Ivone Luisa de Castro Vale

A Diada AMIGDALA-COCAINA como Paradigma Neurobiolégico
num Modelo de Neurotoxicologia do Desenvolvimento

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto
2002



Ivone Luisa de Castro Vale

A Diada AMIGDALA-COCAINA como Paradigma Neurobioldgico num

Modelo de Neurotoxicologia do Desenvolvimento

Dissertagdo de Mestrado em Psiquiatria e Saide Mental
Apresentada a
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto

Orientador Professor Doutor Rui Coelho

Faculdade de Medicina
Universidade do Porto

2002



Ao Domingos
e

a0s meus pais e irmaos

pela ciéncia

11



Agradecimentos

O trabalho agora apresentado ndo teria sido possivel sem o apoio ¢ a colaboragéo
de vérias pessoas a quem devo a minha gratid&o:
Ao Professor Doutor Rui Coelho, orientador da presente dissertagéo, agradeco por me
ter aberto o caminho da investiga¢do basica em neurociéncias.
A Professora Doutora Maria Amélia Tavares por a ter tornado possivel, pelo estimulo,
empenho, dinamismo contagiante, sugestdes e correcgdes, pelo apoio ilimitado e pela
amizade.
A Professora Doutora Liliana de Sousa pela disponibilidade, partilha, incentivo, pelo
contributo estatistico, sugestdes e correcgdes, pelo apoio e pela amizade.
Ao Professor Doutor Anténio Pacheco Palha coordenador do mestrado em Psiquiatria e
Saude Mental.
Ao Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto agradego
a disponibilidade de espago e material necessarios a realizagio dos estudos
morfolégicos.
A Unidade de Neurocomportamento do Instituto de Biologia Molecular e Celular
agradego a disponibilizagio de todo o espago e material necessdrios ao tratamento do
modelo animal, testes de comportamento, estudo neuroquimico e parte dos estudos
morfologicos.
A Mestre Ana Magalhfies pelo contributo e apoio na realizagdo dos testes de
comportamento e pelo contributo bibliografico.
A Dr? Teresa Summavielle pelos doseamentos neuroquimicos por HPLC, pelo

contributo bibliografico e pelo apoio no processamento do material animal.

I



A Mestre Joana Gomes da Silva pelo apoio no processamento do material animal,
nomeadamente para estudo morfologico imunocitoquimico.

Ao Mestre Pedro Melo pelo apoio no tratamento do modelo animal.

Ao Doutor Pedro Monteiro ¢ 4 Mestre Lorena Rodrigues pelo apoio informatico e
bibliografico, respectivamente.

As técnicas de laboratério, D. Manuela Pacheco e D. Ana Carolina, pelo apoio na
preparagdo do material para estudo morfologico. A D. M? de Lourdes Brito do Instituto
de Anatomia da FMUP pelo contributo na recolha de bibliografia.

Ao Dr. Luis Garcia pela tradugfio do resumo para francés.

Ao Eng. Domingos Dias pelo apoio logistico e informatico e abdicag&o.

Ao Joaquim Vale, a Margarida Castro, a0 Rui Vale e ao Paulo Vale porque
contribuiram para que chegasse até aqui.

Por fim, e nfio menos importante, a todos os que directa ou indirectamente me apoiaram

para que este trabalho fosse uma realidade.

vV



Resumo

A amigdala é uma estrutura do Sistema Nervoso Central (SNC) relacionada com o
comportamento emocional e social, com a aprendizagem e memoria e tem-lhe sido atribuido
papel importante na associagdo de estimulos condicionados ao consumo de cocaina.

O aumento do consumo de cocaina por mulheres em idade fértil tem determinado que
muitas criangas tenham sido expostas a esta droga durante a gestagfio. A investigagdo tem
demonstrado que estas criangas apresentam, entre outras, deficiéncias na regulagdo da atengdo e
da activacdo, fungdes a que a amigdala também tem sido associada.

O presente estudo pretende contribuir para a compreensdo dos mecanismos subjacentes
a teratologia neurocomportamental da cocaina no que decorre do envolvimento da amigdala.
Para tal utilizou-se um modelo animal no rato (Wistar) j& bem aferido para estabelecer eventuais
homologias no estudo da exposigio humana a cocaina durante o periodo referido: administragdo
crénica didria de cocafna ao rato durante os primeiros 30 dias de vida. Ao grupo controlo foi
administrado soro fisiolégico. Os animais foram estudados em pardmetros de 4ambito
comportamental (teste de natagdo forgada, open-field e interac¢des sociais) e a amigdala
avaliada nos aspectos morfologico e neuroquimico: organizagdo geral, expressdo
imunocitoquimica dos anticorpos anti-TH e anti-5-HT e determinagio das concentragbes de DA
e 5-HT, seus metabolitos, respectivamente DOPAC e HIAA e turnover respectivos.

A administragdo de cocaina ao rato no periodo de desenvolvimento pds-natal diminuiu a
tentativa de escapar no TNF, causou maior actividade e menor defecagdo até ao DPN21 e depois
deste dia menor actividade e maior defecagdo, determinou ainda em interac¢des sociais mais
comportamentos de cheirar, de posigdes erectas ofensiva e defensiva. No estudo neuroquimico
verificou-se que a amigdala dos ratos do grupo exposto a cocaina tinha uma menor concentragdo
de DA e maior furnover da DA e ainda neste grupo que a concentragdo de DA foi maior na
amigdala esquerda. Ndo foram encontradas diferengas entre os grupos no estudo neuroquimico
da 5-HT. Também ndo foram encontradas diferengas entre os grupos relativamente a morfologia
e estudo imunocitoquimico efectuado. As fémeas do grupo exposto & cocaina apresentaram
maior nimero de células com expressdo do anticorpo anti-5-HT do que os machos no grupo de
nucleos basilateral.

As alteragdes do comportamento encontradas estdo associadas a diminuigdo do ronus
dopaminérgico na amigdala mas nfio com alteragdes serotoninérgicas na mesma estrutura. Estes
resultados sugerem que as alteragdes do comportamento que tém sido encontradas nos filhos de
mies que consumiram cocaina durante a gravidez, como a deficiente regulagdo da atengéo e da

activagdo, podem estar relacionadas com diminuigdo da DA na amigdala.



Abstract

The amygdala is a Central Nervous System structure associated with emotional and
social behavior, with learning and memory, to which has been assigned an important role in the
association of conditioned stimuli with cocaine use.

The increase of cocaine use by women in childbearing age has exposed many children
to this drug during gestation. Research has showed these children display, among others,
deficiencies in atention and arousal regulation, functions to which the amygdala has been
associated.

The present study aims to contribute to the understanding of the mecanisms suporting
cocaine related neurobehavioral teratology in the second half of gestation in what they depend
on the amygdala. For this it has used an animal model extensively applied to study human
exposure to cocaine during the referred period: chronic administration of cocaine to the rat in
the first 30 days of life. The control group has received saline solution. Behavioral tests were
conducted: forced swim test, open-field and social interatiations; morfological and
neurochemical (concentrations of DA and 5-HT, their turnover and metabolites, DOPAC and
HIAA, respectively) aspects of the amygdala were also considered, as well as the
immunocitochemical expression of the anti-bodies anti-TH and anti-5-HT.

Cocaine administration to the rat during the post-natal period of development decreased
hope to escape from the forced swim test, caused more activity and less defecation until the 21™
post-natal day and from there on less activity and more defecation, determined more behaviors
of sniffing, of defensive and ofensive erect positions. The neurochemical study revealed that the
amygdala of the exposed animals had inferior concentration of DA, greater DA turnover and
that in this group the DA concentration was superior in the left amygdala. Diferencies were not
found between groups regarding 5-HT neurochemical study. Diferencies between groups were
also not found in the morfological and immunocitochemical analisis. Females from the exposed
group had more cells with expression of the anti-body anti-5-HT than males in the basolateral
group of nuclei.

The altered behavior found in this study is associated with inferior level of amygdala
dopaminergic fonus but no serotoninergic alteration. These results sugest that the altered
behavior that has been found in children whose mothers used cocaine during pregnancy, such as
deficiencies in atention and arousal regulation, may be related with a decrease in amygdala’s

DA.
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Résumé

L’amygdale est une structure du Systéme Nerveux Central associée au comportement
émotionnel et social, & I’apprentissage et 4 la mémoire, a laquelle est attribué un role important
dans 1’association de stimuli conditionnés & la consommation de la cocaine.

L’augmentation de la consommation de la cocaine par des femmes en age fertile a
impliqué I’exposition d’un grand nombre d’enfants & cette drogue pendant la gestation.
L’investigation a démontré que ces enfants présentent, entre autres, des déficiences du contréle
de I’attention et de I’activation, fonctions auxquelles I’amygdale est associée.

La présente étude prétend contribuer & la compréhension des mécanismes relatifs & la
tératologie neurocomportementale de la cocaine en ce qui concerne I'importance de I’amygdale.
Pour cela a été utilisé un modéle animal, le rat (Wistar) si bien étudié pour établir d’éventuelles
homologies dans I’étude de DIexposition humaine & la cocaine pendant la période citée:
administration cronique quotidienne de la cocaine au rat pendant les trente premiéres journees
de vie. Le groupe de contrdle regut du sérum physiologique. Les animaux ont été étudiés selon
les paramétres de niveau comportamental (test de nage forcée, open-field et interactions
sociales) et ’amygdale évaluée selon les aspects morphologique et neurochimique: organisation
générale, expression immunocitochimique des anticorps anti-TH et anti-5-HT et la
détermination des concentrations de DA et 5-HT, leurs métabolites, respectivement DOPAC et
HIAA et leurs fturnover.

L’administration de la cocaine au rat pendant la période de développement postnatale a
réduit la tentative d’échapper au test de nage forcée, a provoqué une plus grande activité et une
plus petite défécation jusqu’au 21° jour de vie et, ensuite, une plus petite activité et une plus
grande défécation. L’administration de la cocaine a determiné en interactions sociales un plus
grand nombre de comportements de sensations de I’odorat, des positions de dressage offensif et
défensif. Dans 1’étude neurochimique on a verifié que I’amygdala des rats du groupe exposé a la
cocaine avait une moindre concentration de DA et un plus grand turnover de DA et que la
concentration de DA était plus grande dans I’amygdale gauche. Nous n’avons pas remarqué de
différences entre les groupes dans 1’étude neurochimique de 5-HT. Nous n’avons pas, non plus,
remarqué de différences entre les groupes relativement & la morphologie et a I'étude
immunocitochimique réalisée. Les femelles du groupe exposé a la cocaine ont présenté un plus
grand nombre de cellules avec I’expression de I'anticorps anti-5-HT que les males dans le
groupe de nucléos basilateral.

