletas pds-H2, pré-T1 e pré-T2. Por fim, para testar se as respostas
comportamentais na habituagéo podem prever o tempo dispendido em vigilancia, o tempo de
vigilancia na sessédo 11 do condicionamento foi correlacionada a (1) vigilancia; (2) exploracao;
e (3) locomogcdo da sessdo de pré-condicionamento (H2). Para todas as estatisticas
realizadas foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San

Diego, EUA) e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5. Resultados

Houve uma reducéo significativa no tempo gasto em locomoc¢ao entre as sessdes de
habituacdo H1 e H2 (t1z= 9,00; p<0,0001; Tabela 1). Nao foram observadas diferencas
significativas entre as sessdes de habituacdo para os outros comportamentos avaliados
(Exploragéo: t11=0,40; p=0,69; Vigilancia: t11= 0,13; p=0,90; Tabela 1). Além disso, os animais
ndo demonstraram ter uma preferéncia inata por um dos compartimentos durante as sessdes,
ja gue ndo houve diferenca significativa nos tempos de permanéncia em cada compartimento
(sesséo: F1,11=0,04; p=0,85; compartimento: F111=1,09; p=0,32; interagdo: F11:=0,33; p=0,57;

Tabela 1).

Tabela 1. Resposta comportamental dos sujeitos (média £ epm; n=12) durante a fase de habituacéo
na caixa de CPP.

Sesséo de habituacéo
Parametro comportamental

H1 H2
Locomogé&o (em segundos) 148+15 85+132
Exploragéo (frequéncia) 3445 374
Vigilancia (em segundos) 349+24 347+23
Tempo gasto no compartimento branco (em segundos) 458+39 492+42
Tempo gasto no compartimento listrado (em segundos) 434138 402+39

2 p<0,0001 vs. habituacéo 1

Durante o periodo de condicionamento, houve diferenca estatistica no tempo que o
grupo COC permaneceu vigilante (X?=13,4; p =0,0006; Figura 7). Andlise post hoc com teste
de Dunn, apontou que o tempo de vigilancia da sessdo C6 do grupo COC aumentou
significativamente em comparacéo com as sessdes S1 (p=0,021) e S6 (p=0,004), mas néo se
mostrou diferente estatisticamente da sessao C1 (p=0,441). Ja para o grupo SAL, houve uma

tendéncia na reducdo do tempo de vigilancia entre as sessdes (X?=7,2; p=0,06; Figura 7).
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Para o tempo gasto em locomoc¢ao, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
ou sessdes experimentais (efeito da sessao: Fs 3= 2,403; p=0,087; efeito do grupo: F330,=0,03;

p= 0,85; interacdo: Fs30= 0,45; p=0,72; Figura 8).
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Figura 7. Resposta de hipervigilancia induzida pela cocaina. Tempo (mediana = amplitude; em
segundos) que os sujeitos passaram sendo vigilantes nas duas primeiras (C1 e S1) e duas Ultimas (C6
e S6) sessdes de condicionamento. Os animais do grupo salina receberam salina nas doze sessbtes
de condicionamento, enquanto o grupo cocaina recebeu 7mg/kg nos dias impares (1 e 11) e salina nos
dias pares (2 e 12). N=6/grupo; *<0,05 vs. respectivas sessdes 2 e 12 do grupo cocaina.
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Figura 8. Cocaina ndo altera resposta locomotora nos micos-estrela. Tempo (média £ epm; em
segundos) que os sujeitos passaram em locomog¢éo nas duas primeiras (C1 e S1) e duas ultimas (C6
e S6) sessdes de condicionamento. Os animais do grupo salina receberam salina nas doze sessdes

de condicionamento, enquanto o grupo cocaina recebeu 7 mg/kg nos dias impares (1 e 11) e salina
nos dias pares (2 e 12). N=6/grupo.
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Nas sessoes testes 1 e 2, o grupo COC permaneceu significativamente mais tempo
no compartimento condicionado a cocaina do que o grupo SAL (sessao: F220=3,71; p=0,04;
grupo: F1,10=7,20; p=0,02; interacao: F220=4,73; p=0,02; Figura 9). O grupo COC passou mais
tempo no compartimento condicionado na sessdo T1(p=0,027) e T2(p=0,02) em comparacdo
ao tempo de permanéncia durante a sessédo H2. Para o grupo SAL, nao houve diferenca entre

0 tempo de permanéncia no compartimento condicionado na sesséo H2 e as sessoes teste.
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Figura 9. Resposta de CPP induzida por cocaina. Tempo que 0s sujeitos permaneceram (média + epm;
em segundos) no compartimento condicionado a cocaina ou salina durante a Ultima sessdo de
habituacdo (H2) e nas duas sessoes testes (T1 e T2). Os animais do grupo salina receberam salina
nas doze sessdes de condicionamento e os animais do grupo cocaina receberam cocaina 7 mg/kg e
salina em dias alternados. T1 e T2 foram realizados 24h e 15 dias apds a Ultima sessdo de
condicionamento, respectivamente. N=6/grupo; *p<0,05 vs. H2 no grupo cocaina.; #p0,05 vs. mesma
sessao do grupo salina.

