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Resumo

A droga adicdo é uma enfermidade crénica caracterizada por forte compulséo
em adquirir e consumir uma determinada droga psicoativa e por alta incidéncia de
recaida, mesmo apos periodos prolongados de abstinéncia. Sua fisiopatogenia é
extremamente complexa e envolve interacdo entre componentes emocionais,
cognitivos e motores. Evidéncias recentes na literatura indicam que a neurogénese
hipocampal pode modular uma série de comportamentos relacionados com a droga
adicdo. Além disso, parece que a porcdo dorsal do hipocampo participa mais
especificamente da esfera cognitiva, enquanto que a ventral esta mais envolvida
com os aspectos emocionais. No entanto, ndo existem estudos que avaliam o papel
da neurogénese de cada uma destas por¢des do hipocampo em modelos animais de
drogas. A sensibilizagdo locomotora é um modelo amplamente utilizado nos estudos
da neurobiologia da droga adicdo, pois mimetiza de certa forma a plasticidade
neuronal induzida pelas drogas de abuso na via mesolimbica e em estruturas que
modulam o funcionamento desta via. Neste sentido, o presente estudo avaliou a
expressdo de doublecortina (um marcador de neurdnio imaturo) e de BrdU (um
marcador de proliferacdo celular) no hipocampo dorsal e ventral de animais
submetidos ao protocolo da sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina. Além
disso, foram utilizadas duas linhagens isogénicas distintas, a C57BL/6 e a DBA/2, ja
que as mesmas diferem quanto a sensibilidade ao efeito psicoativo da morfina (a
C57BL/6 é sensivel, enquanto que a DBA/2 é resistente). Conforme esperado, a
morfina promoveu um efeito estimulante locomotor agudo e sensibilizagao
locomotora nos animais C57BL/6, mas ndo nos DBA/2. Ao se comparar 0s animais
tratados com solucéo salina, os C57BL/6 tiveram maior expressédo de doublecortina
e BrdU quando comparados aos DBA/2, tanto no hipocampo dorsal quanto no
ventral. Os animais C57BL/6 sensibilizados a morfina apresentaram uma diminuicéo
significativa de doublecortina e BrdU no hipocampo dorsal. Além disso, tanto a
administracdo aguda (efeito estimulante locomotor agudo), quanto a repetida
(sensibilizacao locomotora) de morfina diminuiram a expressao de doublecortina no
hipocampo dorsal e ventral dos animais C57BL/6. Os resultados do presente estudo
sugerem uma co-ocorréncia de sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina com
a diminuicdo da proliferacao celular e diferenciacdo destas células precursoras em
novos neurbnios. Similar co-ocorréncia pode ser vista entre o efeito estimulante
locomotor agudo e sensibilizagdo locomotora com a diminuicdo da diferenciacao das
células precursoras em novos neurdnios, tanto no hipocampo dorsal quanto no
ventral.

Palavras chaves: neurogénese, locomocao, atividade motora/efeitos de drogas,
morfina



Abstract

Drug addiction is a chronic disease characterized by a strong compulsion to
acquire and consume psychoactive drug and by high incidence of relapse, even after
long periods of abstinence. The neurobiology of drug addiction is extremely complex
and involves interaction between emotional, cognitive and motor aspects. Recent
evidences in the literature show that hippocampal neurogenesis play a role in a
number of addictive behaviors. Moreover, the dorsal portion of the hippocampus is
related more specifically to the cognitive compenents, while the ventral in the
emotional aspects. However, there are no studies evaluating the role of
neurogenesis in each of these portions in animal models of drug addiction.
Locomotor sensitization is widely used in studies of the neurobiology of drug
addiction, because it mimics some of the neuronal plasticity induced by drugs of
abuse in the mesolimbic pathway and in the structure that modulate the functioning
of this pathway. Therefore, the present study evaluated the expression of
doublecortin (a marker for immature neurons) and BrdU (a marker for stem cell
proliferation) in the dorsal and ventral hippocampus of mice subjected to the
locomotor sensitization induced by morphine. In addition, it was used two different
inbred strains, C57BL/6 and DBA/2, since they differ in sensitivity to psychoactive
effects of morphine (C57BL/6 is sensitive, while DBA/2 is resistant).As expected,
morphine promotes acute stimulant locomotor effect and locomotor sensitization in
the C57BL/6 mice, but no in DBA/2. In the control (saline treated) groups, C57BL/6
had higher doublecortine and BrdU expression when compared to DBA/2, in both
portions of hippocampus. C57BL/6 sensitized mice had a significant decrease in
doublecortine and BrdU in the dorsal hippocampus. In addition, in this strain, both
acute and repeated morphine exposure decreased doublecortine expression in the
dorsal and ventral hippocampus. Our results suggest the co-occurrence of locomotor
sensitization induced by morphine with decrease in stem cell proliferation and
differentiation to new neurons. Similar co-occurrence could be seen for acute
stimulant locomotor effect and locomotor sensitization with decrease in the stem cell

differentiation to new neurons in both dorsal and ventral hippocampus.

Key words: neurogenesis, locomotion, motor activity/drug effects, morphine
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1. Introducéo

1.1. Droga adi¢céo — hipGteses neurobiolégicas

A droga adicdo é uma enfermidade cronica caracterizada por forte compulsédo
em adquirir e consumir uma determinada droga psicoativa e por alta incidéncia de
recaida, mesmo apdés periodos prolongados de abstinéncia (DSM-IV TR, 2000).

Uma das hipéteses neurobioldgicas da droga adicdo é a da alostase da via
mesolimbica. Segundo esta hipdtese, o uso repetitivo de determinada substancia
psicoativa provoca uma série de neuroadaptacdes na via mesolimbica e em
estruturas encefalicas que modulam esta via, como por exemplo, o hipocampo
(Koob e Volkow, 2010). Tais neuroadaptacBes seriam entdo responsaveis pelo
processo de transicdo do uso recreativo para a droga-adicdo (Nestler, 2005; Russo
et al., 2009).

Esta bem estabelecida a importancia da aprendizagem associativa na droga
adicdo. Sabe-se que pistas associadas ao uso prévio da droga, bem como o préprio
contexto associado ao efeito subjetivo da intoxicacéo, estimulam o desejo de utilizar
a droga e também o comportamento de busca da droga (Berke e Hyman, 2000;
Robbins e Everitt 2002; Hyman et al., 2006). Além disso, as formas mais
elementares de aprendizagem celular [potencializacdo (LTP — long term potentiation)
e depressédo (LTD — long term depression) de longa duracdo] sdo induzidas tanto
pelas drogas de abuso quanto por tarefas de aprendizagem e memaoria em roedores
(Nestler 2005; Hyman et al., 2006).

Sendo assim, estes fundamentos deram origem a uma hipotese alternativa,
de que a droga adicdo representa um processo patologico de utlizacdo dos

mecanismos fisiolégicos de aprendizagem e memoéria. De fato, o repertorio de



comportamentos associado a busca da droga, além de flexivel, & extremamente
automatizado, e como tal, recruta processos de aprendizagem e memoria para a
maximizacao de tais comportamentos.

Um aspecto muito interessante em relacdo as teorias da neurobiologia da
droga adicdo € que uma nao exclui a outra, por contrario, elas sdo complementares
(Flagel et al., 2009; Koob e Volkow, 2010; Vanderschuren e Pierce, 2010). Neste
sentido, a droga adicdo envolve um processo dinamico entre a interacdo da alostase
da via mesolimbica e os processos de plasticidade neuronal relacionados a

aprendizagem e memoria.

1.2. O modelo da sensibilizacdo locomotora

A sensibilizacdo comportamental, um modelo animal amplamente utilizado
nos estudos de droga adicdo, baseia-se no fato de que o efeito subjetivo de uma
substancia psicoativa é aumentado apds administracbes repetidas. Esse aumento
pode ser decorrente de alteracdes persistentes em células e circuitos cerebrais que
normalmente regulam a saliéncia do estimulo (Robinson e Berridge, 2008).

Em roedores, a sensibilizacdo ao efeito de recompensa € diretamente
proporcional a sensibilizacdo ao efeito estimulante locomotor da droga (Schenk e
Partridge, 1997; Vanderschuren e Pierce, 2010). Desta forma, avaliar o aumento da
atividade locomotora ao longo do tratamento crdnico representa uma ferramenta
extremamente Util para se estudar alteragdes no efeito de recompensa de drogas.

Outro fator interessante neste modelo € que a sensibilizacdo locomotora,
assim que adquirida, é persistente e guarda uma relacdo temporal direta com

alteracdes funcionais e morfolégicas na via mesolimbica e em nulcleos encefalicos



que modulam o funcionamento da mesma (Robinson e Kolb, 1997, 1999;
Vanderschuren e Pierce, 2010).

Um estudo mostrou que a administracdo repetida de anfetamina causa
sensibilizacdo da liberacdo de dopamina na via mesolimbica em humanos, mesmo
quando o desafio com a droga € realizado um ano apo0s a interrupcdo da
administracdo da droga (Boileau et al., 2006). Neste sentido, varios autores sugerem
gue este modelo mimetiza 0 mecanismo de alostase da via mesolimbica e o
processo de transi¢cado entre 0 uso recreativo e a droga adicdo (Schenk e Partridge,
1997; Robinson e Kolb, 1997, 1999; De Vries et al., 1998; Vanderschuren e Pierce,

2010).

1.3. Morfina

O objetivo no presente estudo foi de avaliar o processo de neurogénese em
um dos varios modelos animais utilizados para o estudo de diversos aspectos
relacionados a droga adicdo. Optou-se por utilizar a morfina como droga de abuso
principalmente por dois fatores: i. sua alta capacidade de induzir sensibilizacédo
locomotora, permitindo com isso um protocolo experimental de aquisicdo com
duracédo de apenas 4 dias; ii. a relativa facilidade de obtencéo da droga.