Les changements du comportement vérifiés sont associés & la réduction du tonus
dopaminérgique dans Pamygdale mais sans changements sérotoninérgiques dans la méme

structure. Ces résultats suggérent que les changements du comportment vérifiés dans les enfants
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des méres consommatrices de cocaine pendant la grossesse, ainsi que la déficiente régulation de

P’attention et de I’activation, peuvent étre en relation avec la réduction de DA dans I"'amygdale.
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Glossario

5-HT - 5-hidroxitriptamina, serotonina

CART - transcripto regulado pala cocaina e anfetamina
CRF - factor libertador de corticotropina

DA - dopamina

Dalz - doenga de Alzheimer

DOPAC - 4cido 3,4-dihidroxifenilacético

DP - desvio padrio

DPN - dia pés-natal

EC - estimulo condicionado

ELT - epilepsia do lobo temporal

EPM - erro padrio da média

fMRI - ressondncia magnética nuclear funcional
GABA - 4cido gama-aminobutirico

HIAA - 4cido hidroxiindolacético

IBMC - Instituto de Biologia Molecular e Celular
MRI - ressonincia magnética nuclear

mRNA - 4cido ribonucleico mensageiro

PET - tomografia por emissdo de positrdes
PPST - perturbagdo pds-stress traumatico

SNC - sistema nervoso central

INF - teste de natagdio forcada
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Preambulo

No Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto e
na Unidade de Neurocomportamento do Instituto de Biologia Molecular e Celular
(IBMC) tem-se vindo a estudar os efeitos da exposi¢do a drogas psicoestimulantes no
desenvolvimento estrutural do sistema nervoso central (SNC) do rato (Gomes-da-Silva
et al., 2000; Silva et al., 1995; Silva-Aratjo et al., 1995a;Silva-Aratjo et al., 1993;
Silva-Araujo et al., 1995b; Silva-Aratjo et al., 1996a; Silva-Aratjo & Tavares, 1995;
Silva-Araujo & Tavares, 1996; Silva-Araujo ef al., 1996b; Summavielle et al., 2000;
Tavares & Silva, 1993; Tavares & Silva, 1996; Tavares et al., 1996). Nos tltimos anos
tém também sido avaliados os efeitos desta exposi¢do no comportamento (Magalhies et
al., 2001a; Magalhdes et al., 2001b; Summavielle et al., 2002) e, particularmente, a
eventual associacdo entre alteragdes comportamentais e a expressdo de
neuromediadores monoaminérgicos (Summavielle ef al., 2002).

No contexto dos trabalhos progressivamente publicados na area da
neurotoxicologia das drogas de abuso foi sendo emergente o envolvimento de outras
areas do SNC relacionadas com fungdes comportamentais e cognitivas
reconhecidamente afectadas pelo consumo da cocaina. De entre estas € evidente o papel
da amigdala em processos de recompensa e reforco do consumo de cocaina (Bonson et
al., 2002; Childress et al., 1999; Ciccocioppo et al., 2001; Grant ef al., 1996; Whitelaw
et al., 1996). No dmbito desta problematica o presente estudo aborda esta area do SNC
de extrema importincia neurobiolégica para o desenvolvimento das perturbagdes
relacionadas com o consumo de cocaina (Weiss et al., 2000b).

O aumento do consumo de cocaina (Balsa ef af., 2001; Musto, 1989) coloca

desafios médicos e sociais de dificil solugdo, particularmente quando iniciado nas
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mulheres em idade fértil. Sabe-se que os recém-nascidos e as criangas que foram
expostos a cocaina durante a gestagdo apresentam problemas varios (Chasnoff er al.,
1987 ; Chasnoff ef al., 1985; Delaney-Black ef al., 1998; Dixon et al., 1987; Doberczak
et al., 1987; Mayes et al., 1995; Neuspiel & Hamel, 1991; Oro & Dixon, 1987), os quais
podem eventualmente condicionar o seu desenvolvimento e até proporcionar em fases
adiantadas da maturagdo, i.c. na adolescéncia e quando adultos jovens, um terreno
neurobiolégico mais propicio ao consumo de cocaina.

Os estudos em modelos animais experimentais sdo fundamentais para
guiar € ampliar os estudos em humanos permitindo o progresso no conhecimento cada
vez mais profundo das doengas mentais, com o objectivo da sua melhor abordagem
terapéutica. Eis a justificagdo para um trabalho experimental no rato num Mestrado em

Psiquiatria e Satide Mental.
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Amigdala

A amigdala ¢ uma estrutura do SNC identificada por Burdach no inicio do
século XIX e assim designada por se assemelhar a uma améndoa (Aggleton, 1993). A
organizagdo citologica e neuroquimica da amigdala no rato pode ser revista em de
Olmos et al. (1985) e Alheid et al (1995). As conexdes extrinsecas e intrinsecas da
amigdala no rato podem ser pormenorizadamente revistas nos trabalhos de de Olmos et
al. (1985), Price et al. (1987), Pitkdnen et al. (1997), Pitkénen (2000) e McDonald
(1998). Estas revisbes sdo muito importantes pois abordam a amigdala sob multiplos
aspectos e em alguns casos comparam os dados obtidos no rato com outros mamiferos,
como o gato e o macaco (McDonald, 1998; Price ef al., 1987; Amaral et al., 1992; Paré

& Smith, 1998).

Aspectos neuropsicologicos da amigdala no animal de experiéncia

As primeiras informagdes relativas as fungdes da amigdala foram sugeridas
pelos estudos de Kliiver e Bucy (1937, citado em LeDoux, 2000) em macacos com
lesdo bilateral dos lobos temporais. Estes animais apresentavam agnosia visual,
hiperoralidade, hipermetamorfose, embotamento dos sentimentos de medo e de raiva e
hipersexualidade, constelagdo de sinais designada de sindrome de Kliiver ¢ Bucy.
Estudos posteriores vieram a confirmar que este conjunto de sinais ¢ da
responsabilidade da lesdio bilateral da amigdala (Weiskrantz, 1956, citado em LeDoux,
2000).

O conjunto de nucleos que constitui 0 complexo amigdalbide, designado em
terminologia anatdmica por amigdala, estd relacionado com o comportamento
emocional e social, com a aprendizagem e a memoéria (e.g. Aggleton, 1993). Os estudos

efectuados em modelos animais sobre as fungdes da amigdala utilizam técnicas de
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condicionamento (e.g. Hatfield ef al., 1996) e de lesfio selectiva desta estrutura (e.g.
Roozendaal et al., 1991). Estes trabalhos avaliam também a ansiedade e a depressdo
(e.g. Duncan ef al., 1986), o kindling eléctrico e quimico (ex.: cocaina) (e.g. Kalynchuk
et al., 1997) e as interacgdes sociais (e.g. Emery ef al., 1998).

Destes estudos emergem dados que, de modo convergente, indicam que a
amigdala (e as suas miltiplas eferéncias) representa um sistema central que controla
quer a expressdo quer a aquisigio do medo condicionado e ndo condicionado (Davis,
2000). A amigdala recebe informagdo sensitiva processada principalmente através do
seus micleos lateral e basal, que projectam para o nicleo central e deste as projecgdes
dividem-se para éreas alvo do hipotilamo e tronco cerebral, mediando os sinais
especificos do medo e da ansiedade (Davis, 2000). A maior parte dos estudos de medo
condicionado tém usado estimulos auditivos como estimulos condicionados (ECs), que
actuam através de vias diferentes no condicionamento ao medo dependendo da natureza
do estimulo e da tarefa de aprendizagem (Davis, 2000). Neste contexto sabe-se que,
para condicionamento a um tom, estdo envolvidas projecgdes do nucleo lateral para o
central, enquanto que para o condicionamento contextual sdo necessdrias projecgdes do
hipocampo para o nicleo basal e/ou basal acessorio. Por outro lado, para aprender uma
resposta instrumental de medo controlada por um EC sonoro sfio usadas projecgdes do
nicleo lateral para o basal. Neste caso, LeDoux (2000) demonstrou que a resposta ¢
controlada por projec¢des do nucleo basal para o estriado. Durante o condicionamento
ao medo as propriedades de despolariza¢do das células do nucleo lateral alteram-se, mas
isto ndo significa que a amigdala seja um local de armazenamento de memoéria (Cahill
& McGaugh, 1998); em vez disso, modula as memorias que sdo armazenadas noutros

locais. H4 multiplos sistemas de meméria no cérebro e a amigdala modula a memoria
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declarativa ou explicita formada através de circuitos do hipocampo ou memdrias de
habitos formadas através de circuitos do estriado (Packard ef al., 1994).

Aos estudos anteriores acrescem outros que sugerem que a amigdala
desempenha papel crucial em vérios aspectos da cogni¢cdo social, que incluem a
regulagdo de respostas emocionais, a aquisicio e manutencdo de ligagdes sociais, a
descodificacdo de sinais sociais sensitivos dos outros individuos e o desenvolvimento de
comportamentos sexuais adequados e respostas maternais apropriadas (Bachevalier,
2000). Dada a relag@o da amigdala com as respostas emocionais € comportamentais, ndo
surpreende que esta estrutura afecte quase todos os aspectos da cogni¢do social (Kling
& Brothers, 1992). Estudos de interac¢des sociais demonstram a contribuigio
significativa da amigdala nos comportamentos de afiliagdo (Emery er al., 1998; Kling et
al., 1979). Varios estudos indicam que a amigdala codifica e processa os movimentos
faciais, as posturas corporais € 0s gestos que sdo sinais importantes para a produgéo e a
modula¢do de respostas sociais e emocionais face a outros individuos (e.g. Perrett ef al.,
1984; Rolls, 1994). Como descrito por Kliiver e Bucy (1937, citado em LeDoux, 2000),
a amigdalectomia esta associada a hipersexualidade e Kling (1972) encontrou profundos
efeitos sobre o comportamento maternal em casos de lesdio da amigdala. O nucleo
medial da amigdala integra a informacgdo olfactiva vinda dos sistemas olfactivos
principal e acessdrio e proporciona eferéncias para varias partes do sistema olfactivo
(Canteras et al., 1995). Dado que a informagdo olfactiva modula os comportamentos
defensivo e sexual, entre outros (Edwards et afl., 1993; Lehman & Winans, 1982;
Lehman et al., 1980) sera plausivel que o nucleo medial da amigdala desempenhe papel
importante nestes comportamentos, modulando o influxo de informagio olfactiva
através das suas projec¢Ges para outras regides prosencefalicas. O nicleo medial da

amigdala possui receptores para os estrogénios e androgénios (Simerly et al., 1990) e é
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cerca de 20% mais volumoso nos machos do que nas fémeas (Hines ef al., 1992). Nos
roedores, este ndcleo faz parte do circuito dimorfico sexual que ¢ dominado por
eferéncias do 6rgdo vomeronasal (Simerly ef al., 1989).