Entre as sessfGes H2, T1 e T2 nao houve diferencas estatisticas entre o tempo gasto
em locomocéo para o grupo cocaina (X?=4,33; p=0,14; Tabela 2) ou salina (X?=3; p=0,25;
Tabela 2). Houve diferencas nos niveis de exploracao entre as sessées H2, T1 e T2, para
ambos os grupos (cocaina: X2= 9,478; p=0,0054; salina: X*9,333; p=0,0055; Tabela 2). O
grupo COC explorou com mais frequéncia na sessdo T1 do que na sessédo H2 (p=0,0424) e
T2 (p=0,0183), ja o0 grupo SAL teve maior frequéncia de exploragdo na sessao T1 comparado
a sessao H2 (p=0,0117). Por fim, o grupo COC néo apresentou diferencas significativas nos

niveis de vigilancia entre estas sessdes (X2=1; p=0,7402; Tabela 2), diferente do grupo SAL
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(X?=8,333; p=0,012; Tabela 2) que ficou vigilante por menos tempo na sesséo T2, quando

comparado com a sessao H2(p=0,01).

Tabela 2. Resposta comportamental dos sujeitos (média £ epm) tratados com salina ou cocaina
(n=6/grupo) durante diferentes sessdes experimentais.

Parametro comportamental Sessdo

H2 T1 T2
Locomocéao (em segundos)
salina 88+19 108+18 115+19
cocaina 81+20 75+14 69+21
Exploracéo (frequéncia)
salina 38+2 901212 57+15
cocaina 3518 64+13° 31+8
Vigilancia (em segundos)
salina 358122 27332 224+16°
cocaina 335+42 332128 285+23

ap<0.05vs. H2 e T2
b p<0.05 vs. H2

O tempo médio de todas as coletas (i.e., tempo gasto desde a entrada no viveiro para
captura do individuo até o fim da venipuntura) foi 3,6+0,3 min (médiat erro padrdo da média;
EPM). O tempo médio e EPM das coletas individualmente pés-H2, pré-T1 e pré-T2 foi
respectivamente 3,96+0,25 min, 4,01+0,7 min e 2,96+0,23 min. A atividade enzimatica ndo
apresentam diferencas estatisticas ao longo das coletas. Para a atividade da SMA n&o houve
diferenca entre os grupos COC e SAL na amostra p6s-H2 (U=16; p=0,82; Figura 10). Na coleta
pré-T1, a atividade da SMA do grupo salina foi significativamente menor que do grupo cocaina
(U=5; p=0,04; Figura 10). Para a ultima coleta — pré-T2, ndo houve diferenca na atividade da
SMA entre os grupos (U=12; p=0,39; Figura 10). Para a atividade da SMN néo foi encontrada
diferencga entre os grupos entre nenhuma das coletas (pés-H2: U=14; p=0,59; pré-T1: U=10,5;

p=0,27; pré-T2: U=16; p=0,82; Figura 10).
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Figura 10. Cocaina impede a reducéo da atividade periférica da SMA, mas ndo altera atividade da
SMN. Atividade das enzimas (mediana + amplitude; em pmol/h/ug) esfingomielinase acida (SMA,;
quadro superior) esfingomielinase neutra (SMN; quadro inferior) nas diferentes fases do procedimento
experimental: pds-H2, imediatamente ap0s a habituagéo 2; pré-T1 e pré-T2, 24h antes das respectivas
sessodes teste. *p<0,05 vs. grupo salina na respectiva amostragem.

Nao houve correlagBes significativas entre a vigilancia na Ultima sessdo de
condicionamento com cocaina (Cll) e o tempo de permanéncia no compartimento
condicionado nas sessfes testes T1 (grupo SAL: r= 0,57; p= 0,24; grupo COC: r=-0,02;
p=0,98) ou T2 (grupo SAL: r= -0,04; p= 0,94; grupo COC: r=0,17; p=0,75). Os niveis de
locomocdo e vigilancia na sessdo de habituacdo (pré-condicionamento) ndo foram
correlacionados significativamente com o tempo de vigilancia ha sessao de condicionamento
C11, nem com o tempo de permanéncia no compartimento condicionado nas sessfes testes

T1ou T2 (Tabela 3).
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Tabela 3. Relacdo entre os comportamentos observados antes do condicionamento a cocaina e as
respostas comportamentais induzidas pela administracdo repetida da droga, em cada grupo
experimental, expressa como o coeficiente r de correlagdo de Pearson ou Spearman (valor de p).