O ¢6pio é obtido da papoula (Papaver somniferum) e contém numerosos
alcaloides dos quais o principal € a morfina, presente em uma concentracdo de
cerca de 10%. A morfina recebeu esse nome em homenagem a Morpheu, o deus
grego dos sonhos, devido as suas propriedades soniferas. Em 1806, Friedrich
Sertlirner extraiu a morfina em sua forma pura pela primeira vez, e em 1853, a

descoberta dessa substancia foi de grande importancia para a medicina ja que



poderia ser utilizada em procedimentos cirargicos e no alivio da dor devido ao seu
potencial analgésico (Gerrits et al., 2003).

Os peptideos opidides enddgenos (encefalinas, B-endorfinas e dinorfinas)
interagem com receptores metabotrdpicos acoplados a proteina Gi (mu, delta e
kappa). Eles sdo produzidos a partir da clivagem de trés proteinas precursoras
(Contet et al., 2004). Tanto os opidides quanto seus receptores sao expressos de
forma difusa e abundante por todo sistema nervoso central, embora em localizac&o
neuroanatdmica diferenciada (Mansour et al., 1995).

Os neurbnios que contém encefalinas sdo encontrados em diferentes regides
do sistema nervoso central e estdo relacionados com muitas funcdes fisioldgicas.
Eles apresentam um axénio curto, sendo assim, atuam muito proximo do local onde
sdo produzidos. Por outro lado, os neurénios que contém [-endorfinas e dinorfinas
sao distribuidos de forma mais localizada e apresentam axénios longos (Vaccarino e
Kastin, 2001). Sendo assim, estes peptideos atuam longe do local aonde foram
produzidos. Os neurbnios com B-endorfinas sdo encontrados predominantemente no
hipotalamo e no ndcleo do trato solitario. Ja os que contém dinorfina estdo presentes
no hipotalamo e no nucleus accumbens (Fowler e Fraser, 1994; Stefano et al., 2000;
Bodnar, 2012).

Os opidides exercem um complexo efeito modulatério sobre a via
mesolimbica dopaminérgica, o que explica sua importante participacdo nos estados
hedbnicos, reatividade emocional, resposta ao estresse, e consequentemente, na
droga adicdo. O efeito de reforco positivo dos opidides esta relacionado
principalmente com a ativacao dos receptores mu na via mesolimbica. Este receptor

€ abundante em interneurénios GABAérgicos localizados na area tegmentar ventral.



Ao ser estimulado o receptor mu inibe a liberagdo de GABA e, portanto, desinibe a
via mesolimbica. Por outro lado, o receptor kappa esta presente no préprio neurdnio
dopaminérgico da via mesolimbica, promovendo uma inibicdo direta destes
neurénios. Neste sentido, € possivel que os receptores kappa estejam relacionados
com as reacdes disforicas que podem ocorrer na vigéncia da intoxicacdo ou durante
a abstinéncia, enquanto que os mu pelo estado de euforia e prazer intenso (Kosten e
George, 2002; Le Merrer et al., 2009).

Sabe-se que as adaptacdes decorrentes da exposi¢do crénica aos opidides
vao muito além dos circuitos de recompensa, atuando em outras areas do cérebro
relacionadas a cognicdo e emocionalidade, como a amigdala, o hipocampo e o

cortex pré-frontal (Koob e Nestler, 1997; Nestler, 2001; Christie, 2008).

1.4. O hipocampo

O hipocampo é uma estrutura do sistema limbico formada por um circuito de
varias sinapses entre diferentes sub-regifes: giro denteado, Corno de Among (CA)
1, 2, 3 e 4. Aferentes provenientes do coértex entorrinal se projeta para o giro
denteado através das vias perfurantes, fazendo sinapse com as células granulares
do giro denteado. Estas células realizam uma segunda sinapse com as células
piramidais do CA3, que por sua vez realizam uma terceira sinapse com as células
piramidais do CA1 através das vias colaterais de Sheaffer. Por fim estas células de
CA1l ligam-se ao férnix, a grande eferente hipocampal que se projeta para regides
corticais e limbicas (Amaral et al., 2007; Knowles, 1992; Rusakov et al., 1999;

Isaacson, 2002; Rolls, 2007).



O hipocampo é uma estrutura chave para a consolidacdo da memodria
declarativa nos humanos (Leuner e Gould, 2010; Optiz, 2010) e das memoarias
contextuais em roedores (Jarrad, 1995; Silva et al., 1998; Smith e Mizumori, 2006;
Fanselow e Dong, 2010). Conforme descrito anteriormente, a droga adicdo envolve
um processo dinamico entre a interacdo da alostase da via mesolimbica e o0s
processos de plasticidade neuronal relacionados a aprendizagem e memoaria.

Coincidentemente, existe uma importante interacdo neuroanatdémica entre a
via mesolimbica e o hipocampo. Esta interacdo € fundamental para os processos de
aprendizagem e memoria como um todo (Rossato et al., 2009; Bethus et al., 2010;
Bunzeck et al., 2011; Nazari-Serenjeh et al., 2011). Sendo assim, € possivel que a
aprendizagem e memoéria estejam presentes e modulem o fendmeno da
sensibilizacdo locomotora em roedores.

Realmente, j4 esta bem estabelecida a importancia dos aspectos contextuais
para o desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora induzida por varias drogas de
abuso, entre elas morfina, anfetamina, cocaina e alcool (Faria et al., 2008; Marin et
al., 2009; Liang et al., 2011). Além do seu papel fundamental na aprendizagem e
memoria, 0 hipocampo exerce um importante mecanismo de retroalimentacao
negativa sobre o eixo hipotalamo-hipofise adrenal (HPA), e, portanto, esta
intimamente relacionado com a modulacdo da emocionalidade (Herman et al., 2005;
Russo et al., 2012).

Uma série de estudos experimentais mostrou que o hipocampo nédo atua
como uma estrutura unitaria, e que seu papel fisiolégico pode ser dividido em duas
importantes areas topogréficas: a porcao dorsal e a porcdo ventral. De acordo com

essa divisdo, a porcao dorsal estad diretamente envolvida com fun¢fes cognitivas,



como a aprendizagem e memoria espacial e contextual. Por outro lado, a por¢éo
ventral participa preferencialmente nos processos relacionados ao estresse e
ansiedade (Bannerman et al., 2004, Fanselow e Dong, 2010). Neste sentido, além
da questdo cognitiva, mediada pela porcédo dorsal, 0 hipocampo também poderia
estar participando ativamente na sensibilizacdo locomotora através da modulacéo de

aspectos emocionais, via por¢ao ventral.

1.5. Neurogénese hipocampal

Os mecanismos de plasticidade neuronal no hipocampo sdo importantes para
o desenvolvimento e para a manutencdo da alostase da via mesolimbica (Shen et
al., 2006; Bhatti et al., 2007; Rademacher et al., 2007). Uma das formas de
plasticidade neuronal mais elementar no hipocampo é a neurogénese gue ocorre na
camada subgranular do giro denteado (Gould et al.,1999; Shors et al., 2001; van
Praag et al., 2002; Aasebo et al., 2011).

Um fato interessante que deve ser ressaltado é que a neurogénese ocorre de
forma diferenciada ao longo do eixo dorsoventral do hipocampo (Jinno, 2011a,
Jinno, 2011b) e parece ter papéis fisiolégicos diferenciados. De fato, a heurogénese
na porcédo dorsal esta relacionada com questdes cognitivas (Gould et al.,1999; Shors
et al., 2001; van Praag et al., 2002; Kheirbek e Hen. 2011) enquanto que a porcao
ventral com aspectos emocionais (Kheirbek e Hen 2011, O'Leary et al., 2012; Tanti
et al., 2012; Tanti e Belzung, 2013).

Infelizmente, pouco se sabe sobre a participagdo direta da neurogénese na
droga adicdo. Existem hipGteses sugerindo que a neurogénese hipocampal possa

fazer parte tanto dos aspectos cognitivos quanto emocionais da droga adicéo,



colaborando ativamente para o circuito em espiral responsavel pela transicdo entre
impulsividade e compulsividade (Figura 1). Segundo Canales, 2013, a exposi¢ao
cronica as drogas de abuso reduz a neurogénese hipocampal. A reducdo na porgao
dorsal prejudica os dominios cognitivos, afetando a memoria de ordem contextual e
episodica, e a tomada de decisfes. Como consequéncia, emerge padrdes inflexiveis
de aprendizagem e comportamento, com a prevaléncia de comportamentos
dependentes do estriado, entre eles a memadria de habito e o estado compulsivo. Ja
a reducdo na porcao ventral altera os padrées emocionais, promovendo um aumento

da responsividade do eixo HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal) ao estresse.

Figura 1 - Hipotese de como a neurogénese pode participar dos mecanismos

neurobiolégicos da droga adicdo (adaptado de Canales, 2013).
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O estimulo-resposta

A neurogénese é um processo extremamente complexo, no qual pode ser
investigado mediante a utilizacdo de uma gama de marcadores. Em estudos da
neurogénese adulta, o BrdU (5-Bromo-2-deoxiuridina) tem sido o principal marcador

utilizado para células mitéticas (Gratzner, 1982). O método consiste em uma injecao



intraperitoneal do sal de BrdU, seguida por um periodo de tempo variavel que nos
permite rastrear o destino das células em proliferacdo, assim como suas células-
filhas. Uma caracteristica importante do BrdU é a sua retencdo a longo prazo nas
células que foram impregnadas no momento da sua divisdo e, também, a passagem
desse fendtipo para as células filhas.