O kindling é um paradigma experimental usado como modelo da epilepsia do
lobo temporal (Weiss ef al., 2000a), em que a estimulagdo eléctrica repetida de
estruturas do SNC leva ao desenvolvimento progressivo de convulsdes motoras
(Goddard, 1967). A compreensdo dos mecanismos subjacentes ao kindling pode revelar
os substratos da plasticidade que ocorrem em situagdes ndo epilépticas desde a
formagdo normal da memoria até as perturbagdes neuropsiquiatricas (Weiss ef al.,
2000a). Neste contexto, ¢ de salientar a extrema vulnerabilidade da amigdala ao
kindling (e.g. Kalynchuk et al., 1999; Kalynchuk e al., 1997; Morgan et al., 1999;

Tober et al., 1996).

Neurobiologia da amigdala no Homem: o normal e o patolégico

Estudos relativos a fun¢do da amigdala em humanos foram primeiro levados a
cabo em casos de lesdo da amigdala, quer em consequéncia de doenga (Markowitsch ef
al., 1994; Adolphs et al., 1994), quer por ressecgfio cirtrgica no tratamento da epilepsia
do lobo temporal (LaBar ef al., 1995; Phelps ef al., 1998). Actualmente, com as técnicas
de neuroimagem funcional como a tomografia por emissdo de positrdes (PET) ¢ a
ressondncia magnética nuclear funcional (fMRI), tem sido possivel o estudo das fungdes
da amigdala humana i vivo (Bonson et al., 2002; Irwin et al., 1996; Morris et al., 1996;
Schneider et al., 1997).

Estudos realizados em modelos animais revelaram o papel critico das estruturas
mediais do lobo temporal, particularmente a amigdala, na resposta emocional

associativa simples e complexa. Em humanos com lobectomia temporal anterolateral
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unilateral (LaBar et al., 1995), quer as tarefas discriminativas simples quer as
condicionadas mostraram diminuicdo na aquisicio da resposta condicionada
relativamente aos controlos, o que foi relacionado primariamente com lesdo da
amigdala. Este resultado sugere que o papel das estruturas subjacentes as associagdes
condicionadas simples e complexas ao medo, como postulado para os modelos animais
de medo condicionado, é encontrado também no cérebro humano (LaBar et al., 1995).
Num estudo de lesdo bilateral da amigdala, Bechara et al. (1995) encontraram bloqueio
da capacidade de adquirir respostas condicionadas de conduténcia da pele ao estimulo
condicionado (imagens monocromaticas e sons gerados por computador) mas ndo
impediu a aquisi¢io de informagdo acerca de quais estimulos, visuais ou auditivos,
estavam associados aos estimulos nfo condicionados. Os autores sugerem que a
amigdala ¢ indispensivel ao condicionamento emocional e ao emparelhamento da
informagdo sensitiva exteroceptiva com a informagdo interoceptiva relativa a estados
somaticos (emogdo e afecto).

Adolphs et al. (1994) estudaram um paciente com doenga de Urbach-Wiethe,
que causou a destruigdo bilateral quase completa da amigdala, e demonstraram alteragéo
grave de reconhecimento especifico ao medo e incapacidade de perceber a semelhanga
entre expressdes de diferentes emogdes, mas preservagdo da capacidade de
reconhecimento da identidade tnica das faces. Desta situagdo, os autores concluiram
que a amigdala, por constituir importante componente do sistema neuronal, fundamenta
a cogni¢do social devido ao seu envolvimento em reconhecer os sinais faciais essenciais
para o comportamento adequado num contexto social complexo. Noutro estudo, que
envolveu dois doentes com a mesma doenga e lesdes semelhantes da amigdala,
Markowitsch et al. (1994) encontraram deficiéncias em certas tarefas de memdria (ex.

Auditory Verbal Learning, LGT-3), especialmente aquelas que era provdvel terem
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afectado os doentes emocionalmente. Os autores conclufram que a amigdala (e o nucleo
septal) sdo estruturas que influenciam a performance mnésica estruturando,
seleccionando e filtrando informagiio de diferente relevancia para o individuo
(Markowitsch et al., 1994).

Irwin et al. (1996) foram os primeiros a demonstrar activagdo da amigdala
(usando fMRI echo-planar), numa amostra de humanos normais, em resposia a
estimulos visuais com uma conotagiio afectiva negativa quando a comparagdo ¢
efectuada com estimulos visuais neutros. A tristeza induzida experimentalmente
aumenta o fluxo sanguineo da amigdala esquerda (Schneider et al., 1995) e a tristeza e
felicidade aumentam a intensidade de sinal da amigdala esquerda medida por fMRI
(Schneider et al., 1997). Morris et al. (1996) estudaram a actividade neuronal por PET,
em sujeitos normais, na resposta a figuras de expressio facial de medo ou de felicidade
e encontraram activagdo da amigdala esquerda relacionada com faces de medo e com a
intensidade da emocdo (quanto mais amedrontadora mais activagéo e o oposto com a
felicidade). Estes estudos sdo consistentes com a importdncia da amigdala nas
interacgdes sociais.

Tem sido demonstrado o envolvimento da amigdala na ansiedade, depressdo
(Sheline ef al., 1998), em varias perturbagdes demenciais (Chow & Cummings, 2000) e
na esquizofrenia (Pearlson ef al., 1997).

Doentes com histéria de depressio major recorrente apresentavam volumes
significativamente menores dos nicleos do core da amigdala bilateralmente (grupo
basilateral) do que os respectivos controlos, mas ndo apresentavam redugéo significativa
das areas que rodeavam os nuicleos do core nem a redugéo destes foi resultado de atrofia
cerebral generalizada (Sheline ef al., 1998). Tebartz van Elst et al. (1999) encontraram

aumento muito significativo dos volumes das amigdalas esquerda e direita (usando MRI

10



A diada amigdala-cocaina como paradigma neurobiologico num modelo de neurotoxicologia do desenvolvimento

quantitativa) em doentes com epilepsia do lobo temporal (ELT) e com distimia quando
comparados com voluntarios saudéveis. Estes autores também demonstraram existir
correlagdo positiva entre os volumes da amigdala esquerda e a sintomatologia
depressiva (avaliada através do Inventdrio de Depressdo de Beck) e os volumes da
amigdala foram significativamente maiores nas mulheres do que nos homens. Acresce a
possibilidade de que o aumento do processamento de informagdo emocional podera
aumentar o fluxo sanguineo da amigdala e resultar em hipertrofia desta estrutura.
Noutro estudo, Tebartz van Elst ez al. (2000) também encontraram volumes da amigdala
significativamente mais elevados em doentes deprimidos com ELT e nas mulheres. 0)
metabolismo da glicose e o fluxo sanguineo cerebral em repouso estdo anormalmente
elevados na amigdala dos deprimidos e esta estrutura tem sido a unica em que estes
pardmetros se correlacionam positivamente com as pontuagbes da gravidade da
sintomatologia depressiva (Abercrombie ef al., 1996; Drevets et al., 1992; Drevets et
al., 1995).

Bogerts (1984) e Bogerts ef al. (1985) em estudos postmortem de doentes com
esquizofrenia encontraram redugdes significativas do volume da amigdala bem como de
outras estruturas limbicas. Fudge ef al. (1998) apresentam um caso de psicose cronica
em que o exame postmortem revelou dois pequenos hamartomas no nucleo basal da
amigdala esquerda que coraram com um anticorpo para o bcl-2, um marcador de
neurénios imaturos em desenvolvimento (Yachnis et al., 1997). A volumetria da
amigdala por MRI de 46 esquizofrénicos comparada com 60 controlos e 27 doentes com
perturbagfio afectiva bipolar demonstrou redugdo dos volumes da amigdala direita na
esquizofrenia bem como dos volumes da amigdala esquerda na perturbagéo afectiva
bipolar (Pearlson et al., 1997). Hirayasu et al. (1998) usando MRI, estudaram 18

doentes com um primeiro episédio de esquizofrenia, 16 com um primeiro episodio de
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perturbagdo afectiva e 18 sujeitos emparelhados relativamente a idade, todos
dextrimanos, e encontraram assimetria esquerdo-menor-que-o-direito do complexo
amigdala-hipocampo no grupo de sujeitos psicoticos.

A amigdala relaciona-se também com a fisiopatologia da fobia social, com
activagdio mostrada por fMRI quando estes doentes foram expostos a diapositivos de
faces neutras comparando com sujeitos controlos (Birbaumer ef al., 1998).

De Bellis ef al. (2001) mediram os volumes da amigdala e de regides cerebrais
de comparagio de 12 criangas e adolescentes com perturbagio de ansiedade
generalizada e 24 controlos e encontraram, no grupo de estudo, um aumento
significativo do volume da amigdala esquerda e do volume total da amigdala. Os
autores concluem que estes dados, embora preliminares, estio de acordo com a
perspectiva que alteragdes na estrutura e na fungfo da amigdala podem estar associadas
com a perturbacio de ansiedade generalizada na populagdo pediatrica.