Sesséo habituagcéo H2

Comparacéao

locomocéo exploracéo vigilancia
Vigilancia C6 x
grupo salina -0,30 (0,57) -0,65 (0,17) -0,77(0,07)
grupo cocaina -0,64 (0,17) -0,27 (0,61) 0,03 (0,96)
CPP T1x
grupo salina -0,38 (0,46) -0,87 (0,03)* -0,24 (0,65)
grupo cocaina 0,01 (0,99) 0,63 (0,18) 0,24 (0,65)
CPP T2 x
grupo salina 0,11 (0,84) -0,49 (0,32) 0,26 (0,62)
grupo cocaina -0,57 (0,23) -0,42 (0,41) 0,33 (0,53)

Para o grupo SAL ndo houve correlacdo entre a atividade da SMA e o tempo no
compartimento condicionado na sesséo T1 (coletas — p6s-H2: r= 0,43; p=0,39; pré-T1: r=-
0,52; p=0,29) ou na sessédo T2 (coletas — p6s -H2: r= 0,43; p=0,39; pré-T2: r=-0,40; p=0,43).
Para o grupo COC também nédo houve correlagdo entre a atividade da SMA e o tempo no
compartimento condicionado na sessdo T1 (coletas — p6s -H2: r= -0,54; p=0,26; pré-T1:

r=0,49; p=0,32) ou na sesséao T2 (coletas — pés-H2: r= -0,74; p=0,09; pré-T2: r=0,39; p=0,45).

Para o grupo COC, a atividade da SMN no pré-T1 foi correlacionada com o tempo que
0 grupo permaneceu no compartimento condicionado no T1 (Figura 11). N&o houve correlagéo
entre a atividade da SMN na coleta pés-H2 e o tempo que o grupo COC permaneceu no
compartimento condicionado na sesséo T1 (r=-0,62; p=0,19) ou entre a atividade da SMN em
gualquer coleta e o tempo no CC na sessao T2 (coletas — pds-H2: r=-0,64; p=0,17; pré-T2:
r=-0,25; p=0,63). Nao houve correlacdo entre a atividade da SMN e o tempo no compartimento
condicionado na sessao T1 (coletas — pos-H2: r=0,12; p=0,83; pré-T1: r=-0,48; p=0,34) ou na
sessao T2 (coletas — pos-H2: r=0,40; p=0,27; pré-T2: r=0,13; p=0,81) do grupo SAL. O tempo

em vigilancia na primeira e Ultima sessdo com administracao de cocaina (C1 e C11) néao foi
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correlacionado com a atividade enzimatica da SMA ou SMN em nenhuma das coletas e em

nenhum dos grupos (Tabela 4).
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Figura 11. Relacdo entre a atividade da enzima (pmol/h/ug) esfingomielinase neutra (SMN) na
amostra pré-teste 1 e o tempo no compartimento condicionado no teste 1.

Tabela 4. Relagdo entre o nivel de atividade das enzimas esfingomielinase acida (SMA) e neutra (SMN)
detectadas no sangue com tempo em vigilancia induzida pela administracdo repetida da droga,
expressa como o coeficiente r de correlacdo de Pearson ou Spearman (valor de p).

Amostra de sangue”
Grupo  Comparacao

po6s-H2 pré-T1 pré-T2

Salina tempo de vigilancia x SMA

sessao condicionamento 1 -0,11 (0,83) -0,60 (0,24)* -0,36 (0,48)

sessdo condicionamento 11 -0,66 (0,18)* -0,02 (0,99)* 0,48 (0,35)*

tempo de vigilancia x SMN

sessao condicionamento 1 -0,08 (0,88) -0,36(0,49) 0,34 (0,51)

sessdo condicionamento 11 0,03 (0,99 0,29 (0,60)* 0,66 (0,18)*
Cocaina  tempo de vigilancia x SMA

sessao condicionamento 1 0,45 (0,37) -0,23 (0,65) 0,74 (0,09)

sessdo condicionamento 11 0,17 (0,37) -0,11 (0,84) 0,34 (0,51)

tempo de vigilancia x SMN

sessédo condicionamento 1 -0,23 (0,66) 0,74 (0,09) 0,58 (0,23)

sessdo condicionamento 11 -0,31(0,55) -0,01(0,99) -0,28(0,59)

*p0s-H2 = logo apds a sessao de habituacdo 2; pré-T1 = logo apés a sessao de condicionamento 12;
pré-T2 = 24 h antes da sessao teste 2
#Coeficiente de correlacdo de Spearman
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6. Discussao

6.1 Habituacéao

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas no tempo que os
sujeitos permaneceram em cada compartimento da caixa de CPP na fase de habituacéo,
indicando a auséncia de uma preferéncia inata do animal a algum dos compartimentos.
Preferéncias inatas anteriores ao periodo de condicionamento podem interferir na resposta
de CPP ou implicar em protocolos ‘enviesados’ — por envolverem a escolha ndo aleatéria do
compartimento condicionado (Bardo e Bevins, 2000). Quando ha uma preferéncia inata
significativa pode-se condicionar o sujeito no compartimento menos preferido (Sanchis-
Segura e Spanagel, 2006). Desta forma, uma resposta de CPP nessas condi¢des envolveria
superar essa ‘aversao’ inicial ao compartimento. Por ser dificil separar a alteracdo de um
estado motivacional prévio (aversdo) das propriedades recompensadoras da droga,
protocolos com esse viés sao interpretados com cautela e isso 0os torna menos atrativos

(Cunningham e cols., 2003).