Por outro lado, o BrdU se liga em todas as células durante a fase S da divisao
celular. Sendo assim, o uso isolado de imunohistoquimica para BrdU € um indicador
de génese celular e ndo neurogénese, ja que esta génese pode ser tanto gliogénese
(formacdo de novas células da glia), quanto neurogénese. Isto explica o fato dos
estudos de neurogénese utilizarem outros marcadores associados ao BrdU. Neste
estudo, utilizamos a doublecortina, uma proteina que promove polimerizacdo dos
microtubulos. Ela é considerada um marcador especifico para neurdnios imaturos, ja
gue todas as células imunorreativas para doublecortina co-expressam marcadores
neuronais precoces sem co-expressar antigenos especificos para glia, para células
nao diferenciadas e para células apoptoticas (Rao e Shetty, 2004).

A doublecortina é expressa exclusivamente por neurbnios imaturos que se
encontram no estagio de diferenciacdo, maturacdo e migracdo (Von Bohlen e
Halbach, 2007). Durante os estagios de maturacdo e migracdo, 0S novos neurbnios
sdo bastante reativos as influéncias ambientais (para revisdo ver Aasebo et al.,
2011), ja que apresentam alta sensibilidade a despolarizacdo (Ambrogini et al.,
2004; Schmidt-Hieber et al.,, 2004), provavelmente pelo fato da influéncia
GABAérgica neste momento ter um papel paradoxal excitatorio (Overstreet Wadiche
et al., 2005, Ge et al., 2005), indicando com isso uma falta de influéncias inibitérias.

Neste sentido, o uso da doublecortina como marcador de neurogénese € aceitavel
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para o protocolo experimental do presente estudo, ja que o modelo de sensibilizacédo

locomotora utilizado perdurou por cinco dias.

1.6. Variabilidade individual

Sabe-se gque existe uma importante variabilidade individual em humanos para
tornar-se adicto (Uhl et al., 1995). Tal variabilidade também tem sido reportada em
roedores e C57BL/6 e DBA/2 sdo provavelmente as linhagens de camundongos
mais utilizadas em estudos comparativos. Existem evidéncias de que fatores
genéticos estdo envolvidos na determinacdo das diferencas individuais quanto a
susceptibilidade a droga adicdo e/ou abuso de substancias (Tsuang et al., 2001).

Varios estudos mostram que os C57BL/6 apresentam melhor desempenho no
teste do condicionamento de medo ao contexto e no labirinto aquatico de Morris,
guando comparado aos DBA/2 (Paylor et al.,1994; Stiedl et al., 1999; Nguyen et al.,
2000; Bel'nik et al., 2009). Por outro lado, os DBA/2 se saem melhor que os C57BL/6
no teste de discriminacao olfativa quando se utiliza comida como refor¢o positivo
(Mihalick et al., 2000).

Um fato interessante é que ambas as linhagens adquirem de forma
satisfatoria a tarefa espacial quando se utiliza refor¢co positivo. Por outro lado, os
DBA/2 apresentam um pior aprendizado quando o reforco utilizado € de valéncia
negativa (Youn et al.,, 2012). Resultados obtidos no teste de campo aberto séo
conflitantes, mostrando que os C57BL/6 sdo mais (Wabhlsten et al., 2006) ou menos
(Podhorna e Brown, 2002) ativos que os DBA/2. Em relagcdo aos estados de
ansiedade, a divergéncia também € notéria, sendo descrito tanto os C57BL/6

(Podhorna e Brown, 2002) quanto os DBA (Ohl et al., 2003) como mais ansiosos.
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Focando no alvo do presente estudo, a morfina potencializa o efeito de
reforco da auto-estimulacdo elétrica nos C57BL/6, mas minimiza tal efeito nos
DBA/2. Além disso, a auto-administracdo endovenosa de morfina ndo serve como
reforco positivo aos DBA/2 sob condi¢cdes que sao efetivas nos C57BL/6, tanto no
esquema de razédo fixa como progressiva (Elmer et al., 2010). Um efeito similar foi
observado no paradigma da preferéncia condicionada ao local induzida por este
opidide (Orsini et al., 2005).

Adicionalmente, estudos mostraram que os C57BL/6 sdo sensiveis enquanto
os DBA/2 resistentes ao efeito estimulante locomotor agudo e sensibilizacédo
locomotora induzidos pela morfina (Phillips et al., 1994). Finalmente, existem alguns
estudos na literatura mostrando que os C57BL/6 apresentam maior neurogénese
gue os DBA/2 (Kempermann e Gage, 1997, 2002). No entanto, nestes estudos a
neurogénese foi avaliada no hipocampo como um todo, e ndo de forma localizada

nas duas porcdes do hipocampo (dorsal e ventral).

Considerando: i. a importancia da sensibilizacdo locomotora nos estudos da
neurobiologia da droga adicao; ii. a interacdo significativa do hipocampo com a via
mesolimbica; iii. os diferentes papéis da por¢éo dorsal e ventral do hipocampo; iv. e
o fato da neurogénese ser uma importante forma de plasticidade neuronal no
hipocampo; o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da neurogénese
na porcao dorsal e ventral do hipocampo no modelo da sensibilizagdo locomotora.
Nossa hipotese experimental foi que a neurogénese em ambas as porgcbes do
hipocampo possa ser um fator determinante ao desenvolvimento da sensibilizagcéo

locomotora.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar a relacédo entre a neurogénese no hipocampo dorsal e ventral com a

aguisicao da sensibilizacao locomotora induzida por morfina em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

Verificar se existe diferenca na expressdo de doublecortina e BrdU no
hipocampo dorsal e ventral entre camundongos da linhagem C57BL/6 (sensivel a
morfina) e DBA/2 (resistente a morfina) submetidos a sensibilizacdo locomotora

induzida pela morfina.

3. Materiais e Métodos

3.1. Sujeitos da experimentacao

Foram utilizados 47 camundongos (22 C57BL/6 e 25 DBA/2), machos adultos
(90 dias e com peso aproximado de 30g), provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Animais (CEDEME) da Universidade Federal de Séo
Paulo. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo, em
caixa moradia de dimensdes 40 x 34 x 17 cm (em um numero de aproximadamente
cinco animais por caixa), € 0s experimentos foram iniciados somente apdés um
periodo minimo de habituag&o ao biotério de sete dias.

As caixas foram forradas por serragem de sabugo de milho e renovadas de

dois em dois dias. Além disso, os animais tiveram livre acesso a agua e racao para
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roedores (NutriLab). A condicdo ambiental do biotério envolveu um rigoroso controle
de temperatura (22 + 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 h (luz a partir das 07:00 h).
Vale ressaltar que durante todo o estudo foram adotadas estratégias a fim de
minimizar ao maximo o sofrimento dos animais seguindo as normas determinadas
pelo National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
1996. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Irmandade

da Santa Casa de Sao Paulo (niumero N° 002/13).

3.2. O protocolo da sensibilizacdo locomotora induzida por morfina.

O modelo de sensibilizacdo locomotora utilizado no presente trabalho foi
adaptado de estudos prévios da literatura (Kaplan et al., 2011). O desenho
experimental encontra-se ilustrado na Figura 2. O protocolo envolveu a habituacéo
ao contexto, a aquisicdo da sensibilizacdo locomotora e o desafio com a droga. Em
todas as etapas, os animais foram colocados em uma caixa de acrilico de 23 cm x
42 cm x 30 cm (largura x comprimento x altura) por 60 minutos e a distancia
percorrida durante esse tempo foi registrada e analisada a partir de um sistema
informatizado de analise comportamental SMART (PanLab, Barcelona, Espanha).
Todo comportamento foi realizado no periodo entre 9h e 14h.

No inicio do protocolo, os animais foram tratados com solu¢éo salina 0,9% via
subcutédnea (s.c.) por quatro dias consecutivos e em seguida submetidos ao
contexto. A atividade locomotora basal considerada foi aquela obtida no quarto dia
de habituacdo. Durante o periodo de aquisicdo (Aql-Ag4), parte dos animais foi
tratada com solugéo salina, enquanto outros animais foram tratados com morfina

(10mg/kg, s.c.). No préximo dia (desafio), parte dos animais foi tratada com salina e
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outros com morfina (7,5 mg/kg, s.c.). O desafio com morfina em uma dose inferior
aguela administrada na fase de aquisicdo da sensibilizacdo locomotora se faz
necessario para verificar se de fato os animais se sensibilizaram a morfina, haja vista
gue mesmo em doses menores, a droga é capaz de induzir um aumento na
atividade locomotora dos animais sensibilizados.

Imediatamente apds cada tratamento (Aql-Ag4 e Desafio), os animais foram
colocados no contexto para a mensuracdo da locomocdo conforme descrito
anteriormente. Vale ressaltar que, ao término de cada comportamento, 0s contextos
foram limpos com solucdo de alcool 5% a fim de evitar possiveis influéncias do
cheiro do camundongo sobre o comportamento do préximo animal submetido ao
contexto.

De acordo com os tratamentos realizados, o presente estudo envolveu o uso
de seis grupos experimentais, descritos na Tabela 1. Sendo assim, ao término do
protocolo, foram obtidas seis medidas referentes a atividade locomotora: atividade

basal, atividades do primeiro ao quarto dia de aquisicdo e o desafio.
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Tabela 1 — Grupos experimentais

Grupo Linhagem Tratamento Desafio
(Aq1l-Ag4)

C57_Sal_Sal (N=5) C57BL/6 Salina Salina
C57_Sal_Mor (N=7) C57BL/6 Salina Morfina
C57_Mor_Mor (N=10) C57BL/6 Morfina Morfina
DBA_Sal_Sal (N=5) DBA/2 Salina Salina
DBA_Sal_Mor (N=9) DBA/2 Salina Morfina
DBA_Mor_Mor (N=11) DBA/2 Morfina Morfina

Figura 2 — Desenho experimental

H1 H2 H3 H4 Agq1 Ag2 Ag3 Ag4 Desafio — ap6s 90 min
Injecéo p i
BrdU erfusao

Ll

Salina (s.c.)

.

"Sal_Sal"=salina (s.c.)
"Sal_Mor"=salina (s.c.)
"Mor_Mor"=morfina (10 mg/kg, s.c.)