Na perturbagio pos-stress traumético (PPST) parece haver elementos de uma
progressio de tipo kindling. Nesta perturbagio, acontecimentos traumaticos podem
condicionar alteragdes permanentes da hiperexcitabilidade neuronal, reexperiéncias
intrusivas persistentes ¢ comportamentos de evitamento (Post ef al, 1995a). E
considerada a hipdtese de que a PPST é uma repetigdio espontinea ou desencadeada de
memorias emocionais semelhante aos fenémenos convulsivos que ocorrem no modelo
de kindling da amigdala (Post et al., 1998). Embora estudos de imagem por MRI de
doentes com PPST ou histéria de trauma precoce tenham falhado em mostrar diferengas
comparativamente a controlos saudaveis (De Bellis et al., 2001; Bonne et al., 2001;
Driessen et al., 2000), Shin et al. (1997) encontraram aumento de fluxo sanguineo na
amigdala direita de sujeitos com PPST quando imaginavam cenas de combate

comparados com os sujeitos controlo.
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Schneider et al. (2001) estudaram um grupo de 10 doentes alcodlicos
recentemente abstinentes antes e depois de 3 semanas de terapia comportamental
“standardizada” com intervengio psicofarmacologica e 10 controlos emparelhados
usando fMRI para mapear a resposta cerebral ao odor do etanol. Encontraram activagao
da amigdala/hipocampo direitos em resposta ao craving induzido pela pista no grupo
dos alcodlicos apenas antes do tratamento, sugerindo os aspectos emocionais do
craving. Resultados semelhantes foram obtidos para o craving a cocaina (Bonson ef al.,
2002; Childress et al., 1999) e para pistas de tabaco em fumadores (Due et al., 2000).

Durante o envelhecimento normal a amigdala perde 2% do seu volume ¢ esta
perda atinge os 25,8% nos doentes com doenca de Alzheimer (DAlz) (Herzog &
Kemper, 1980). Jamada e Mehraein (1968, citado em Chow & Cummings, 2000)
encontraram maior densidade de trangas neurofibrilares e placas na amigdala do que
noutras areas neocorticais de cérebros com DAlz. O estadiamento do desenvolvimento
longitudinal de trangas neurofibrilares em casos de DAlz demostrou que a amigdala € a
segunda regido, a seguir ao cOrtex entorrinal, a desenvolver trangas neurofibrilares
isoladas (Braak e Braak, 1991). De acordo coma a hipdtese colinérgica da DAlz a
deficiéncia em acetilcolina do nucleo basal de Meynert desactivaria a amigdala (Chow
& Cummings, 2000). A modulagdo pela noradrenalina da activagio colinérgica também
seria deficiente dado que no locus coeruleus também ha perda neuronal na DAlz (Forstl
et al., 1992). Estes resultados anatomopatologicos trouxeram esperancga relativamente
ao papel dos estudos de imagem na detecgdo precoce da DAlz, mas a MRI néo tem sido
util embora tenha demonstrado redugdes no volume da amigdala (e.g. Mori et al.,
1999). Pelo contrario, estudos de neuroimagem funcional com PET poderdo ser uteis
para correlacionar alteragdes cognitivas e comportamentais na DAlz com a actividade

da amigdala.
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O autismo também tem sido associado a disfun¢do da amigdala (e.g. deLong,
1992; Brothers, 1989). As anomalias sociais-emocionais frequentemente come¢am nos
primeiros anos de vida e persistem até a idade adulta. Ha relatos que mostram que as
pessoas com autismo estdo limitadas no reconhecimento de faces e na identificagéo da
expressdo facial das emogdes (Hobson ef al., 1988; MacDonald ef a/., 1989). Resultados
semelhantes foram obtidos em humanos sem autismo mas com lesdes da amigdala
(Adolphs et al., 1994). Assim, a disfun¢do da amigdala bem como das outras estruturas
neuronais que suportam a cogni¢do social, constitui uma proposta importante para a

investigag@o do autismo (e.g. Baron-Cohen et al., 1999).

Amigdala e Cocaina

Aspectos fisiologicos da diada amigdala-cocaina

A cocaina ¢ um alcaldide extraido da planta Erythroxylon coca (Johanson &
Fischman, 1989). O seu efeito bioldgico resulta da inibi¢do dos trés transportadores de
monoaminas (dopamina, serotonina e noradrenalina), potenciando a transmissdo
monoaminérgica (Cregler & Mark, 1986; Nunes & Rosecan, 1987; Johanson &
Fischman, 1989; Volpe, 1992). O sistema dopaminérgico ¢ o alvo farmacoldgico
preferencial da cocaina (Johanson & Fischman, 1989). O sistema mesocorticolimbico
da dopamina (DA), que projecta macicamente para a amigdala estendida, parece ser o
substrato mais importante para os efeitos da cocaina, quer os que condicionam
estimulagdo psicomotora (Kelly & Iversen, 1976), quer os referentes as acgdes de

refor¢o (Ettenberg ef al., 1982).
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Baumann ef al. (1993) estudaram o efeito da administragdo cronica de cocaina a
ratos na sintese de DA e serotonina (5-HT) em vérias areas cerebrais implicadas no
reforco as drogas e verificaram que a administragio de cocaina em ratos ndo sujeitos
previamente a cocaina resultou numa supressio dramatica da sintese de DA e 3-HT em
todas as regides estudadas incluindo a amigdala basilateral, enquanto que nos ratos
sujeitos a administragio cronica de cocaina no houve alterago significativa na sintese
de DA ou 5-HT, sugerindo que a administragdo crénica de cocaina ndo é neurotoxica
e/ou que provoca uma dessensibilizagdo nos mecanismos que regulam a supressdo da
sintese de monoaminas induzida pela cocaina.

O bloqueio dos receptores D1 da DA no nucleo central da amigdala do rato,
através da microinjecgiio de SCH 23390 (antagonmista dos receptores D1 da DA)
aumentou, de forma dependente da dose, a taxa de auto-administragio de cocaina, sendo
consistente com atenuagdo parcial dos efeitos da cocaina nestas condi¢bes, 0 que sugere
que os receptores D1 na amigdala podem constituir importante substrato para as acgdes
de reforgo da cocaina (Caine ef al., 1995).

A administragio de cocaina ap6s treino aumentou, de forma dependente da dose,
a capacidade de retengfo numa tarefa de evitamento por inibi¢io numa tentativa. Este
efeito foi bloqueado por lesdes da amigdala, que os autores sugerem dever-se a bloqueio
das aferéncias dopaminérgicas da amigdala bem como ao envolvimento da
noradrenalina e interac¢io da DA com outros neurotransmissores (Cestari ef al., 1996).

Hurd et al. (1997) demonstraram in vivo importante papel da DA, provavelmente
por ac¢do nos receptores D1 da amigdala, no comportamento de auto-administragéo de
cocaina no rato.

A microinfusdo de cocaina, bem como do agomista da DA SKF 38393 na

amigdala central, aumentaram, de forma dependente da dose, a resposta proliferativa
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dos esplendcitos & concanavilina A, enquanto que a microinfusdo do antagonista da
dopamina SCH 23390 na amigdala central, reduz de forma dependente da dose a
resposta proliferativa dos esplenécitos a concanavilina A. Estes dados sugerem que a
cocaina pode produzir alguns dos seus efeitos no sistema imunitério através da
activagio da neurotransmissio da DA cerebral e que a amigdala central podera
representar uma estrutura importante para mediar a proliferagdo das células T induzida
pela cocaina (Caroleo et al., 1998).

A amigdala possui receptores de tipo 3 para a 5-HT (5-HT3R) nos nicleos
cortical, lateral, basal e basal acessério (Morales et al., 1998) e a aplicagdo de
antagonistas deste receptor na amigdala aumentou a interacgo social em ratos (Higgins
et al., 1991); enquanto que a administra¢fo sistémica tem efeitos ansioliticos, sugerindo
papel dos neurénios da amigdala que possuem estes receptores na génese da ansiedade
(Costal ef al., 1990; Nevins & Anthony, 1994). Cunningham et al. (1992) verificaram
que a sensibilizagdo & cocaina parece estar relacionada também com alteragdes na
autorregulagdo do metabolismo da 5-HT secundarias a alteragdo da recaptagdo. Zeigler
et al. (1991) verificaram que os ratos expostos de forma continua durante 5 dias a
cocaina apresentavam, 30 dias apds cessar a exposi¢do, aumento da ligacdo
(3H)flunitrazepam, (marca os receptores GABAA) e diminui¢do da ligagdo (3H)QNB
(quinuclidinyl benzilate) (marca os receptores colinérgicos muscarinicos) na amigdala.
Verificaram ainda que havia uma diminui¢do da ligacdo (3H)ketanserin (marca os
receptores de tipo 2 para a 5-HT) na amigdala relativamente aos ratos que receberam
cocaina por injecgdo didria durante 5 dias.

Quer a administragio aguda quer cronica de cocaina em ratos aumenta o nivel de
beta-endorfinas circulantes (Forman & Estilow, 1988; Moldow & Fischman, 1987) ¢ os

antagonistas opidides podem bloquear os efeitos de recompensa da cocaina (Bain &
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Kornetski, 1987; Houdi et al., 1989). A neurotransmissdo dopaminérgica mesolimbica é
modulada pelos opidides endogenos que actuam nos receptores opidides p e k regulando
a libertagdo de DA nos centros de recompensa do estriado (Di Chiara & Imperato, 1988;
Spanagel et al., 1990; Spanagel ef al.,, 1992). Contudo, o sistema dopaminérgico
nigroestriado também modula o sistema opidide pois o efeito inicial dos agonistas
dopaminérgicos levou a libertacdo de peptideos opioides (Li ef al., 1988; Taylor ef al.,
1991; Trujillo et al., 1990). A auto-administra¢do de cocaina em ratos é atenuada pelo
tratamento prévio com o antagonista opidide naltrexona (Corrigal & Coen, 1991). A
administragéo repetida de cocaina em cobaias diminuiu o niimero de receptores opioides
p na amigdala (Itzhak, 1993) e quando esta administracdo € efectuada em ratos produz
uma hiper-regula¢do dos receptores p na amigdala basilateral (Unterwald et al., 1992;
Unterwald ef al., 1994). Também foi verificado aumento do mRNA para os receptores
opidides p na amigdala apés a administracio aguda, maciga, ¢ unica de cocaina
(Yuferov et al., 1999). Estes dados sugerem a participagdo do sistema opidide da
amigdala na expresséo comportamental induzida pela cocaina.