Assim como em outros trabalhos com preferéncia condicionada-por-lugar em
calitriquideos, ndo houve alteracdes nos niveis de vigilancia e exploracdo durante a fase de
habituacéo (Borges e cols., 2015; Duarte e cols., 2015). No entanto, em oposi¢&do ao relatado
nestes trabalhos, os animais do presente estudo apresentaram uma redugéo significativa no
tempo de locomogé&o entre a primeira e a segunda sessdo da habituacdo. A habituacdo de
primatas é um processo continuo que pode ser alterado por diversos fatores (e.g. ambiente,
experiéncias prévias e a propria espécie) e medido por diversos comportamentos (Williamson
e Feistner, 2011). Ao serem expostos repetidamente a ambientes novos, micos-estrela
reduzem rapidamente sua atividade locomotora e exploratdria, além de comportamentos
relacionados a exposi¢céo a novidade, mas ndo reduzem comportamentos de vigilancia como

o ‘visual scanning’ (Barros e cols., 2004).
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6.2 Sensitizagdo comportamental
Ao longo da fase de condicionamento, os sujeitos do grupo COC apresentaram uma

modificacdo no padrdo de vigilancia. Os animais do grupo COC tiveram um aumento nos
niveis de vigilancia na Ultima sesséo de condicionamento com cocaina (sessao C6) e esse
nivel de vigilancia foi significativamente maior que a vigilancia nas sessfes S1 e S6 do
condicionamento, mas ndo para a sessdo C1. Essa alteracdo nos niveis de vigilancia nao foi
vista no grupo SAL que apresentou uma tendéncia de reducdo da vigilancia ao longo do
condicionamento. O tempo de vigilancia na sessdao C6 de ambos os grupos nao foi
correlacionado com a locomocgéao, exploracdo ou vigilancia na sessédo H2. Isso indica que o
perfil basal de comportamentos nédo influenciou na inducédo e expressdo da resposta de
hipervigilancia induzida pela cocaina. Em estudos com micos-estrela, administra¢des diarias
de cocaina produzem um efeito de hipervigilancia nos animais (5mg/kg: Cagni e cols., 2012;
7mg/kg: Borges e cols., 2015; Melamed e cols., 2013). Esse efeito comportamental é
considerado como uma sensitizacdo do sistema mesolimbico a drogas de abuso, como a
cocaina (Berridge e Robinson, 2016). Essas respostas sensitizadas sao importantes para
expressao de comportamentos do abuso de drogas (Vezina e Leyton, 2009).Por outro lado,
uma dose de 5 mg/kg de metilfenidato ndo induziu vigilancia em um protocolo de CPP similar
ao deste trabalho (Kashefi e cols., 2019, no prelo). Ainda, uma dose de 3 mg/kg de cocaina
falhou em induzir um efeito de hipervigilancia em micos-estrela, apesar de levar a uma
resposta de CPP (Borges e cols., 2015). Assim, fica claro, que a sensitiza¢cdo comportamental
induzida por estimulantes vista em PNH parece ser dose-dependente, variando de acordo
com o estimulante utilizado e o comportamento avaliado (e.g. padrbes locomotores

especificos e estereotipias; Castner e Goldman-Rakic, 1999).

N&o foram encontradas alteracdes significativas na atividade locomotora ao longo das
sessdes de condicionamento para o grupo COC ou SAL. Diferente do que é visto em roedores,
psicoestimulantes ndo costumam levar a um aumento da locomoc¢ao em primatas (revisado
em Bradberry, 2007). A sensitizacdo comportamental parece acontecer com oS

comportamentos mais frequentes da espécie (Melamed e cols., 2013). Comportamentos de
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vigilancia sdo muito frequentes em etogramas de calitriquideos (Stevenson e Poole, 1976;
Stevenson e Rylands, 1988). Apesar disso, doses agudas de cocaina podem aumentar a
locomocao em subgrupos de calitriquideos (De Souza Silva e cols., 2006). Ademais, van Vliet
e colaboradores (2006) relataram que doses altas de modafinil (>100mg/kg) foram suficientes
para induzir hiperlocomoc¢ao no teste de Bungalow usado para medir atividade locomotora e

exploratéria em calitriquideos.

A atividade de SMA e SMN nao foi estatisticamente diferente entre as sessbes p6s-H2
e pré-T1l. Esse efeito estatistico se deve, provavelmente, ao pequeno numero amostral
utilizado. Quanto & atividade enzimatica (SMA ou SMN), ndo foram encontradas correlacdes
significativas entre eles e os niveis de vigilancia pré ou pdés-condicionamento. Assim, é
plausivel considerar que a modulag&o por cocaina ou o protocolo experimental utilizado ndo
altere a atividade da SMA e SMN ou mesmo que os esfingolipideos ndo tenham papel

fundamental no processo de sensitizacdo comportamental nesse modelo de primata.