"Sal_Sal"=salina (s.c.)
"Sal_Mor"=morfina (7,5 mg/kg, s.c.)—
"Mor_Mor"=morfina (7,5 mg/kg, s.c.)

Habituacao Sensibilizacdo Imunohistoquimica

Protocolo de sensibilizacdo locomotora induzida por morfina considerando os dias H1-H4 como fase
de habituacdo ao contexto, Aql-Ag4 como fase de aquisicdo da sensibilizacdo locomotora induzida
por morfina (10mg/kg, s.c.) e o desafio com morfina (7,5mg/kg, s.c.) ou salina. No primeiro dia de
aquisicdo (Aql) todos os animais receberam uma injecdo de BrdU (200mg/kg, i.p.) 3 horas apos
aquisicdo. A perfusdo ocorreu 90 minutos apos o desafio.
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3.3. Estudo da neurogénese

3.3.1. Administrac&o do BrdU

O uso do BrdU (anadlogo da timina) se faz necessario para avaliar a
proliferagéo celular durante o processo de aquisicdo da sensibilizacdo locomotora,
bem como para determinar a sobrevivéncia e o futuro fenotipo destas células
precursoras que foram marcadas com o BrdU. Assim sendo, 3 horas ap0s o primeiro
dia de aquisicdo da sensibilizagdo locomotora induzida por morfina, 0os animais
foram injetados com BrdU (200mg/kg, i.p.) diluido em solugédo salina 0,9%. Com
base em estudos prévios da literatura, a dose utilizada é suficiente para promover a
ligacdo do BrdU a adenina no &cido rinonucleico por toda fase S do ciclo celular
(Mandyam et al., 2007) e, optou-se por este periodo a fim de se evitar o efeito per se
da droga sobre a impregnacdo do BrdU na adenina, e também para maximizar a

incorporacao do BrdU no momento da consolidagdo da memaria contextual.

3.3.2. Perfusédo e obtencao de secg¢des coronais

Passados 90 minutos do desafio, os animais foram profundamente
anestesiados com Tiopental (25 mg/kg, i.p.). Apos a perda dos reflexos corneais, 0s
animais foram induzidos a eutanasia via perfusdo cardiaca. Assim, os animais foram
perfundidos com 50 mL de salina tamponada e, em seguida, com parafomaldeido
4%. Na sequéncia, seus encéfalos foram retirados, e armazenados por 24 horas em
solucéao de paraformaldeido 4% para conservacéo dos tecidos e em seguida, foram
transferidos para uma solucado de sacarose 30% por trés dias. O uso da sacarose

30% se faz necessario para que no momento do congelamento dos encéfalos, nao
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ocorra formacdo de cristais de agua dificultando assim, o preparo das seccdes
coronais e posterior analise histologica. Posteriormente, os encéfalos foram
congelados em dimetilbutano a -50°C e armazenados em freezer -80°C.

Foram obtidas secc¢des coronais de 30 um ao longo do eixo dorsoventral do
hipocampo, por meio do uso de um criostato (Leica CM 1850, USA). Os cortes foram
armazenados em placas de 24 pocos, em meio a solucédo anti-congelamento (para
1L de solucao: 300ml de etilenoglicol, 150g de sacarose e 550ml de solucdo tampéao
PBS), e mantidos a uma temperatura de -20°C até o momento da realizacdo da

imunohistoquimica.

3.3.3. Protocolo de imunohistoquimica

Em temperatura ambiente, os cortes foram incubados por 90 minutos com
tampéo fosfato (PBS) e Triton X-100 a 0.2% a fim de aumentar a permeabilidade da
célula, e na sequéncia, com agua oxigenada (H.0;) 0.9% para blogueio da
peroxidase endogena, que formam produtos que reagem com a diaminobenzidina
(DAB) contribuindo assim, para o aumento do contraste da marcacdo. Passados 10
minutos, o material foi lavado com tampéo fosfato e incubado com soro de cabra 2%
diluida em tampao fosfato e Triton X-100 a 0.2% por mais 2 horas para bloquear as
ligacdes inespecificas.

A sequir, as seccdes foram expostas por 16 horas ao anticorpo primario anti-
doublecortina, feito em coelho (Cell Signalling #4604S, 1:1000) ou anti-BrdU, feito
em rato (Serotec #MAB2060, 1:2000). Posteriormente os cortes foram lavados com
tampéo fosfato e incubados por 1 hora com o anticorpo secundario anti IgG de

coelho (Vector BA-1000, 1:600) ou anti IgG de rato (Vector BA-9400, 1:200),
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servindo como anticorpo secundario para o anti-doublecortina e anti-BrdU,
respectivamente. A seguir, as seccdes foram coradas com diaminobenzidina (DAB)
por 2 min e desidratadas com alcool nas concentracdes de 70%, 95% e 100%, e
xilol. Finalmente, as laminas foram fechadas com laminula através da utilizacdo de
Entellan® (Merck). Vale ressaltar que somente no protocolo referente a
imunohistoquimica de BrdU, apds a etapa de incubacdo com agua oxigenada (H-205)
a 0,9%, os cortes foram incubados com éacido cloridrico (HCI) 2N para desnaturar o
DNA permitindo a impregnacao do anticorpo a proteina alvo.

Cada reacdo de imunohistoquimica foi realizada em trés cortes seriados do
hipocampo dorsal (coordenadas -0,94 a -2,30 a partir do Bregma) e ventral
(coordenadas -2.46 a -3,80 a partir Bregma) (Franklin e Paxinos, 1997; O Leary et
al., 2012). As células imunoreativas para doublecortina e BrdU foram contadas
bilateralmente nestes trés cortes seriados, totalizando com isso seis medidas. A
partir destas medidas foi feita uma média aritmética para cada animal tanto no
hipocampo dorsal quanto no ventral.

A contagem foi feita utilizando-se um microscopio Nikon Eclipse, em uma
objetiva de x40 de magnificacdo. Para mostrar o padrdo da marcacdo da
imunohistoquimica, foram feitas fotomicrografias com as objetivas de x10, x40 e

x100.

3.4. Anélise estatistica

Em relacdo ao protocolo de sensibilizacdo locomotora, foi realizada uma
ANOVA de medidas repetidas entre os 6 grupos experimentais, considerando como

fator de repeticdo a locomogéo basal, as locomoc¢fes no primeiro e ultimo dia de
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aquisicdo (Agl e Ag4) e a locomocao no desafio. Aléem disso, como as linhagens
C57BL/6 e DBA/2 apresentam perfis comportamentais basais bastante diferenciados
foi realizada uma analise adicional utilizando-se ANOVA de duas vias. Neste caso
considerou-se como fator a linhagem (C57BL/6 e DBA/2) e o tratamento a posteriori
(Sal_Sal, Sal_Mor e Mor_Mor).

Considerando o estudo da neurogénese, ou seja, a expressdo de
doublecortina e BrdU, foram feitas duas analises independentes para o hipocampo
dorsal e ventral. Para tanto, em cada porcdo do hipocampo, utilizou-se ANOVA de
duas vias, considerando como fatores a linhagem (C57BL/6 e DBA/2) e o tratamento
(Sal_Sal, Sal_Mor e Mor_Mor).

Finalmente, a fim de correlacionar os achados comportamentais com 0s
histol6gicos, foram realizadas correlacbes de Pearson entre a expressdo de
doublecortina e BrdU com a atividade locomotora basal e com o escore de
sensibilizacdo tanto no hipocampo dorsal quanto no hipocampo ventral. O escore de
sensibilizacdo foi obtido para cada animal através da seguinte férmula: escore =
(Desafio - Basal) * 100 / Basal.

Em todos os casos foi utilizado o teste de Newman-Keuls post hoc, quando

necessario, e o nivel de significancia adotado foi de P<0,05.
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4. Resultados

4.1. Estudo comportamental

4.1.1. Sensibilizacdo locomotora induzida por morfina

Os dados referentes a sensibilizagdo locomotora induzida por morfina
encontram-se ilustrados na Figura 3. ANOVA de medidas repetidas detectou
diferengas tanto no fator grupo [Fs41y=46,32, P<0,01] quanto no fator sesséo
[F@.122=9,29, P<0,01], com interacéo entre estes fatores [F(15,123=14,08, P<0,01].De
acordo com o teste de Newman Keuls post hoc, o tratamento repetido com morfina
foi capaz de desenvolver sensibilizacdo locomotora somente na linhagem C57BL/6.

Um fato interessante foi que o efeito estimulante locomotor agudo da morfina
foi visto nos dois grupos da linhagem C57BL/6 (Sal_Mor e Mor_Mor), enquanto que
na linhagem DBA/2 houve um efeito depressor agudo nestes dois grupos (Sal_Mor e
Mor_Mor). Sendo assim, nossos resultados mostraram que os C57BL/6 sé&o
sensiveis ao efeito estimulante locomotor agudo e a sensibilizacdo locomotora
induzida pela morfina. Ja nos DBA/2 a morfina exerce um efeito depressor agudo e
nao é capaz de desenvolver a sensibilizacdo locomotora. A partir destas diferencas,

demos inicio ao estudo da neurogénese hipocampal.
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Figura 3. Resultados obtidos no paradigma da sensibilizacdo locomotora induzida

pela morfina.
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Os dados estdo expressos como média £ E.P.M. e representa a atividade locomotora dos animais
durante 60 minutos de sesséo. Na atividade basal todos os animais foram injetados com salina e logo
em seguida colocados no campo aberto. Nos dias 1, 2, 3 e 4 do protocolo, os animais “Sal_Sal” e
"Sal_Mor" foram tratados com solugao salina, enquanto que os animais “Mor” receberam morfina (10
mg/kg, s.c.). No Dia 5, os animais "Sal_Sal" receberam solucéo salina, enquanto que os demais
grupos morfina (7,5 mg/kg, s.c.). P<0,01 em relagdo ao respectivo grupo DBA/2. *P<0,05 #P<0,01
em relagdo ao respectivo grupo Sal_Sal. $p<0,01 em relacdo ao respectivo grupo Sal_Mor. 'P<0,01
P<0,05 em relacdo ao Basal. *P<0,05 *P<0,01 em relacdo ao Aql. *P<0,05 em relacdo ao Ag4.
N=5, 7, 10, 5, 9 e 11, para os grupos C57_Sal Sal, C57_Sal Mor, C57_Mor_Mor, DBA_ Sal_Sal,
DBA_Sal_Mor e DBA_Mor_Mor, respectivamente.