Douglass et al. (1995) identificaram um peptideo cujo gene se altera
especificamente no estriado apos administragdo de cocaina e anfetamina. A expressdo
do RNAm para este peptideo mostrou distribui¢io restrita a certas regides cerebrais que
incluem o ntcleo accumbens, a amigdala, o hipocampo e hipotalamo (Couceyro et al.,
1997; Douglass et al., 1995), sendo-lhe atribuido papel como neurotransmissor (Hurd et
al., 1999). Koylu et al. (1998) encontraram expressdo do fragmento peptidico 106-129
do transcripto regulado pala cocaina e anfetamina (CART), como tem sido designado,
na amigdala basilateral e nicleo accumbens sugerindo papel na recompensa e refor¢o
induzidos por drogas. Foi observado aumento da expressio do mRNA do CART na

amigdala central em ratos machos ap6s administragdo aguda e maciga de cocaina
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(Fagergren & Hurd, 1999). Vrang er al. (1999) encontraram indugdo de
imunorreactividade c-Fos no nicleo central da amigdala em resposta & administragéo
intracerebroventricular de um peptideo CART (42-89). Hurd & Fagergren (2000)
estudaram a expressdo do mRNA do CART em cérebros humanos normais post-mortem
e encontraram niveis elevados de expressio na amigdala (nucleos central, cortical e
medial). Os autores estudaram também amostras de cérebro de rato e encontraram
expressdo semelhante na amigdala.

A administracdo repetida de cocaina (30 mg/Kg/dia i.p. durante 10 dias) em
ratos aumenta a libertagdo do factor libertador de corticotropina (CRF) induzida pela
cocaina (10 mg/Kg i.p.) no nmicleo central da amigdala. A sensibilizagdo da libertagdo de
CRF pode ter papel importante no fenémeno de sensibilizagdo induzido por
psicoestimulantes (Richter et al., 1995). Ambrosio et al. (1997) verificaram que a
administragio de cocaina a ratos durante 10 dias, por via intravenosa, num regime
parecido com um paradigma de auto-administragdo (1 mg/kg cada 12 min. durante 2 h
cada dia), induziu um nivel de lugares de fixagdo ao receptor 1 do CRF, 31% inferior no
grupo da cocaina quando comparado com o de controlo, no nucleo basilateral da
amigdala apenas nas amostras de tecido colhidas 15 min. ap6s a ultima infusdo de
cocaina e ndo naquelas colhidas 10 dias depois. Estes resultados sugerem que
mecanismos neuroenddcrinos € nfio neuroenddcrinos associados aos receptores 1 do
CRF n#o contribuirdio para os efeitos de abstinéncia a longo prazo. No entanto, existem
estudos que mostram que a abstinéncia & cocaina activa os neuronios do CRF na

amigdala entre a 11° ¢ a 12:* horas apds a exposigdo a esta droga (Richter & Weiss,

1999).
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Lee ef al. (1991) verificaram que a sensibilizagdo comportamental induzida pela
cocaina ndo esta relacionada com alteragdes dos neurénios GABA na amigdala lateral e
basilateral.

A administra¢do tinica de cocaina por via intraperitoneal a ratos aumenta 1 hora
depois os niveis de histamina e o turnover da histamina na amigdala, bem como a
actividade de correr numa roda. O tratamento prévio (30 min.) com L-histidina inibe o
aumento da actividade de correr na roda induzido pela cocaina de forma dependente da
dose (Ito et al., 1997).

A administragio de cocaina a ratos quer em ambiente familiar, quer em ambiente
estranho, induz a expressio de mRNA do c-Fos na amigdala lateral e basilateral e a
administragio em ambiente estranho induz significativamente essa expressdo
comparando com a administragdo em ambiente familiar, sugerindo que o contexto em
que a cocaina ¢ administrada altera de forma diferenciada uma estrutura que tem sido
relacionada com o refor¢o a drogas e com o comportamento emocional (Day ef al.,
2001). A administragdo de cocaina de forma ndo condicionada aumentou a expressdo
Fos no nicleo central da amigdala, enquanto que a exposi¢io a ambiente associado a
cocafna aumentou a expressdo Fos na amigdala basilateral (Baker et al., 1999). Também
a administracio crénica de cocaina a ratos adultos durante 14 dias reduziu
significativamente, mas so a partir do décimo dia, a taxa regional do metabolismo da
glicose na amigdala basilateral e central, quando confrontado com a administragéo de

soro fisiologico (Hammer, Jr & Cooke, 1994).
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Aspectos comportamentais da diada amigdala-cocaina

Est4 demonstrado que a administragdo precoce de cocaina a ratos induz aumento
dos movimentos locomotores e cruzamento de matrizes até aos 21 dias de vida bem
como aumento dos comportamentos de grooming até aos 35 dias de vida (Spear &
Brick, 1979), e o aparecimento de comportamentos de tipo ansioso (Blanchard ef al.,
1998; Blanchard & Blanchard, 1999; Herbert ef al., 1999; Spear, 1997), aumento de
comportamentos de fuga e defesa, de imobilidade (Blanchard et al, 1998), de
hipersensibilidade (Bilitzke & Church, 1992) e comportamentos de medo (Blanchard &
Blanchard, 1999), que caracterizam os estados depressivos. As respostas
comportamentais precoces & exposigdo a cocaina podem indicar que a imaturidade dos
sistemas neurotransmissores que as justificam sdo capazes de ser estimulados de modo a
exercerem algum efeito no comportamento (Spear & Brick, 1979).

Tendo, também, sido salientado o envolvimento da amigdala na aprendizagem
envolvendo estimulos naturais apetitivos e aversivos (Everitt ef al., 1989; Gaffan et al.,
1993; Schafe & Bernstein, 1996), é plausivel que os mesmos mecanismos se apliquem a
outros estimulos refor¢adores como sdo as drogas de abuso.

Grande parte dos estudos de comportamento relativos aos efeitos da cocaina
relacionados com a amigdala usam o paradigma da auto-administragdo de cocaina (e.g.
Ciccocioppo et al., 2001; Homberg et al., 2002; Kantak et al., 2002; Pilla er al. 1999,
Weiss et al., 2000b; Whitelaw ef al., 1996); nestes modelos, os ratos séo treinados para
auto-administrarem cocaina em que se associa um emparelhamento com EC luminoso.
Neste paradigma experimental o EC suporta a resposta por um periodo de tempo
anterior 4 exposi¢do do psicoestimulante, dando origem & procura de droga que,
contudo, nio ¢é afectada pelos efeitos condicionados pelas suas caracteristicas

farmacologicas. Whitelaw er al. (1996) verificaram, noutro modelo experimental, que
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ratos com lesdio excitotoxica da amigdala basilateral nfo adquiriram niveis adequados
de resposta mas, contudo, ndo foi inibida a possibilidade de auto-administragfo de
cocaina. Assim, a integridade desta parte da amigdala é crucial para a aquisi¢do do
comportamento de procura de cocaina na presenga de pistas associadas a droga; contudo
nfio parece ter igual importancia no que se refere aos efeitos reforgadores primarios da
cocaina (Meil & See, 1997; Whitelaw et al., 1996). Estas observagdes apoiam a
hipétese de que a amigdala basilateral é essencial para que o EC desencadeie a
representagio afectiva do reforgador primario, o que também corrobora outros dados
relativos ao condicionamento apetitivo em geral (Burns ef al., 1993; Cador ef al., 1989;
Everitt ef al., 1989; Hatfield et al., 1996; Whitelaw et al., 1996). A amigdala basilateral
também foi implicada na explicagdo da preferéncia condicionada a um lugar associado a
cocaina (Brown & Fibiger, 1993). A exposi¢do a ambiente associado a cocaina induz a
expressdo de c-fos na amigdala, entre outras estruturas corticais limbicas (Brown et al.,
1992; Ciccocioppo et al., 2001). Contudo, ¢ de salientar que outras respostas ndo sdo
afectadas por lesdo da amigdala basilateral, de que sdo exemplos a actividade
locomotora condicionada induzida pela exposigdo a ambiente associado & cocaina, a
resposta locomotora ndo condicionada a cocaina (Brown & Fibiger, 1993), ¢ a
sensibilizagdo da actividade locomotora as drogas psicoestimulantes (e.g. Pierce ef al.,
1998). Acresce que, outros estudos, onde ¢ efectuada a manipulaciio do sistema
dopaminérgico da amigdala tém revelado que lesdes induzidas pela 6-hidroxidopamina
apenas provocam efeitos discretos na auto-administragéo de cocaina (McGregor ef al.,
1994). Contudo, as experiéncias que utilizam infusdes de antagonistas do receptor DI
da dopamina aumentam a auto-administragdo de cocaina (Caine ef al., 1995; Hurd et al.,
1997), enquanto que o BP 897, agonista parcial do receptor D3 da dopamina, reduz

selectivamente a resposta aos estimulos condicionados a cocaina (Pilla et al., 1999). E
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possivel adiantar que o nicleo central da amigdala seja responsavel pelos efeitos obtidos
apos a manipulagfio dopaminérgica, uma vez que ¢ a 4rea nuclear que recebe a maior
projec¢dio dopaminérgica. Estes achados, enquadram-se na concepgdo da amigdala
estendida (“extended amygdala™) que tem sido apontada como a estrutura mediadora
dos efeitos refor¢adores das drogas de uso ilicito (Koob, 1999); contudo, pode ainda
reflectir a influéncia do nucleo central da amigdala na transmissio dopaminérgica

(Schulteis et al., 2000).