Em acordo com essa ideia, os lipideos mais alterados por um modelo de sensitizacdo
por cocaina em roedores foram glicerofosfolipideos, como fosfoetanolamina (PE) e
fosfatidilcolinas (PC), e foram majoritariamente mais modulados no corpo estriado (Lin e cols.,
2017). Esses aumentos induzidos pela cocaina nos niveis de glicerofosfolipideos sao
potencialmente causados pela inibicAo da cocaina na fosfolipase 1, enzima que cliva
fosfolipideos (Nassogne e cols., 2004). Esse efeito, no entanto, ndo explica o aumento de
ceramidas e outros esfingolipideos encontrados no protocolo de sensitizagdo (Lin e cols.,
2017). Em outro trabalho, agora com sensitizacdo induzida por metanfetamina em
camundongos, foram encontradas alteraces nos niveis de Ceramida-1-fosfato no
hipocampo, mas nenhuma alteragdo no ndcleo accumbens (NAc; Jiang e cols., 2017). Esses
resultados apontam que os esfingolipideos podem nao ser essenciais na sensitizacao
comportamental e o efeito nos lipideos pode ser resultante de outros processos. Portanto,

essas alteracgOes lipidicas parecem ser droga-especificas. Fica claro que o uso de cocaina
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leva a alterag@es lipidicas, mas devido a falta de estudos focados em esfingolipideos, a

relacdo desses lipideos com processos de sensitizacdo é menos documentada.

No entanto, j& foram encontradas alterac6es nos niveis de glicerofosfolipideos no
protocolo de sensitizacdo com cocaina e encontrada uma correla¢ao positiva entre os niveis
sanguineos de PE 41:2 e PC 32:0 e PC34:1 e a hiperlocomoc¢ao em ratos (Cummings e cols.,
2015). Essas altera¢des foram mensuradas uma semana apdés a Ultima injecdo de cocaina,
assim, essas alteracbes ndo s&o resultantes de um efeito direto da cocaina (agudo). E
possivel que metabdlitos, e ndo a atividade enzimética, se relacionem melhor com a
sensitizagdo comportamental ou ainda que esfingolipideos ndo tenham um papel vital nesse

processo.

Ainda, as modifica¢fes lipidicas induzidas por drogas de abuso também parecem ser
espécie-especificas. Tendo em vista que drosofila (Drosophila melanogaster) tratadas com
cocaina tem aumento nos PC totais e reducdo nos niveis de PE e PI totais em relacdo a
moscas controle, esse efeito é o oposto do induzido pelo metilfenidato no mesmo modelo, no
qgual ha aumento de PE e Pl e reducéo de PC (Philipsen e cols., 2018). Essas alteracdes no
perfil de PC e PE sao diferentes das vistas no modelo de roedor. De modo que as altera¢des

no perfil lipidico sédo altamente especificas.

6.3 Preferéncia condicionada por lugar

Nas duas sessdes testes, uma 24 h e outra 15 dias apds o Ultimo condicionamento,
apenas o grupo COC ficou significativamente mais tempo no compartimento condicionado a
droga. O uso repetido de cocaina é capaz de induzir respostas de CPP em diversas situacfes
experimentais em roedores (revisado em Tzschentke, 2007). Em PNH, a preferéncia
condicionada por lugar induzida por drogas, s6 foi documentada em 2011, quando uma
resposta de CPP induzida por morfina foi demonstrada em macacos rhesus (Wang e cols.,
2012). Pouco depois, uma resposta de CPP induzida por cocaina em micos-estrela foi

demonstrada (Barros e cols., 2013). Ainda mais recente € o CPP induzido por metilfenidato
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em micos-estrela (Kashefi e cols., 2019). A resposta de CPP ja foi induzida em humanos,
utilizando anfetamina e alcool (Childs & de Wit, 2009, 2013, 2016). Ademais, um estudo
utilizando brinquedos demonstrou uma resposta de CPP em criancas entre 30 e 55 meses
(Hiller e cols., 2015). Essa ubiquidade da resposta entre as espécies reflete uma forma
simples e conservada de aprendizado. De fato, essa resposta € possivel por meio da
expressao de um ou mais tipos de memoria, dentre 0s quais, a explicagdo mais comum é ser
de uma memoria associativa induzida pela motivacdo associada ao uso da droga (Huston e

cols., 2013).

O protocolo de CPP avalia um aprendizado pavioviano e tem sido utilizado para avaliar
0 a associagao entre potencial efeito reforcador de véarias substancias e um contexto (Bardo
e Bevins, 2000). E um teste que reflete elementos da dependéncia, ja4 que individuos
dependentes exibem muitas associagdes entre o ambiente em que é consumida a droga e as
propriedades motivadoras da droga (Napier e cols., 2013). Inclusive, respostas de CPP em
humanos ja foram induzidas por anfetamina (Childs e de Wit, 2009, 2013) e por alcool (Childs
e de Wit, 2016). Além do que, € um protocolo que permite avaliar o desempenho de
medicamentos para o tratamento da dependéncia (Napier e cols., 2013), inclusive na mesma
espécie deste trabalho (Kashefi e cols., 2019). Por ser util para avaliar o potencial reforcador
do potencial medicamento e por permitir estudos de recaida (Napier e cols., 2013). O teste de
CPP pode ser Uutil para identificar medicamentos que inibam a recaida induzida por pistas,

droga ou estresse (Napier e cols., 2013).