4.1.2. Locomoc¢éao basal

Embora a ANOVA de medidas repetidas ndo tenha detectado diferencas entre
0S grupos no que se refere a atividade locomotora basal, evidéncias na literatura
mostram que existem importantes diferencas comportamentais entre a linhagem
C57BL/6 e DBA/2. Neste sentido, optamos por realizar uma analise estatistica
adicional considerando a locomocéo basal. Para tanto foi feita uma ANOVA de duas
vias, considerando o tratamento e a linhagem como fatores. Interessantemente,

houve diferenca no fator linhagem [Fu, 41)=32,73, P<0,01], mas nao no fator
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tratamento [F(, 41)=0,87, P=0,43]. Além disso, ndo houve interacdo entre os fatores
[F2,41=0,58, P=0,56]. Newman Keuls post hoc mostrou que a linhagem C57BL/6
apresenta uma locomocao basal superior a linhagem DBA/2, independente do

tratamento farmacoldgico que foi realizado apés a mensuracéo da locomocéao basal.

4.2. Avaliacao da neurogénese

A Figura 4 mostra o padrdo de marcacdo da imunohistoquimica para
doublecortina e BrdU. Para tanto, foram obtidas fotomicrografias do hipocampo

dorsal, em x10, x40 e x100 de magnificacao.
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Figura 4 - Marcacao de doublecortina e BrdU nos diferentes niveis de

magnificacao.

Barra de calibracdo: 125; 31,25; 12,5 pum, para A, C,
respectivamente.

E (doublecortina) ou B, D,

F (Brdu),
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4.2.1. Hipocampo dorsal

Os dados referentes a neurogénese no hipocampo dorsal estdo apresentados
na Figura 5. Em relacdo a expressao de doublecortina, ANOVA de duas vias
detectou diferenca no fator linhagem [F(127=342,91 P<0,01] e no fator tratamento
[F21=32,41, P<0,01], com interacdo entre estes fatores [F(.7=41,11, P<0,01].
Newman Keuls pos hoc mostrou que a linhagem C57/BL6 apresentou maior
expressdo de doublecortina quando comparados a linhagem DBA/2, independente
da condicdo de tratamento (P<0,01). O tratamento com morfina diminuiu a
expressao de doublecortina (P<0,01) somente nos C57BL/6, sendo esta diminuicdo
mais expressiva nos animais tratados cronicamente quando comparados aqueles
gue receberam somente uma Unica injecao da droga (P<0,05) (Figura 5A).

Quanto a expressdo de BrdU, ANOVA de duas vias detectou diferenca no
fator linhagem [F(127)=45,42 P<0,01] e no fator tratamento [F 7=3,46 P<0,05], sem
interagéo entre estes fatores [F27=2,67 P=0,09]. Newman Keuls pos hoc mostrou
gue os animais da linhagem C57BL/6 tratados com salina ou expostos agudamente
a morfina tiveram maior expressdo de BrdU quando comparados aos seus
respectivos grupos da linhagem DBA/2 (P<0,01). Interessantemente, ndo houve
diferenca entre as linhagens na expressdo de BrdU apds a exposi¢cao cronica a
morfina. Finalmente, os C57BL/6 tratados cronicamente (mas ndo agudamente) com
a droga tiveram menor expressao de BrdU quando comparados aos tratados com

salina (P<0,01) (Figura 5B).
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Figura 5 - Expressdo de doublecortina (A) e BrdU (B) no hipocampo dorsal de

camundongos da linhagem C57BL/6 e DBA/2 submetidos aos diferentes protocolos

de tratamento.
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M. e representa o niumero de células imunorreativas
para cada proteina por seccdo. ~P<0,001 em relacéo a linhagem C57/BL6. "P<0,05 em relacéo ao
grupo Controle. N =5, 5, 6, 5, 6 e 6, para os grupos C57_Sal_Sal, C57_Sal_Mor, C57_Mor_Mor,
DBA/2_Sal_Sal, DBA_Sal_Mor, DBA_Mor_Mor, respectivamente.
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4.2.2. Hipocampo ventral

Os dados referentes a neurogénese no hipocampo dorsal estdo apresentados
na Figura 6. Em relagdo a expressdo de doublecortina, ANOVA de duas vias
detectou diferenca no fator linhagem [F(27=92,86, P<0,01], e no fator tratamento
[F227=10,52, P<0,01]. Além disso, houve interacéo entre estes fatores [F(27=9,91,
P<0,01]. Newman Keuls pos hoc, mostrou que os animais da linhagem C57BL/6
tratados com salina ou expostos agudamente a morfina tiveram maior expressao de
doublecortina quando comparados aos seus respectivos grupos da linhagem DBA/2
(P<0,01). Nao houve diferenca entre as linhagens na expressao de doublecortina
apos a exposicao crénica a morfina. Nos C57BL/6, o tratamento com a droga (agudo
e cronico) diminuiu a expressao de doublecortina (P<0,01) (Figura 6A).

Quanto a expressao de BrdU, ANOVA de duas vias detectou diferenga no
fator linhagem [F(27=30,02 P<0,01], mas ndo no fator tratamento [F(.7=1,33
P=0,28]. Além disso, ndo houve interacédo entre estes fatores [F.7=2,22 P=0,12].
Newman Keuls pos hoc, mostrou que os animais da linhagem C57BL/6 tratados com
salina ou expostos agudamente a morfina tiveram maior expressao de BrdU quando
comparados aos seus respectivos grupos da linhagem DBA/2 (P<0,01). Nao houve
diferenca entre as linhagens na expressdo de BrdU apds a exposi¢cao cronica a

morfina (Figura 6B).
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Figura 6 - Expressao de doublecortina (A) e BrdU (B) no hipocampo ventral de
camundongos da linhagem C57BL/6 e DBA/2 submetidos aos diferentes protocolos

de tratamento.
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M. e representa o niumero de células imunorreativas
para cada proteina por seccdo. ~P<0,001 em relacdo a linhagem C57BL/6. "P<0,05 em relacéo ao
grupo Controle. N = 5, 5, 6, 5, 6 e 6, para os grupos C57_Sal_Sal, C57_Sal_Mor, C57_Mor_Mor,
DBA/2_Sal_Sal, DBA_Sal_Mor, DBA_Mor_Mor, respectivamente.
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4.3. Correlacao entre locomocéo e marcadores de neurogénese.

4.3.1. Sensibilizacdo locomotora e correlagcdo com a neurogénese.

Para a realizacdo da correlagdo entre a sensibilizacdo locomotora e a
neurogénese foi feita a correlacdo de Pearson entre o escore de sensibilizagéo e a
expressdo de doublecortina e de Brdu em ambas as por¢cdes do hipocampo.
Considerando o hipocampo dorsal, ndo houve correlacdo entre o escore de
sensibilizagdo e expressao de doublecortina (R=0,22, P=0,21) (Figura 7A). Por outro
lado, houve correlacdo entre o escore de sensibilizagdo e expressdo de BrdU,
embora esta correlagdo apresentou uma forga fraca (R=0,35 P<0,05) (Figura 7B).
Em relagdo ao hipocampo ventral, ndo houve correlagdo entre o escore de
sensibilizacdo e a expressao de doublecortina (R=0,16, P=0,35) (Figura 8A) e de

BrdU (R=0,24, P=0,19) (Figura 8B).
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Figura 7 - Correlacdo entre escore de sensibilizacdo e marcadores de neurogénese

no hipocampo dorsal.
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A. Correlacéo entre escore de sensibilizacdo e expressdo de doublecortina no hipocampo dorsal. B
Correlacédo entre escore de sensibilizacdo e expressao de BrdU no hipocampo dorsal.
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Figura 8 - Correlacdo entre escore de sensibilizacdo e marcadores de neurogénese
no hipocampo ventral.
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A. Correlagéo entre escore de sensibilizacdo e expressédo de doublecortina no hipocampo ventral. B
Correlacéo entre escore de sensibilizacdo e expressdo de BrdU no hipocampo ventral.
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4.3.2. Locomocdao basal e correlagdo com a neurogénese

Tendo em vista que na ANOVA de duas vias foi constatada diferenca na
locomocédo basal entre os animais C57BL/6 e DBA/2, e diferencas comportamentais
prévias podem de certa forma afetar a dinamica da neurogénese frente aos
diferentes tratamentos farmacoldgicos, optamos por realizar a correlacdo entre a
locomocdo basal com a expressdo de doublecortina e BrdU. Considerando o
hipocampo dorsal, houve correlacdo entre a locomocéo basal com a expresséo de
doublecortina (R=0,61, P<0,01) (Figura 9A) e expressao de BrdU (R=0,59, P<0,01)
(Figura 9B). No entanto, embora significativas, estas interacbes foram de forca
mediana. Similarmente, no hipocampo ventral, houve correlacdo significativa, mas
de forca mediana entre a locomocdo e a expressdo de doublecortina (R=0,55,

P<0,01) (Figura 10A) e de BrdU (R=0,57, P<0,01) (Figura 10B).