O teste de nata¢do forcada (TNF) é um paradigma comportamental introduzido
por Porsolt et al. (1977) muito usado como predictor de actividade antidepressora nos
roedores e no estudo do stress em animais (Bilitzke & Church, 1992; Connor ef al.,
1997). Neste paradigma, o rato ¢ forgado a nadar num cilindro de 4gua a 25 °C durante
15 min. e 24:00h depois durante 5 min. Na segunda sessdo do teste, os ratos
rapidamente adquirem uma postura imével, fazendo apenas os movimentos Necessarios
para manter a cabega fora da 4gua, indicando um estado de desespero. A administragio
crénica e subcronica de tratamento antidepressor diminui a imobilidade induzida no
TNF (Borsini & Meli, 1988). Duncan et al. (1986) verificaram que a infusio de
imipramina e pargilina na amigdala produziu respostas comportamentais semelhantes a
administragio intraperitoneal das mesmas substincias € que essas respostas eram
dependentes muito selectivamente dos nucleos central, basal e/ou lateral da amigdala. A
resposta obtida no TNF ap6s administragdo por via sistémica de iprindole, anfetamina e
atropina ndio foi atingida quando estas substéncias foram administradas directamente na
amigdala. Estes resultados indicam que a amigdala é o alvo da acg¢lo de certos

antidepressores nas respostas ao TNF.
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Connor ef al. (1997), estudando as alteragdes neuroquimicas induzidas pelo
TNF, verificaram um aumento do turnover da serotonina na amigdala 60 ¢ 90 min. apos
a segunda sessdo, mas ndo aos 120 min.. Este aumento do turnover da serotonina na
amigdala em resposta ao TNF foi atenuado pela administragdo intraperitoneal prévia de
reboxetina, um antidepressor inibidor selectivo da recaptagdo de noradrenalina (Conner
et al., 1999). Num outro trabalho, Connor ef al. (2000), estudaram o efeito do
tratamento subcrénico com desipramina, paroxetina e venlafaxina na exposi¢do do rato
ao TNF, e verificaram que s6 a desipramina diminuiu a imobilidade, embora todos os
antidepressores estudados tivessem atenuado o aumento do furnover da serotonina na
amigdala. Este estudo sugere que outros mecanismos neuroquimicos independentes do
aumento da actividade serotoninérgica estdo na base da normalizagdo das respostas
comportamentais no TNF. Por outro lado, sabe-se que a propria situagdo de natagdo
forgada reduz os niveis de 5-HT na amigdala o que pode estar relacionado com a
capacidade de os antidepressores alterarem selectivamente o desempenho
comportamental no TNF (Kirby ef al., 1995).

Duncan ef al. (1993) observaram indugfo importante de imunoreactividade Fos-
like no nucleo central da amigdala ap6s tratamento de ratos com imipramina.

Num estudo de Daenen et al. (2001) os ratos submetidos a lesdo da amigdala no
DPN7 apresentaram diminuigdo da imobilidade no TNF relativamente aos controlos. Ja
em 1992, Bilitzke e Church demonstraram que ratos no DPN120 que tinham recebido
cocaina durante a gestagio estavam menos iméveis, no TNF, sugerindo que a exposigéo
pré-natal de cocaina afecta adversamente o comportamento em situagdes de stress ou

provocadoras de medo.
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O teste do open field foi introduzido por Calvin Hall em 1932 (Walsh &
Cummins, 1976) e consiste em medir os comportamentos provocados pela colocagéo
dum sujeito num espago aberto novo de onde a fuga ¢ impedida por uma parede
limitativa. E um teste muito usado pois requer uma aparelhagem simples, permite a
medicio facil e rapida de comportamentos bem definidos e a interpretagdo destes
comportamentos ¢ amplamente aceite (Walsh & Cummins, 1976). Segundo alguns
autores (Walsh & Cummins, 1976) os comportamentos provocados dependem da
interac¢io do animal com uma variedade de factores: 1) a estimulagdo resultante da
retirada do ambiente familiar da gaiola; 2) a estimulagdo que envolve a transferéncia do
animal para o open-field; 3) a exposigdo ao ambiente do teste, que consiste no proprio
open-field e seus arredores; e 4) toda a experiéncia prévia da situagdo de teste. No caso
de serem usadas varias sessdes de testes ha também a considerar a estimulagdo prévia
que envolve a remogdo do animal da situagdo de teste e a sua transferéncia e nova
exposicio ao ambiente familiar da gaiola. No caso de serem usadas vérias sessdes
estamos também a medir a habituagio e aprendizagem em resposta ao ambiente do teste
(Walsh & Cummins, 1976). Tém sido extensivamente investigadas cinco medidas do
open-field: a laténcia para a mobilizagdo, a actividade locomotora ¢ a penetragdo ao
centro sdo principalmente indices de descarga motora; a defecagdo € principalmente um
indice de equilibrio autonémico; urinar no open-field ¢ principalmente um indice de
marcagdo do territério (Royce, 1977). Os animais que demonstram pouca actividade
motora (deambulagio e levantar), elevados niveis de defecagfio ¢ baixos niveis de
grooming sio chamados por alguns investigadores de “ratos emocionais” (Walsh &
Cummins, 1976; Royce, 1977). Ao contrario, os ratos com elevada actividade motora,
niveis baixos de defecagdo e altos niveis de grooming sdo considerados “ratos ndo

emocionais” (Walsh & Cummins, 1976; Royce, 1977). Recentemente, Daenen ef al.
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(2002) ao observarem no open-field ratos submetidos no DPN7 a lesdo da amigdala
verificaram que apresentavam esteriotipias motoras.

Nos modelos de exposi¢do pré-natal a cocaina, quando efectuada de forma
intermitente, esta, aumenta significativamente a actividade no open-field dos ratos no
DPN60 (Johns et al., 1992). A administragdo pré-natal de cocaina nas fases média e
tardia da gestagdo provocou nos machos niveis mais elevados do comportamento de
levantar do que nas fémeas e inibiu significativamente o comportamento sexual nas
fémeas ao contrario dos machos, nos quais se verificou facilitagdo do comportamento
sexual (Vathy et al., 1993). Contudo, a exposigio de ratos adultos a injec¢do de cocaina
diaria (durante 5 dias) provocou aumento da actividade no open-field quando testados
30 dias depois de terminada a exposi¢do, relativamente ao grupo controlo, enquanto que
0s que receberam cocaina continuamente foram menos activos (Zeigler et al., 1991).
Neste mesmo modelo foi observado aumento da actividade de levantar bem como do
grooming mutuo no open-field social quando os animais expostos a cocaina séo testados
30 dias depois de terminada a exposig@o, relativamente ao grupo controlo (Zeigler et al.,

1991).

Trabalhos de investigacdo tém sugerido que o nicleo medial da amigdala esta
envolvido nos processos de aprendizagem social que modulam os comportamentos
agonisticos, quer porque a lesdo deste nucleo resultou na impossibilidade completa no
evitamento condicionado a um oponente dominante (Luiten et al., 1985), quer porque
reduziu o comportamento agressivo depois de adquirida experiéncia em interacg¢oes
agressivas (Vochteloo & Koolhaas, 1987). O nuicleo medial da amigdala também tem

papel importante no comportamento copulatorio, quer nos machos quer nas fémeas, dos
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roedores (Harris & Sachs, 1975; Lehman et al., 1980; Pfaus et al., 1993; Rajendren &
Moss, 1993).

File desenvolveu no seu laboratério um teste de interac¢do social usado para
avaliar o impacto ansiolitico de lesdes, drogas, peptideos, e estimulos ansiogénicos
naturais como o odor dum predador (e.g. File, 1980; File, 1993; File & Hyde, 1978). O
indice de ansiedade ¢ calculado com base no tempo dispendido em interac¢io social,
sendo considerado que as pontuagdes mais baixas se associam a um animal mais
ansioso. File e colaboradores tém também usado este teste para compreender melhor o
papel dos mecanismos serotoninérgicos, incluindo os da amigdala, na ansiedade do
animal (File ef al., 1996; Gonzalez et al., 1996). Sajdyk e colaboradores também tém
usado o teste de interac¢io social para estudar outros mecanismos mediadores da
ansiedade na amigdala, particularmente na amigdala basilateral (e.g. Sajdyk & Gehlert,
2000; Sajdyk & Shekhar, 2000; Sajdyk & Shekhar, 1997; Sajdyk et al., 2002). Estudos
(Johns et al. 1998; Wood e Spear, 1998) de exposi¢do pré-natal a cocaina tém
demonstrado que os ratos jovens tém alteragdo do comportamento social que inclui
aumento da agressividade. Outros estudos (Wood et al., 1994; Wood et al., 1995)
encontraram diminuigdo dos niveis de brincadeira com maior submissio e menor

probabilidade de solicitar brincadeira do que os animais ndo expostos.

Diada amigdala-cocaina no Homem

A cocaina ¢ uma droga de abuso psicoestimulante (McKim, 1991) cujo consumo
tem aumentado no ocidente, incluindo em Portugal (Balsa ef al., 2001; Musto, 1989) e
que produz elevagdo do humor (euforia), sensagdo de aumento da auto-estima e do bem-

estar psicologico geral, aumento da acuidade mental e das capacidades fisicas,

26



A diada amigdala-cocaina como paradigma neurobiologico num modelo de neurotoxicologia do desenvolvimento

diminuindo o apetite e a necessidade de sono (Jaffe, 1990). Em doses euforizantes a
cocaina reduz o metabolismo cerebral incluindo na amigdala (London et al., 1990).

O abuso crénico de cocaina pode levar a perturbagdes profundas da
personalidade ¢ do comportamento podendo, se prolongado, produzir um estado
psicético semelhante & esquizofrenia parandide (Post, 1975). O consumo repetido mas
intermitente desta droga leva a sensibilizagdo persistente dos seus efeitos de estimulagdo
locomotora e ao desencadear de estereotipias (Kalivas e al., 1988; Post, 1976). No
inicio, a administragdo de cocaina pode ser tolerada com um minimo de ansiedade, mas
quando efectuada repetidamente pode levar ao aparecimento de componentes mais
ansiogénicos e disforicos, podendo mesmo instalar-se um quadro de ataques de pénico
relacionados com a cocaina apds cada administragdo, sendo sugerido para este
fendmeno uma progressio de tipo kindling (Post et al., 1995b).

A apresentacio de estimulos associados ao uso de cocaina tem demonstrado a
possibilidade de desencadear craving em humanos dependentes de cocaina (Ehrman e/
al., 1992) e a amigdala, entre outras &reas cerebrais, mostra aumento da actividade
metabélica durante a apresentagfio desses estimulos (Bonson ef al., 2002; Childress ef
al., 1999; Grant et al., 1996).

As vitimas de overdose de cocaina que apresentaram delirium pré-terminal com
agitacio apresentaram uma hiper-regulagiio selectiva dos receptores opidides x na
amigdala (Mash & Staley, 1999). No cérebro humano ha expressdo preferencial do
mRNA para a prodinorfina nas dreas relacionadas com o sistema limbico incluindo a
amigdala sugerindo papel importante do sistema da dinorfina no comportamento
emocional (Hurd, 1996). Tém sido efectuados alguns estudos de investigagdo que

demonstram possivel papel dos agonistas opidides dos receptores k no tratamento da
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dependéncia 4 cocaina, principalmente aqueles que tiverem também actividade nos
receptores p (Mello & Negus, 2000).