A resposta de CPP também nao foi correlacionada com os niveis comportamentais
vistas na ultima sessédo de habituacao (H2). Resultados semelhantes, nos quais ndo houve
correlagdo foram encontrados quando utilizada a mesma dose de cocaina em micos-estrela
(Borges e cols., 2015). Apesar disso, utilizando uma dose menor, 3 mg/kg 0s comportamentos
no pré-condicionamento correlacionaram negativamente com a resposta de CPP (Borges e
cols., 2015). Em outro tipo de resposta de CPP, induzida por alimento, a resposta de CPP

também nao foi correlacionada com niveis de comportamentos pré-condicionamento. O que
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diferencia o modelo primata do modelo roedor, no qual comportamentos pré-CPP estédo

correlacionados a resposta de CPP (Seymour e Wagner, 2008).

A resposta de CPP vista no presente trabalho € persistente por pelo menos 15 dias e
similar a de outros trabalhos com a mesma espécie e droga (Borges e cols., 2015), o que
demonstra uma consolidacdo do comportamento aprendido e da associacdo entre o contexto
(estimulo preditivo de recompensa) e os efeitos heddnicos da cocaina. As modificacdes
induzidas pela cocaina sao persistentes e suficientes para que, mesmo apos longo periodo
sem droga, a apresentacdo de um contexto pareado, estresse e ou doses baixas da droga

produzam uma resposta de CPP (Tzschentke, 2007).

No presente trabalho n&o foram encontradas correlacfes entre os comportamentos de
hipervigilancia e a resposta de CPP, em ambos os grupos COC e SAL. Trabalhos que
analisaram ambas as variaveis em um mesmo individuo também tiveram resultados
semelhantes (Borges e cols., 2015; Seymour e Wagner, 2008), o que indica a existéncia de
bases neurais diferentes para o condicionamento e a sensitizacdo comportamental apesar de
se sobreporem em alguns pontos. O perfil lipidico do cérebro de um camundongo ap6s um
protocolo de CPP por cocaina é diferente do perfil observado apés um protocolo de
sensitizacdo comportamental induzida por essa mesma droga (Lin e cols., 2017). Os lipideos
e a area mais afetados pelo teste de CPP, induzido por cocaina, foram os esfingolipideos e o
NAc, respectivamente (Lin e cols., 2017). O papel da cocaina como inibidor funcional da SMA
(Nassogne e cols., 2004) poderia explicar a redugéo nos niveis de ceramida e um aumento
de seus metabdlitos no protocolo de CPP do visto trabalho de Lin e cols., (2017), mas néo
explica o aumento de ceramidas e outros esfingolipideos encontrados no protocolo de

sensitizacgéo.

A administracdo de cocaina ndo levou ao condicionamento de outras respostas
comportamentais. A atividade locomotora foi similar antes (H2) e ap6s o condicionamento (T1
e T2). A atividade exploratéria apresentou um aumento na sessédo T1, mas esse aumento foi

em ambos 0s grupos, o que reduz as chances de ter sido um efeito da cocaina. Por fim, no
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grupo SAL, o tempo de vigilancia na sesséo T2 foi menor do que o visto na H2. Micos-estrela
reduzem a vigilancia apds perceber a auséncia de estimulos aversivos (Barros e cols., 2004).
Esses resultados sdo similares a outros trabalhos com administracdo de cocaina em PNH

(Borges e cols., 2015; Cagni e cols., 2012).

O grupo COC apresentou maior atividade enzimatica da SMA que o grupo SAL antes
do teste 1 (pré-T1). Nao foram encontradas correla¢des entre a atividade da SMA e o tempo
no compartimento condicionado nas sessdes teste. Assim, pode-se sugerir qgue a cocaina
bloqueou a reducgéo nos niveis de atividade da SMA. Essa diferenca de atividade n&o foi vista
na coleta pré-T2, na qual os niveis de atividade da SMA dos dois grupos sdo similares. E
possivel que o grupo salina tenha chegado a um estado de habituacao que reduziu a atividade
da SMA na pré-T1, afinal a habituacdo é uma reducdo na resposta apds repetidas
estimulacdes (Rankin e cols., 2009). Essa diferenca na atividade da SMA néo foi vista na
amostra pré-T2. Enquanto o grupo COC apresentou niveis de atividade da SMA similares ao
longo de todo o estudo. Um estudo in vitro mostrou que a cocaina pode atuar como inibidor
funcional da SMA (Nassogne e cols., 2004). Apesar disso, no presente estudo a cocaina nao
reduziu a atividade da SMA na dose e protocolo adotados. Isso porque, a acao sistémica de
um inibidor funcional da SMA exige administragfes continuas por periodo prolongado de
tempo (Kornhuber e cols., 2010). Assim, € possivel que a maior atividade da SMA deva-se ao
TNF-a induzido pela administragao de cocaina (Lee e cols., 2001) que ativa a SMA (Edelmann
e cols., 2011). De fato, estressores fisicos ou a administracdo de corticosterona induzem o
aumento de ceramidas, possivelmente catalisadas pela atividade de esfingomielinase
(Oliveira e cols., 2016). No presente trabalho, a exposicéo repetida ao aparato de CPP induz
a reducao na atividade da SMA, mas a administracdo de cocaina impediu essa reducao. Essa
reducdo, vista no grupo controle, pode ser um indicativo de uma memdéria ndo-associativa, a
habituacéo. A resposta de CPP do primeiro teste (T1) foi correlacionada com os niveis de
atividade da SMN, apenas no grupo que recebeu cocaina. I1sso pode ser um indicativo do