32

Figura 9 - Correlacédo entre a locomoc¢ao basal e marcadores de neurogénese no

hipocampo dorsal.
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A. Correlacdo entre locomocdo basal e expressdo de doublecortina no hipocampo dorsal. B
Correlacéo entre escore de sensibilizacdo e expressdo de BrdU no hipocampo dorsal.
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Figura 10 - Correlacao entre a locomocao basal e marcadores de neurogénese no

hipocampo ventral.
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A. Correlacdo entre locomocao basal e expressdo de doublecortina no hipocampo ventral. B
Correlacao entre escore de sensibilizacao e expressao de BrdU no hipocampo ventral.
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4.4. Expressao da sensibilizacdo locomotora e o contexto.

Considerando os resultados anteriores, foi realizado experimento com um
grupo adicional de animais C57_Mor_Mor. Estes 8 animais foram submetidos ao
mesmo protocolo utilizado nos outros experimentos. No entanto, neste caso, houve
um desafio adicional, 24 h apdés o primeiro desafio, no qual os animais foram
injetados com salina, ao invés de morfina. Foram avaliadas as seguintes medidas:
locomocédo basal, Aql, Ag4, Desafio 1 e Desafio 2 (Figura 11). A andlise estatistica
foi realizada pelo Teste T de Student para amostras dependentes, considerando
uma série de comparacdes (Tabela 2).

Conforme esperado, este grupo apresentou efeito estimulante locomotor
agudo e sensibilizacdo locomotora induzidos por morfina. Quando desafiados com a
droga os animais mantiveram a locomocéo elevada. No entanto, quando desafiados
com solucdo salina, a locomocgao foi substancialmente menor a mensurada no
desafiado com a droga. Inclusive, no desafio com salina, os animais tiveram uma
locomocédo inferir aquela apresentada na fase basal. Estes dados mostram a
inexisténcia de uma memoaria associativa contextual de refor¢o positivo induzido pela

morfina nos animais sensibilizados a morfina.
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Figura 11 - Atividade locomotora em animais C57BL/6 submetidos ao protocolo de

sensibilizacao utilizando dois desafios, um com e 0 outro sem a droga.
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Os dados estao apresentados como média e erro padrdo da média da amostra de 8 animais C57BL/6
submetidos ao protocolo de sensibilizacdo e desafiados no contexto com a droga (Desafio 1) e sem a
droga (Desafio 2). TP<0,05 "P<0,01 em relacéo ao Basal. *P<0,01 em relagdo ao Aql. “P<0,01 em
relacdo ao Desafio 1. ** P<0,01 em relag&o ao Desafio 2.

Tabela 2 - Andlise estatistica entre os diferentes periodos do protocolo de
sensibilizagao.

Amostras dependentes Andlise estatistica
Desafio 1 x Desafio 2 T=8,01 P<0,0001
Aql x Basal T=8,34 P<0,001

Ag4 x Aql T=3,47 P<0,01

Desafio 1 x Ag4 T=-0,31 P=0,77

Desafio 1 x Aql T=4,27 p<0,01
Desafio 2 x Ag4 T=8,29 P<0,0001
Desafio 2 x Aql T=9,91 P<0,0001
Desafio 2 x Basal T=-2,57 P<0,05

Teste t de Student para duas amostras dependentes.
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5. Discussao

No presente estudo foram encontradas importantes diferencas entre as
linhagens C57BL/6 e DBA/2, tanto na esfera comportamental quanto no estudo da
neurogénese. Os C57BL/6 foram sensiveis, enquanto os DBA/2 resistentes, ao
efeito estimulante locomotor agudo e a sensibilizacdo locomotora induzida pela
morfina. Além disso, a morfina foi capaz de alterar a expressdo dos marcadores de
neurogénese somente na linhagem C57BL/6. Tanto a exposicdo aguda quanto a
repetida de morfina diminuiram a diferenciacdo das células precursoras neurais em
novos neurénios em ambas as por¢cdes do hipocampo desta linhagem.

A exposicao repetida a droga também diminuiu a proliferacdo de células
precursoras neurais, especificamente no hipocampo dorsal. Um fato relevante
encontrado no estudo foi que os animais sensibilizados (C57BL/6) foram capazes de
expressar a sensibilizacdo quando desafiados com a droga. No entanto, quando
desafio com solucdo ndo houve expressdo da sensibilizacdo. Sendo assim, o
contexto por si s6 nao foi capaz de promover a expressdo da sensibilizacédo
locomotora induzida pela morfina, o que sugere uma auséncia de aprendizagem
associativa contextual relacionada aos efeitos heddnicos da droga. Finalmente,
analisando os marcadores de neurogénese nos animais C57BL/6 e DBA/2 tratados
com solucdo salina, pode-se constatar que os C57BL/6 apresentam neurogénese
superior quando comparada aos DBA/2, tanto no hipocampo dorsal quanto no

ventral.
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5.1. Diferencas entre as linhagens C57BL/6 e DBA/2

Diferencas entre a linhagem C57BL/6 e DBA/2 sdo bem documentadas na
literatura. Por exemplo, assim como presenciado neste estudo, Phillips e
colaboradores mostraram que os C57BL/6 sdo sensiveis enquanto os DBA/2
resistentes ao efeito estimulante locomotor agudo e sensibilizacdo locomotora
induzidos pela morfina (Phillips et al., 1994). Um efeito similar foi observado no
paradigma da preferéncia condicionada ao local induzida por este opibide (Orsini et
al., 2005). Interessantemente, outro estudo utilizando o paradigma de preferéncia e
aversao condicionada ao local mostrou que embora os C57BL/6 sejam mais
sensiveis a preferéncia induzida por heroina, os DBA/2 sdo mais sensiveis a
aversao induzida pela naloxona, um antagonista dos receptores opidide (Solecki et
al., 2009).

Finalmente, Elmer e colaboradores mostraram que a morfina potencializa o
efeito de reforco da auto-estimulacao elétrica nos C57BL/6, mas minimiza tal efeito
nos DBA/2. Além disso, a auto-administracdo de morfina ndo serve como reforco
positivo aos DBA/2 sobre condi¢cdes que sao efetivas nos C57BL/6, tanto no
esquema de razdo fixa como progressiva (Elmer et al.,, 2010). Estes dados em
conjunto mostram que a morfina exerce um significativo efeito de reforco positivo
nos C57BL/6, mas ndo nos DBA/2. Isto poderia explicar, ao menos em partes, 0s
resultados do presente estudo, no qual foi visto efeito estimulante locomotor agudo e
sensibilizacdo locomotora somente na linhagem C57BL/6.

A sensibilizacdo comportamental € um processo neuroadaptativo atrelado a
um evento sucessivo. A resposta comportamental observada neste modelo é

aumentada a partir de um determinado estimulo fixo e repetitivo (Steketee & Kalivas,
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2011), no caso deste trabalho, uma injecdo diaria de morfina. O modelo da
sensibilizacdo locomotora € amplamente utilizado no sentido de se estudar a
hipétese neurobiolégica da saliéncia do incentivo. De acordo com esta hipétese, o
trato mesocorticolimbico seria responsavel por relacionar a relevancia do incentivo
as pistas contextuais, fazendo com que estas pistas se tornem atrativas e capazes
de disparar a necessidade de obter e consumir o estimulo reforcador (Robinson e
Berridge, 2003; Robinson e Berridge, 2008). Com isso, 0 uso repetido de drogas de
abuso provoca um aumento no incentivo relacionado ao consumo da substancia
(Miller, 2014).

Além de ter um papel fundamental no paradigma da sensibilizacao
locomotora, o trato mesolimbico dopaminérgico é considerado como o substrato
neural basico no que se refere ao efeito de reforco positivo dos opidides. Tal
mecanismo se da principalmente pela ativacdo dos receptores opidides mu (Kosten
e George, 2002; Le Merrer et al., 2009). Conforme descrito anteriormente, a morfina
exerce um significativo efeito de reforco positivo nos C57BL/6, mas ndo nos DBA/2.
Sendo assim, seria de se esperar uma correlacdo positiva entre atividade
locomotora e aumento de dopamina no nucleus accumbens. No entanto, embora a
administracdo aguda de morfina promova efeito estimulante locomotor somente nos
C57BL/6, ela é capaz de aumentar a liberacdo de dopamina no nucleus accumbens
tanto nos C57BL/6 quanto nos DBA/2 (Murphy et al., 2001).

Em relacdo ao receptor mu, um estudo utilizando a técnica de radioautografia
mostrou que néo existe diferencga entre as linhagens quanto a expresséo basal deste
receptor no estriado. Curiosamente, administracoes repetidas de morfina promovem

infrarregulacéo (e ndo suprarregulacédo) de receptor mu nos C57BL/6, além de ndo
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alterar a expressdo deste receptor nos DBA/2 (Petruzzi et al., 1997). Estes dados
em conjunto mostram que a interacdo entre o sistema dopaminérgico e opioidérgico
no trato mesolimbico, e seu consequente efeito sobre os efeitos de refor¢o positivo
da morfina, sdo extremamente complexos e ainda ndo estdo totalmente

esclarecidos.

5.2. O hipocampo dorsal: cognicéao

Esta bem estabelecida a importancia da aprendizagem associativa na droga
adicdo. Inclusive existe uma teoria neurobioldgica sugerindo que a droga-adicéo
nada mais é do que uma poderosa memadria emocional patolégica (Hyman et al.,
2006; Torregrossa et al., 2011), que é constantemente evocada e reconsolidada
(Torregrossa e Taylor, 2013; Tronson e Taylor, 2013). Pistas associadas ao uso
prévio da droga, bem como o préoprio contexto associado ao efeito subjetivo da
intoxicacado, estimulam o desejo de utilizar a droga e também o comportamento de
busca da droga (Berke e Hyman, 2000; Robbins e Everitt 2002; Hyman et al., 2006).
Além disso, todo repertério de comportamentos associados a busca da droga, além
de flexivel, € extremamente automatizado, e como tal, recruta processos de
aprendizagem e memoria (Milton e Everitt, 2012).