A investigagio dos efeitos de exposi¢do pré-natal de cocaina sugere que 0S
recém nascidos e criancas filhos de mées consumidoras de cocaina apresentam
desenvolvimento anormal de vinculagdes sociais, estado organizativo deficitério,
padrdes de sono anormais, défices alimentares, disfun¢des visuais, irritabilidade,
excitabilidade, tremor, anormalidades no E.E.G. e maior incidéncia de Sindroma de
Morte Subita (Chasnoff et al., 1987; Chasnoff er al., 1985; Dixon ef al., 1987,
Doberczak et al., 1987; Neuspiel & Hamel, 1991; Oro & Dixon, 1987). Mayes e/ al.
(1995) verificaram que as criangas expostas no periodo pré-natal a cocaina
apresentavam, aos 3 meses, menor reactividade & novidade, sugerindo deficiéncias na
regulagio da atengdo e da activagdio, para os quais tem sido atribuido a amigdala um
papel importante (Holland & Gallagher, 1999). Parece haver uma associagdo entre a
exposigdo pré-natal de cocaina e maior frequéncia de comportamentos problematicos
em criancas no inicio da idade escolar (Delaney-Black et al, 1998). Além de ser
atribuido a cocaina um papel na teratogénese neurocomportamental, também se suspeita
que provoca lesdes estruturais no cérebro em desenvolvimento (Dow-Edwards, 1991;
Gingras et al., 1992; Hutchings, 1993; Spear & Heyser, 1992). Os mecanismos
propostos que contribuirdo para estes efeitos relacionam-se, por um lado, com uma
acgio da cocaina na circulagdo produzindo isquemia da placenta levando a que o feto
tenha um menor aporte de oxigénio e nutrientes (e.g. Koegler ef al., 1991; Woods ef al.,
1987), e por outro lado com os efeitos da cocaina no proprio cérebro em
desenvolvimento, inibindo a mitose (Anderson-Brown et al, 1990) e lentificando a

diferenciacdo celular (e.g. Seidler & Slotkin, 1993).
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Objectivos

No contexto da introdugfio apresentada a finalidade deste trabalho consiste em
avaliar os efeitos da exposigdo a cocaina no padrio do desenvolvimento do SNC, num
modelo de neurotoxicologia experimental bem caracterizado e numa érea de importante
expressdo funcional em termos neuropsicologicos: a amigdala. Nesta contextualizagdo,
esta finalidade enquadra-se no 4mbito da tematica subjacente ao programa do Mestrado
de Psiquiatria e Satidde Mental da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto na
perspectiva dos fundamentos biolégicos e comportamentais subjacentes a problematica
das perturbag¢des de dependéncia de substincias.

Para a consecussdo desta finalidade, sdo objectivos especificos

1) Estudo da expressdo comportamental nos testes de TNF, actividade no open-
field e interacg¢des sociais.

2) Estudo morfologico da amigdala.

3) Estudo da expressdo dos neuromediadores DA e 5-HT na amigdala.

Pretende-se assim contribuir para o avango no conhecimento da expressdo dos
efeitos da exposi¢iio & cocaina durante fases de desenvolvimento precoce do SNC do
homem pela possibilidade de tragar homologias com o modelo animal no que podera

estar dependente do papel da amigdala.
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Material e Métodos

30



A diada amigdala-cocaina como paradigma neurobioldgico num modelo de neurotoxicologia do desenvelvimento

Neste estudo usaram-se ninhadas de ratos da estirpe Wistar, expostas a cocaina
desde o 1° dia de vida, e controlos aos quais se administrou soro fisiologico. Cada rato
foi estudado do ponto de vista comportamental com os testes descritos adiante e ao fim
de 30 dias de vida foram sacrificados e os cérebros tratados para estudo morfolégico,

imunocitoquimico e neuroquimico da amigdala.

Modelo Animal

Os ratos usados neste estudo foram crias nascidas de fémeas Wistar nuliparas,
com cerca de 60 dias de idade, adquiridas da Colonia do Instituto Gulbenkian de
Ciéncia, Qeiras, Portugal. Foram cruzados no Biotério da Unidade de
Neurocomportamento do IBMC. Foram seguidas as orientagdes da Institui¢do
relativamente a experimenta¢do animal. Todos os ratos foram mantidos num ciclo de 12
horas luz/escuro (luzes acesas as 7:00h) e tinham livre acesso a comida e dgua. No
inicio, as fémeas foram colocadas com machos entre as 20:00h e as 8:00h do dia
seguinte. Todas as ninhadas foram reduzidas a 8 crias (4 machos e 4 fémeas). Os ratos
do grupo da cocaina receberam injecg¢des por via subcutinea de hidrocloreto de cocaina
(Sigma Chemical Co., St. Luis, MO), na dose de 15 mg/Kg de peso corporal/dia em
soro fisiologico 0,9%, numa concentra¢io de 1,5% desde o dia a seguir ao nascimento
(dia pés-natal 1 ou DPN1) até ao DPN30. Cada dose diéria foi dividida em duas partes
iguais, a primeira administrada entre as 8:30h e as 9:00h e a segunda entre as 18:00h e
as 20:00h. Os controlos receberam soro fisiologico, por via subcutdnea, em doses
isovolumétricas de acordo com o mesmo protocolo experimental. As crias foram

separadas das maes no DPN21.
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Testes Comportamentais

Teste de natacido forcada (“forced swim test”)

Foi usado o método descrito por Porsolt et al. (1977) com algumas
modifica¢des. Originalmente, este método consiste em colocar ratos individualmente
num cilindro vertical de plexiglass (altura de 40 cm e didmetro de 18 cm) com 15 cm de
4gua mantida & temperatura de 25 °C. Depois de estarem 15 min. no cilindro os ratos
sdo retirados e sdo secos durante 15 min. numa cabina de calor (32 °C) antes de
voltarem para as suas gaiolas individuais. Vinte e quatro horas depois os ratos sdo
recolocados no cilindro onde ¢ medida a duragdo total de imobilidade num teste de 5
min. Os ratos submetidos a este procedimento ficaram imdveis durante 75% do tempo
de duragdo do teste.

No presente trabalho foi usado um recipiente cilindrico (54 cm de altura) com 45
cm de 4gua (Figura 1. a) para evitar que os animais tocassem o fundo com as caudas e
com didmetro de 47 cm para proporcionar maior variedade de comportamentos. A
temperatura da agua foi de 24 °C (+/- 1°C). Foram avaliados neste teste 16 ratos do
grupo controlo e 16 do grupo exposto a cocaina, individualmente aos 26 e 27 dias de
idade, durante 5 minutos as 12:00h. As sessdes foram gravadas por cdmara de video
colocada & altura de 1 metro de distancia do recipiente. Apos cada sessdo cada rato era
seco com tecido absorvente e recolocado na sua gaiola. Foram definidas as seguintes
categorias comportamentais: natagdo rapida, natacfio lenta, bragadas, boiar, deslizar,
mergulhar e mergulhar a cabega. Estas categorias comportamentais foram definidas por
observacio ad libitum do comportamento dos ratos no cilindro. A andlise dos dados foi
efectuada com o Observer 4.0 (Noldus, Information Tecnology) e cada categoria

comportamental na dgua foi pontuada pela duragéo.
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Actividade no open-field

A actividade no open-field (San Diego Instruments) (Figura 1. b) foi registada
para as idades DPN14, 21 ¢ 30 em 3 sessbes por idade de 15 minutos cada, 5 horas a
seguir a primeira injec¢do didria. Foram testados 40 ratos do grupo exposto a cocaina e
40 do grupo controlo. Para avaliar a actividade correspondente a idade DPN14 e DPN21
os ratos foram testados no proprio dia e nos dois dias seguintes. Para registar a
actividade correspondente a0 DPN30 os ratos foram testados no proprio dia e nos dois
dias anteriores. Foram determinados os seguintes pardmetros: comportamento de se pdr
de pé e actividade no centro e na periferia. A soma destes comportamentos foi
considerada como a actividade global. A arena do open field foi limpa antes de cada
animal ser testado e foi considerado um periodo de 2 minutos de adaptagdo antes do

inicio das contagens.

Interaccgdes sociais

A partir do DPN21 os ratos foram filmados em grupos de quatro provenientes da
mesma ninhada, para apreciagdo das interacgdes sociais. No primeiro dia juntaram-se
quatro machos, no segundo quatro fémeas e no terceiro dois machos e duas fémeas e
assim sucessivamente até ao DPN29. Foram colocados numa caixa branca de plastico
com serrim com 40 cm de altura, 60 cm de comprimento e 53 cm de largura, com uma
luz infravermelha de 100W a uma distincia de 120 cm da base da caixa em altura
(Figura 1. ¢). As sessdes foram gravadas com cimara de video colocada a 116 cm de
altura dos ratos. Tiveram a duragfo de 1 hora, com inicio entre as 17:00h e as 18:00h,
antes da 2 injeccdo didria. No presente trabalho foram utilizados, para andlise das
interacgBes sociais, os primeiros 15 min. do filme efectuado no DPN29 em que

interagiram dois machos e duas fémeas de cada ninhada. Foram analisadas 5 ninhadas, 3
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de ratos expostos a cocaina e 2 de ratos controlo. A andlise dos dados foi feita com o
Observer 4.0 (Noldus, Information Technology) e as interacgdes sociais foram
pontuadas pela frequéncia. Foram definidas as seguintes categorias: boxe, luta, ataque,
persegui¢do, postura erecta ofensiva, grooming agressivo, postura de ameaga, morder,
pontapear, empurrar, postura erecta defensiva, postura de submissdo, postura erecta de

submissdo, fuga, petrificado, rastejar por baixo e cheirar.

Figura 1. Testes comportamentais. a) TNF; b) open-field; c) interaccdes sociais.