papel dessa enzima na aprendizagem de comportamentos relacionados a droga.
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Houve uma correlagéo negativa significativa entre os niveis de atividade enzimética da
SMN (pré-T1) e o tempo de permanéncia no compartimento condicionado na sesséo teste 1,
apenas para o grupo COC. Isso significa que 0s sujeitos com 0s menores niveis de atividade
da SMN exibiram as maiores respostas de CPP. Essa correlagcdo ndo aconteceu entre 0s
niveis de SMN pré-T2 e a sessdo T2. Essa correlacdo parece entdo ser associada a

aprendizagem/consolidacdo do condicionamento (pré-T1), mas ndo a expressdo do

comportamento apos o periodo de 15 dias sem manuseio experimental (pré-T2).

Usando um protocolo de depressdo-induzida por extincdo em ratos, Huston e
colaboradores (2016) encontraram uma correlagcdo positiva entre a atividade da SMN no
hipocampo e um comportamento aprendido. E possivel que a atividade periférica da SMN n&o
reflita a atividade central. Utilizando um inibidor da SMN2, as alteragfes vistas no soro de
camundongos foram praticamente contrarias daquelas vistas nos tecidos cerebrais
(Tabatadze e cols., 2010). Assim, as alteracdes da cocaina na via esfingolipidica no cérebro
podem ndo ser diretamente traduzidas para as alteragfes vistas no soro. A atividade da SMN
parece predizer o aprendizado. No entanto, sdo necessarios mais estudos causais para
analisar se a associa¢gédo encontrada tem esse significado biologico. Nao € possivel afirmar
que a atividade da SMN esteja de fato mediando o aprendizado relacionado a resposta de
CPP, mas pode-se dizer que animais com as menores atividades da SMN ap6s um protocolo

de CPP apresentam as maiores respostas de CPP no dia seguinte.

Em modelos animais, a via esfingolipidica parece estar mais envolvida em memoria
ou aplicagéo de protocolos que envolvam algum tipo de estresse. A inibigcdo farmacolégica da
SMNZ2, usando GW4869, atrasou a formacdo da memoéria espacial no labirinto aquatico de
Morris e em uma versdo aquatica do labirinto radial, para avaliar memoria episodica
operacional (Tabatadze e cols., 2010). No entanto, essa inibicdo da SMN2 né&o alterou o
desempenho no teste de reconhecimento espacial no labirinto em Y (Tabatadze e cols., 2010).
Tanto o protocolo de depresséo-induzida por extingdo e o labirinto aquatico de Morris s&o

protocolos que induzem estresse em um modelo de depressdo (Huston e cols., 2013). O
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manuseio dos sujeitos para o protocolo de CPP e a administracdo de cocaina também. De
modo que o grupo SAL apresentou uma reducdo nos niveis de atividade da SMA, mas néo
apresentou resposta de CPP. Enquanto o grupo COC, nao teve essa reducdo na atividade da
SMA, mas demonstrou uma resposta de CPP e uma correlacéo entra a atividade da SMN e

esta resposta.

Até o presente momento, este € o primeiro trabalho mostrando a atividade das enzimas
SMA e SMN em resposta a administracdo de cocaina em um modelo de PNH. Estas
diferencas no perfil de atividade enzimética podem subsidiar alteracdes comportamentais e
celulares vistas na dependéncia. Assim, medicamentos que possam atuar nessas enzimas

podem ser candidatos ao tratamento para dependéncia por cocaina.

7

Uma das limitagcbes desse trabalho € o pequeno numero amostral. A atividade
enzimatica da SMA e SMN foi mensurada perifericamente e isso pode nao refletir as
mudangas no cérebro. Sabe-se que a atividade da SMA no soro ndo correlaciona com a
atividade no liquido cefalorraquidiano (Mihle e cols., 2013), ainda mais que essa atividade é
possivelmente depende da regido cerebral. Seria interessante ter mais amostragens ao longo
do estudo, principalmente ao longo da fase de condicionamento. Futuros trabalhos devem
analisar a atividade dessas enzimas em grupos maiores de primatas ou por um periodo de

tempo maior.

Outras analises interessantes seriam: testar se as alteracdes de atividade enziméatica
encontradas neste trabalho se estendem para outras drogas de abuso e analisar se as
correlagdes encontradas se estendem para outros tipos de memdria. Atualmente existem
diversas lacunas que impossibilitam a comparacdo confiavel dos dados e a proposi¢do de

mecanismos universais do papel desses lipideos para a memodria.