Como a aprendizagem e memodria sdo importantes para o incremento da
saliéncia do incentivo (Berridge et al., 2009; Flagel et al., 2009), e sendo a
sensibilizacdo locomotora um modelo que mimetiza a teoria da saliéncia do
incentivo, € de se esperar que 0S aspectos cognitivos possam interagir ativamente
com o desenvolvimento e/ou expressdo da sensibilizacdo locomotora. De fato,

existem estudos mostrando que 0s aspectos contextuais sao importantes para o
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desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina (Liang et al.,
2011) e por outras drogas de abuso (Faria et al., 2008; Marin et al.,2009).

Existem importantes diferencas entre a linhagem C57BL/6 e DBA/2 quanto a
aprendizagem e memoéria (Paylor et al.,1994; Stiedl et al., 1999; Mihalick et al., 2000;
Nguyen et al., 2000; Bel'nik et al., 2009; Youn et al.,, 2012). Sendo assim, 0s
aspectos cognitivos podem ser importantes para a diferenca entre estas linhagens
guanto ao desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora. No entanto, no presente
estudo, os C57BL/6 expressaram a sensibilizacdo locomotora quando desafiados
com a droga, mas ndo quando desafiados com salina. Portanto, a exposicdo ao
contexto por si s6 nao foi capaz de induzir a expressao da sensibilizacdo. Ainda
assim, ndo se pode excluir a importancia da questdo contextual, jA que o contexto
poderia atuar como um facilitador, ou seja, potencializar a resposta locomotora,
somente quando o animal estiver sobre o efeito hedbnico da droga.

O hipocampo é uma estrutura chave para a consolidacdo da memobria
declarativa nos humanos (Leuner e Gould, 2010; Optiz, 2010) e das memdrias
contextuais em roedores (Jarrad, 1995; Silva et al., 1998; Smith e Mizumori, 2006;
Fanselow e Dong, 2010). Estudos em roedores mostraram que 0s niveis de RNAm
hipocampais, proteinas e sintese de glicoproteinas apresentavam dois picos apos a
aguisicdo de uma memaria: o primeiro em cerca de uma hora e o segundo entre trés
a seis horas apos a aquisicdo. Estes dois picos sdo essenciais para a consolidacao
da memoria de longa duracdo, e a administracdo de inibidores da sintese proteica
ao tempo de cada pico é capaz de bloquear totalmente a consolidacdo desta

memoria (Quevedo et al., 1999; Hernandez e Abel, 2008).
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Considerando a questdo dos aspectos contextuais no modelo da
sensibilizacdo locomotora, o hipocampo poderia ser um alvo importante de
plasticidade neuronal neste modelo. Além disso, existe interacdo neuroanatdmica
significativa entre a via mesolimbica e o hipocampo, sendo esta interacdo
fundamental para os processos de aprendizagem e memodria como um todo
(Rossato et al., 2009; Bethus et al., 2010; Bunzeck et al., 2011; Nazari-Serenjeh et
al., 2011).

As porcdes do hipocampo (dorsal e ventral) apresentam caracteristicas
diferenciadas no que se refere aos aspectos de topografia, conectividade sinaptica e
fatores neuroquimicos (para revisdo ver Bannerman et al., 2004, Fanselow e Dong,
2010). Dentre os varios estudos relacionados ao tema, destaca-se um realizado
recentemente por Wu e Hen (2014), que ao utilizar irradiacédo focal diretamente no
hipocampo dorsal ou ventral mostrou que 0s novos neurdnios da porcao dorsal séo
requeridos na aquisicdo de discriminacdo contextual, enquanto que os da por¢ao
ventral sdo importantes para o efeito ansiolitico e antidepressivo da fluoxetina.
Infelizmente, ndo existem estudos claros na literatura que verificam o papel isolado
dos hipocampos dorsal e ventral em modelos animais de drogas.

Sabe-se que o0 hipocampo dorsal apresenta uma quantidade expressiva de
“‘place cells”, um tipo de célula neural especializada para a codificacdo de
localizac&o espacial (Jung et al., 1994; Muller et al., 1996). Também existe uma forte
conexdo bilateral, através de fibras excitatorias, entre o hipocampo dorsal e 0s
cortices retroesplenial e cingulado anterior (Cenquizca e Swanson, 2007), duas

regibes criticamente envolvidas no processamento cognitivo visuoespacial
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(Frankland et al., 2004; Jones e Wilson, 2005; Lavenex et al., 2006) e na exploracao
ambiental (Maguire et al., 2006; Spiers e Maguire, 2006).

Este conjunto de evidéncias suporta a teoria que a neurogénese hipocampal
poderia potencializar a sensibilizacdo locomotora. No entanto, um estudo mostrou
que o aumento da proliferacdo celular parece estar relacionado com a
hiperlocomog¢édo aguda condicionada ao contexto, mas ndo com a sensibilizacao
locomotora induzida pela cocaina (Blanco-Calvo et al.,, 2014). Além disso, um
elegante estudo, embora tenha avaliado o hipocampo como um todo, mostrou que a
cocaina exerce efeitos diferenciados na neurogénese em ratos classificados como
"respondentes” e "ndo respondentes” a hiperlocomocdo induzida por um novo
contexto. Houve uma diminuicdo da proliferacdo celular nos animais "néo
respondentes” e supressdo da sobrevivéncia dos novos neurbnios nos
"respondentes” (Garcia-Fuster et al., 2010).

Sendo assim, os resultados do estudo de Garcia-Fuster e colaboradores
sugerem que a diminuicdo da neurogénese (e ndo 0 seu aumento) poderia estar
relacionada com a sensibilizacdo locomotora. Nossos dados corroboram os achados
de Garcia-Fuster, haja vista a diminuicdo da proliferacédo celular e diferenciacdo de
células precursoras neurais em neurdnios no hipocampo dorsal dos animais
sensibilizados (C57BL/6). Neste sentido, a diminuicdo na proliferacdo e
diferenciacdo celular parece ser um fator de risco ao desenvolvimento da
sensibilizacdo locomotora induzida por morfina. No entanto, ndo encontramos
correlacdo estatistica entre escore de sensibilizacdo e expressdo de BrdU e

doublecortina no hipocampo dorsal. Portanto, embora n&o correlacionados, existe
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uma co-ocorréncia entre diminuicdo da neurogénese no hipocampo dorsal e
expressao da sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina.

O papel da neurogénese na droga-adicdo também tem sido estudado em
outros modelos animais. No modelo da auto-administracdo, 0 aumento na
neurogénese teve um efeito protetor sobre a recaida induzida pelo novo contato com
a cocaina (Deschaux et al., 2012). Além disso, a irradiacdo no hipocampo antes do
teste da auto-administracdo de cocaina aumentou o comportamento de auto-
administracdo no esquema fixo e progressivo, além de induzir um deslocamento
vertical da curva dose x resposta. Estes achados néo foram em decorréncia de um
aumento inespecifico da aprendizagem e memoaria, motivacédo e locomocao, ja que a
auto-administracdo de sacarose ndo foi afetada pelo processo de irradiacédo
(Noonan et al., 2010). De acordo com estes autores, a reducdo da neurogénese
pode conferir um fator de risco ao desenvolvimento da droga adicdo por afetar os
aspectos de recompensa da droga, e ndo 0s aspectos cognitivos.

Finalmente, no modelo da preferéncia condicionada ao local, a reducdo da
proliferacdo celular ndo foi capaz de prevenir o desenvolvimento da preferéncia
induzida por cocaina (Brown et al., 2010). Além disso, um estudo prévio do nosso
grupo mostrou que a aprendizagem associativa de refor¢o positivo induzida pelo
etanol é capaz de diminuir o efeito deletério da droga sobre a neurogénese,
sugerindo com isso uma possivel relacdo positiva entre neurogénese e preferéncia
condicionada ao local induzida pelo etanol (Tesone-Coelho et al., 2013).

Mediante o exposto, os resultados referentes a neurogénese hipocampal em
modelos animais de drogas séo bastante conflitantes. Tais divergéncias podem ser

explicadas pelas nuances quanto aos processos cognitivos nestes diferentes
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modelos, ja que a relacdo entre a neurogénese no hipocampo dorsal com a
aprendizagem e memoria depende muito do modelo em questdo (para revisado ver
Shors et al., 2002). Mas focando na questédo da sensibilizacdo locomotora, modelo
utilizado no presente estudo, emerge a seguinte questdo: Se 0 componente
contextual é importante para a sensibilizacdo locomotora, € 0 hipocampo é
particularmente importante na aprendizagem contextual, como explicar o paradoxo
entre diminuicdo de neurogénese no hipocampo dorsal e aumento da sensibilizacéo
locomotora?

A aprendizagem e memoéria é um fenbmeno complexo, e que envolve uma
série de substratos neuroanatémicos e estratégias. Evidéncias na literatura mostram
que os diferentes tipos de memodria e seus substratos neurais podem atuar em
conjunto, seja de forma sinérgica ou antagbnica, dependendo da dinamica em
guestdo (para revisdo, ver Packard e Goddman, 2013). No que se refere a droga-
adicdo, acredita-se que em um estagio mais inicial ocorra uma exacerbacao
patolégica da memadria associativa, enquanto que em estagios mais avancados, a
memaoria operante passa a exercer um papel principal (Everitt e Robins, 2005). Ao
se aplicar esta hipotese aos resultados obtidos no presente estudo, € possivel que a
influéncia cognitiva estriatal tenha se sobressaido a influéncia hipocampal nos
camundongos C57BL/6 sensibilizados a droga.

Com a competicdo dos substratos neuroanatémicos, e consequentemente, de
estratégias cognitivas, é possivel que a diminuicdo da neurogénese no hipocampo
dorsal tenha favorecido a maior participacdo do estriado sobre a dindmica de
aprendizagem no modelo da sensibilizacdo locomotora. Neste caso, no decorrer da

exposicdo a droga ocorreu uma migracdo de processos cognitivos dependentes de
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hipocampo para processos cognitivos dependentes do estriado. Essa hipotese faz
sentido, se considerarmos que existe uma importante transicao entre impulsividade
e compulsividade no desenvolvimento da droga adicdo, e que 0s substratos
anatdbmicos da impulsividade envolvem o sistema limbico, enquanto que os da
compulsividade o estriado passa a figurar como ator principal (Koob e Volkow,
2010).

Interessantemente, um estudo recente mostrou que o efeito estimulante
locomotor agudo e a sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina na linhagem
C57BL/6 (mas ndo nos DBA/2) coexistem com aumento na expressao de genes de
expressao imediata no estriado dorsal (Ziolkowska et al., 2012). Além disso, embora
o modelo da sensibilizacdo locomotora seja classicamente associado com o trato
mesolimbico, uma série de estudos também comprovaram a importante participacao
do estriado dorsal neste modelo (Fasano et al., 2009; Ferguson et al., 2011; Ding et

al., 2013; Kim et al., 2013).

5.3. O hipocampo ventral: emocao.

As projecBes do hipocampo ventral estdo mais relacionadas com estruturas
do sistema limbico responsaveis pela emocionalidade. De fundamental importancia
para o presente estudo destacam-se:

- nucleus accumbens: o hipocampo ventral apresenta conexdes significativas
com a porcao shell (mas ndo com a porcao core) (Groenewegen et al., 1996; Naber
e Witter, 1998). Tal conexdo faz com que o hipocampo ventral seja capaz de
modular as respostas comportamentais envolvidas nos processos de recompensa e

motivacéo (Kelley et al., 2005a, 2005b; Wassum et al., 2009).
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- ndcleos da amigdala, cortex pré-limbico e infralimbico (Kishi et al., 2000;
Petrovich et al., 2001): através de suas projecdes descentes para o hipotalamo, este
circuito é capaz de controlar os aspectos neuroenddcrinos, autondmicos e somaticos
associados com os comportamentos motivados por componentes emocionais (Kishi
et al., 2000; Dong et al., 2001; Herman et al., 2005). Um fato interessante € que este
circuito parece ser importante no condicionamento Pavioviano de medo, um modelo
de aprendizagem e memoria cujo processo mnemaonico apresenta uma valéncia
emocional incontestavel (Fanselow e Poulos, 2005; Rodrigues et al., 2009).

Diante o exposto, o hipocampo ventral pode de fato ter uma relevancia
importante sobre o estado de ansiedade e aprendizagem e memaria emocional. No
presente estudo vimos que os animais DBA/2 apresentam menos neurogénese que
os C57BL/6 nesta porcdo do hipocampo. Interessantemente, estudos prévios na
literatura mostraram que os C57BL/6 sdo menos ansiosos (Ohl et al., 2003) e mais
hiperativos (Wahlsten et al., 2006) que os DBA/2. Estes dados em conjunto
poderiam explicar, ao menos em partes, as diferencas vistas entre as linhagens na
locomocéo basal.

A andlise por ANOVA de duas vias mostrou que os DBA/2 apresentaram
menor locomocdo quando comparados aos C57BL/6. Neste sentido, a baixa
locomocdo basal dos DBA/2 poderia estar relacionada com menor taxa de
neurogénese no hipocampo ventral e maior nivel de ansiedade, contribuindo com
isso para a diminuicdo do comportamento exploratorio. Além disso, nosso estudo
mostrou uma correlagdo significativa (embora de forca mediana) entre a expressao

de doublecortina e a locomocé&o basal.
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Por outro lado, se analisarmos que a neurogénese no hipocampo ventral é
importante para a memoaria emocional, seria possivel especularmos que a maior
neurogénese basal encontrada nesta por¢cao nos animais C57BL/6 poderia de certa
forma contribuir para a aquisicdo da sensibilizacdo locomotora. Conforme descrito
anteriormente, as questdes contextuais sdo importantes para a sensibilizacdo
locomotora, e memorias relacionadas ao contexto recrutam o hipocampo dorsal
(Jarrad, 1995; Silva et al., 1998; Smith e Mizumori, 2006; Fanselow e Dong, 2010).
No entanto, a memoria contextual presente no paradigma da sensibilizacdo
locomotora também envolve aspectos emocionais, e como qualquer tipo de memoria
emocional, recruta adicionalmente a amigdala (Fernando et al., 2013).

Pois bem, um elegante estudo mostrou que a amigdala tem um papel
modulatério fundamental na dindmica da memoria de sistemas. Em situacdes de
estresse ou ansiedade, a ativacdo da amigdala favorece a utilizacdo de estratégias
dependentes de estriado quando comparada as dependentes de hipocampo
(Packard e Goodman, 2012; 2013). Neste sentido, considerando a conexao
existente entre hipocampo ventral e amigdala, € possivel que os C57BL/6, em
decorréncia de seus parametros basais de maior neurogénese no hipocampo
ventral, possam ja ao principio do protocolo de sensibilizacdo recrutar
preferencialmente o estriado ao hipocampo. Tal estratégia poderia, ao menos em
partes, colaborar para a maior vulnerabilidade dos C57BL/6 quando comparado aos

DBA/2 ao desenvolvimento da sensibilizacéo locomotora.
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5.4. Desfecho e especulacdes

Uma das teorias neurobioldgicas da droga-adicdo sugere que a mesma seja
decorrente da formacédo de uma memoria patolégica que € constantemente evocada
e reconsolidada, tornando-se com isso cada vez mais robusta (Tronson e Taylor,
2013; Torregrossa e Taylor, 2013). Aléem disso, outra teoria bastante consagrada da
droga-adicdo, a da relevancia do incentivo, também envolve na sua base,
mecanismos de aprendizagem e memoéria (Berridge et al., 2009; Flagel et al., 2009).

A aprendizagem e memodria € um fendmeno bastante complexo, no qual
existem interacdes entre importantes estruturas do sistema nervoso central, entre
elas a amigdala, o hipocampo e o estriado (Gold, 2004; Squire, 2004; McDonald e
Hong, 2013). Sendo assim, entender como a interacdo entre estas estruturas é
capaz de modular os aspectos cognitivos relacionados a droga-adicdo €
extremamente relevante (Robbins et al., 2008).

Sabe-se que existem diferencas significativas entre a porcédo dorsal e ventral
do hipocampo, e que em geral, a porcdo dorsal estd mais relacionada com cognicao,
enquanto que a ventral com aspectos emocionais (Bannerman et al., 2004,
Fanselow e Dong, 2010). Além disso, o hipocampo € uma estrutura sujeita a intensa
plasticidade neuronal, entre elas a neurogénese da camada granular do giro
denteado (Erickson et al., 1998; van Praag et al., 2002). Embora o processo da
neurogénese tenha sido estudado de forma exaustiva nas ultimas trés décadas, seu
papel na droga-adicdo ainda ndo estd elucidado. Além disso, sO recentemente
iniciou-se a investigacdo sobre o fenbmeno da neurogénese dissecando as duas

porcdes do hipocampo.
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O presente estudo buscou investigar a relagdo da neurogénese no hipocampo
dorsal e ventral com a sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina. Para tanto,
utilizamos duas linhagens de camundongos, que além de apresentarem diferentes
caracteristicas emocionais e cognitivas, diferem quanto a susceptibilidade a
desenvolver a sensibilizagcdo. Vimos que os C57BL/6 apresentam maior
neurogénese que os DBA/2 em condi¢cfes basais, tanto no hipocampo dorsal como
no ventral. Além disso, constatamos que somente nos animais capazes de
desenvolver a sensibilizacdo locomotora foi encontrada diminuicdo da neurogénese
no hipocampo dorsal. Interessantemente, ndo houve expressdo da sensibilizacédo
locomotora quando estes animais foram desafiados com salina, sugerindo que o
fator contextual ndo foi relevante para a expressao da sensibilizacdo. Diante destes
resultados, e considerando a importante interacdo entre hipocampo, amigdala e

estriado, embora de carater especulativo, poderiamos sugerir que:

a) a maior neurogénese no hipocampo ventral poderia predispor os C57BL/6
a desenvolver a sensibilizacdo locomotora, em decorréncia da ativacdo do

circuito hipocampo ventral-amigdala-estriado.

b) a diminuicdo da neurogénese no hipocampo dorsal no decorrer da
exposicdo crénica a morfina poderia ser um fator responsavel pelo
desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora, ao maximizar as estratégias
dependentes de estriado as dependentes de hipocampo, considerando a

guestao dos sistemas multiplos de memoria.
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C) a neurogénese na porcdo ventral poderia estar relacionada com os
estagios mais iniciais da sensibilizacdo locomotora, enquanto que a
neurogénese na porcao dorsal poderia representar um constructo formado
durante a exposicao repetida as drogas, o qual seria fundamental para a

expressao e manutencéo da sensibilizacdo locomotora.
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6. Conclusdes

- 0s animais C57BL/6 sdo sensiveis, enquanto os DBA/2 sdo resistentes ao

desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina;

- a expressao da sensibilizacdo locomotora nos animais C57BL/6 nao foi induzida

pela simples exposi¢cédo ao contexto;

- 0s animais C57BL/6 apresentam maior proliferacdo de células precursoras
neuronais e diferenciagdo em novos neurdnios na porgao dorsal e ventral do

hipocampo quando comparados aos DBA/2;

- a exposicado crénica a morfina diminuiu a proliferacdo de células precursoras
neuronais e a diferenciacdo em novos neurbnios no hipocampo dorsal nos

C57BL/6;

- é possivel que a maior neurogénese na porcao ventral do hipocampo possa estar
relacionada com a maior susceptibilidade ao desenvolvimento da sensibilizacdo

locomotora induzida por morfina;

- € possivel que a diminuicdo da neurogénese induzida pela morfina no hipocampo
dorsal possa estar relacionada com a sensibilizacdo locomotora induzida pela

morfina.
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