Um campo vasto a ser explorado s@o os niveis plasmaticos dos esfingolipideos, uma

metodologia mais especifica de analisar o impacto desses lipideos na transicao do uso para
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a dependéncia por cocaina. Andlises lipidémicas podem ser usadas para a criacao de perfis

lipidicos especificos para cada droga de abuso

7. Conclusdes
Ao avaliar o papel das enzimas esfingomielinase &acida e neutra nos comportamentos

relacionados a dependéncia em micos-estrela foi constatado que:

e Os niveis de atividade da SMA foram diferentes entre os grupos apds o protocolo de

condicionamento;
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e A atividade da SMN se manteve em niveis similares ao longo de todo o estudo, em
ambos 0s grupos;

e O nivel de atividade da SMA e SMN ndo apresentou correlagdo com o processo de
sensitizacdo comportamental induzido por cocaina (i.e., hipervigilancia);

o A atividade da SMA nao se correlacionou com a resposta de CPP em ambos 0s
grupos;

e Apenas no grupo que recebeu cocaina, os niveis de atividade da SMN apo6s o
protocolo de condicionamento (pré-T1) foram correlacionados com a resposta de CPP
e podem ser marcadores de uma aprendizagem relacionada a droga;

e As alteracdes na atividade da SMA e SMN induzidas pela administracdo de cocaina

nao foram iguais.

Assim, os esfingolipideos parecem ter uma funcdo na formacgdo de diversas memorias e
também em aspectos do condicionamento e da sensitizagdo comportamental induzidos pela
cocaina. A expressdo desses comportamentos € um importante marcador das alteracdes de

longo prazo vistas no transtorno do uso de cocaina.
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10. Apéndices

80

Tabela 5.Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significancia para tempo gasto em

vigilancia e em locomocao nas duas primeiras e duas Ultimas sessdes do condicionamento.

Comportamento Sessdo Grupo W p
Vigilancia 1 salina  0,9629 0,8421
cocaina 0,8744 0,2443
2 salina  0,9127 0,4546
cocaina 0,9806 0,9544
11 salina  0,6543 0,002
cocaina 0,9504 0,7431



12

Locomocgéo 1

11

12

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

0,9881
0,8851
0,9777
0,9239
0,9655
0,9014
0,8837
0,8441
0,8512

0,9152

0,9842
0,2933
0,9393
0,5342
0,8612
0,3825
0,2866
0,1409
0,1609

0,4716
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Tabela 6. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significancia para dados apresentados

da atividade enzimatica das enzimas esfingomielinase acida (SMA) e neutra (SMN).

Atividade
da Sessdo Grupo W p
enzima
SMA pés-H2 salina 0,904 0,3981
cocaina 0,9511 0,7494
pré-T1 salina 0,6739 0,0032
cocaina 0,9775 0,9387
pré-T2 salina 0,9698 0,8912
cocaina 0,8706 0,2285



SMN pos-H2

prée-T1l

pré-T2

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

0,8178
0,9147
0,9101
0,9053
0,8868

0,9358

0,0844
0,468

0,4368
0,4064
0,3018

0,6258
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Tabela 7. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significAncia para o tempo de
permanéncia no compartimento condicionado nas sessdes H2, T1 e T2.

Dado Sessdo Grupo W p
CPP H2 salina  0,9785 0,9439
cocaina 0,9523 0,759
T1 salina  0,9008 0,3787
cocaina 0,9106 0,4406
T2 salina  0,9252 0,5436
cocaina 0,8119 0,075

Tabela 8. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significAncia para o tempo de
locomocéo, tempo de vigilancia, frequéncia de exploracdo e o tempo nos compartimentos branco e
listrado nas sesses de habituacéo.

Comportamento Sessdo W p
Locomocgéao
H1 0,9522 0,6693
H2 0,8974 0,1469
Exploracao
H1 0,9319 0,4012
H2 0,9735 10,9437
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Vigilancia

H1 0,9352 10,4389

H2 0,9591 10,7703
Tempo gasto no compartimento branco

H1 0,9658 0,8627

H2 0,9801 0,9842
Tempo gasto no compartimento listrado

H1 0,974 0,9481

H2 0,9728 0,9379

Tabela 9. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significAncia para o tempo de
locomocéo, tempo de vigilancia, frequéncia de exploracdo nas sessGes H2, T1 e T2.

Comportamento Sessdo Grupo W p

Locomocgéao
H2 salina  0,8977 0,3606
cocaina 0,9025 0,389
T1 salina  0,8848 0,292
cocaina 0,9114 0,4459

T2 salina  0,9376 0,64



Exploracao

Vigilancia

H2

T1

T2

H2

T1

T2

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

salina

cocaina

0,8441

0,7452
0,9227
0,943

0,9459
0,9433

0,9129

0,9376
0,8886
0,7943
0,9583
0,9056

0,9924

0,1408

0,0179
0,5247
0,6831
0,7072
0,6862

0,4558

0,6401
0,311

0,0522
0,8066
0,4079

0,9943
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