34



A diada amigdala-cocaina como paradigma neurobiolégico num modelo de neurotoxicologia do desenvolvimento

35



A diada amigdala-cocaina como paradigma neurobiolégico num modelo de neurotoxicologia do desenvolvimento

Estudos Morfologicos

Imunocitoquimica

No DPN30, 2 machos e 2 fémeas de cada ninhada foram anestesiados com
solugdo de ketamina e acepromazina (500 plL/rato) e foram perfundidos por via
intracardiaca com 150 a 250 ml duma solugdo fixadora de paraformaldeido a 4% em
tampdo fosfato 0,1M (pH 7.4). De seguida, o cérebro foi cuidadosamente retirado e
colocado durante 90 min. na mesma solucfo fixadora apds o que foi mudado para uma
solucdio de sacarose a 30% em tampdo fosfato 0,1M para criopreservagdo. Depois de
devidamente criopreservado o cérebro foi cortado num microtomo de congelagdo em
seccdes de 40 um e estas seriadamente recolhidas para solugdo de PBS. As secgoes
foram distribuidas pelos seguintes procedimentos: 1) técnica de Nissl modificada; 2)

imunocoloragdo com anticorpo anti-TH; e 3) imunocolora¢ido com anticorpo anti-5-HT.

Técnica de Nissl

As secgdes obtidas foram coradas usando um procedimento de Nissl modificado
(Moore & Bloom, 1978) para permitir a comparag#o citoarquitectonica com c€lulas néo
coradas das mesmas areas cerebrais. As sec¢bes foram lavadas em PBS 0,1IM para
remover vestigios da solugdo fixadora, colocadas em laminas cobertas de gelatina e
deixadas a secar a 4 °C. Depois de secas as ldminas foram colocadas em etanol a 70%
durante 2H. Depois foram coradas com uma solugdo de azul de tionina, lavadas em agua
destilada, diferenciadas em etanol absoluto e clarificadas em xilol. As liminas foram

montadas com Histomount.
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Expressdo imunocitoquimica do anticorpo anti-TH

As secgdes de cérebro foram lavadas com PBS, tratadas com H202 em PBS
numa concentragdo de 3%, incubadas durante uma hora numa solugdo PBS 0,IM com
soro normal de porco (DACO A/S, Denmark) e 0,3% de Triton X-100. Depois de
lavadas, foram incubadas durante uma noite a 4 °C, em soro primario anti-TH (Affiniti
Research Products Ltd.) (anticorpo de coelho policlonal purificado com afinidade anti-
TH, a 1:2000 na solu¢do anterior). Posteriormente as sec¢des foram incubadas em
anticorpo secundario (DACO A/S, Denmark) (imunoglobulina de porco isolada com
afinidade & biotina para imunoglobulina de coelho), e depois tratadas com complexo
ABC (complexo avidina-biotina) (Vector Laboratories) e reveladas com 3,3-
diaminobenzidina (DAB). Finalmente, depois de lavadas, as secgdes foram montadas
em ldminas gelatinadas, desidratadas ¢ montadas com Histomount. A observagdo das
laminas foi efectuada com o microscopio 6ptico Olympus BX 50. Foram observadas
secgdes correspondentes ao nivel 29 do Atlas de Palkovits ¢ Brownstein (1988), onde
foi realizada a caracterizagio dos neurdnios com expressio para o anticorpo anti-TH no
nucleo central da amigdala e as fibras com a mesma expressdo nos nucleos central e

medial da amigdala, bem como as do grupo de niicleos basilateral.

Expressido imunocitoquimica do anticorpo anti-S-HT

O procedimento foi semelhante ao anterior mas o anticorpo primario usado foi o
que tem afinidade para a 5-HT (oferta do Professor J. Parnavelas, University College,
Londres) a 1:15000 e a incubagdo decorreu durante 2 noites.

De cada animal foi seleccionada, por observacdo em microscopio Optico
Olympus BX 50, uma sec¢do correspondente ao nivel 30 do atlas de Palkovits e

Brownstein (1988), em que estivesse bem representada a amigdala basilateral. Em cada
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sec¢do foi considerada e discriminada a amigdala esquerda e a direita. A zona
basilateral da amigdala foi entdo fotografada com ampliacdo de 10X com a cdmara
Olympus Camedia Digital C-2000Z e a imagem tratada com o programa de software
Olympus DP-Soft de forma a delimitar ¢ medir a area da amigdala basilateral onde
foram contados os corpos celulares com expressdo do anticorpo anti-5-HT, com recurso
4 observacdo no microscopio optico para confirmagfio. O nimero de células foi
expresso em células/mm?2 e foi efectuada para cada sec¢do a média entre a amigdala
direita e esquerda.

Relativamente a distribuicdo das fibras serotoninérgicas foi efectuada uma
analise semi-quantitativa por observagfio directa ao microscopio Optico de toda a
amigdala, direita e esquerda, nas duas sec¢des seleccionadas. Foram consideradas 3

categorias: muitas fibras, poucas fibras e um nivel intermédio.

Determinacdes Neuroquimicas

No DPN30 2 machos e 2 fémeas de cada ninhada foram decapitados e a
amigdala dissecada (de acordo com o Atlas de Palkovits e Brownstein (1988)) de ambos
os hemisférios cerebrais. As amigdalas esquerda e direita foram depois congeladas e
armazenadas a —80 °C até serem usadas para as determinagdes. As concentragdes de
dopamina (DA), serotonina (5-HT), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), e acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram quantificadas por um método modificado de
cromatografia liquida de alta resolugdo com detecgéo electroquimica (HPLC/EC) (Ali et
al., 1993) num sistema da Gilson Medical Electronics, Inc (Pump 307, Electrochemical

Detector 142, Autoinjector 234 e 712 HPLC Controller Software versio 1.30). As
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amigdalas dissecadas foram pesadas e diluidas em 300 pl de acido perclérico a 0,2 N. O
tecido foi desagregado por ultrasonificagio e centrifugado (15000 g; 7 min.), o
sobrenadante foi filtrado através do filtro Costar micro centrifuge (0.2 pm) e 50 pl
foram injectados no sistema HPLC/EC para separagdo da DA, da 5-HT e dos seus
metabolitos. A razdo entre 0 DOPAC e a DA foi determinada para cada animal e usada
como indice da taxa de furnover da DA. A razdo entre o 5-HIAA e a 5-HT foi usada

como indice da taxa de turnover da 5-HT.

Analise Estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi efectuada através dos testes paramétricos,

t teste e analise de varidncia, e pelo teste ndo paramétrico Mann- Whitney.
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Resultados
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Testes Comportamentais

Teste de natacgio forcada

O Quadro 1 mostra as médias, os desvios-padrdo, e as diferencas obtidas,
relativamente a 1% sessdo do teste de natagio forgada, entre os grupos de controlo e de
animais expostos a cocafna, para o tempo de duragdo das categorias comportamentais
consideradas: natacfo rapida, natagdo lenta, bragadas, boiar, mergulhar e mergulhar a
cabega. Verifica-se que os ratos do grupo exposto a cocaina passaram menos tempo em
natagfio rapida e em natagdo lenta do que os ratos do grupo controlo. O Quadro 2 mostra
as médias, os desvios-padrio, e as diferengas, relativamente a 2* sessdo do teste para a
duragdo das mesmas categorias. Verifica-se que os ratos do grupo de animais expostos a
cocaina passam menos tempo em natagfio rapida e em natagdo lenta e mais tempo a

boiar do que os do grupo de controlo.

Quadro 1- Médias (M), desvios-padrio (DP) e diferencas para a duragdo das categorias
estudadas no teste de natacdo forgada para os dois grupos na 1" sessdo.

Controlo (n=16) Cocaina (n=16)

Categorias M (DP) M (DP) t(30) p
Natagéo rapida 33,63 (11,92) 17,75 (10,98) -3,92 <0,001
Natagdo lenta 69,44 (32,94) 47,88 (25,57) -2,07 <0,05
Bracadas 129,19 (23,05) 149,81 (50,58) 1,48 0,15
Boiar 60,56 (27,19) 75,75 (37,40) 131 0,20
Deslizar 6,25 (6,69) 8,69 (9,30) 0,85 0,40
Mergulhar 0,31 (1,25) 0,06 (0,25) -0,78 0,44
Mergulhar cabe¢a 0,13 (0,50) 0,06 (0,25) -0,45 0,66
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Quadro 2- Médias (M), desvios-padrio (DP) e diferengas para a duragéo das categorias
estudadas no teste de natagio forgada para os dois grupos na 2* sessdo.

Controlo (n=16) Cocaina (n=16)

Categorias M (DP) M (DP) t(30) P
Natagdo rapida 17,00 (7,89) 10,25 (6.73) -2,60 <0,05
Natagdo lenta 85,06 (41,85) 54,06 (37,63) -2,20 <0,05
Bracadas 80,94 (26,38) 77,31 (47,28) -0,27 0,79
Boiar 106,88 (37,85) 144,00 (48,63) 2,41 <0,05
Deslizar 9,06 (10,42) 13,75 (16,43) 0,96 0,34
Mergulhar 0,94 (2,77) 0,50 (1,41) -0,56 0,58
Mergulhar cabega 0,31 (0,70) 0,13 (0,34) -0,96 0,35

Utilizou-se uma analise de variincia que compara grupo (controlo vs. cocaina) X
sessdo (1* sessdo vs. 2° sessdo) e os resultados indicam que, para a categoria natagdo
rapida, ha uma diferenga de grupo (F(1,30)=17,62, p<0,001), os ratos do grupo exposto
a cocaina nadaram menos; ha uma diferenga entre sessdes (F(1,30)=33,81, p<0,000), na
2% sessfio os ratos nadaram menos; e ha uma interacgdo entre o efeito de grupo € o de
sessdo (F(1,30)=4,84, p<0,05) (Figura 2), pelo facto de serem de diferentes grupos, t€m
comportamentos diferentes nas duas sessdes a que foram submetidos. Para a categoria
natago lenta apenas existe diferenca entre grupo (F(1,30)=6,32, p<0,05), os ratos do
grupo exposto a cocafna nadaram menos. Para a categoria bragadas apenas existe
diferenca entre sessdes (F(1,30)=150,76, p<0,000), na 2° sessdo os ratos passaram
menos tempo no comportamento de bragadas; acresce ainda a interac¢do entre 0 efeito
de grupo ¢ o de sessdo (F(1,30)=6,08, p<0,05) (Figura 3). Para a categoria boiar sé ha
diferenca de grupo (F(1,30)=5,27, p<0,05), os ratos do grupo exposto a cocaina boiaram

mais; ¢ entre sessdes (F(1,30)=59,05, p<0,000), na 2 sessdo os ratos boiaram mais. Para
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as categorias deslizar, mergulhar e mergulhar a cabeca ndo existem diferengas na

analise de varidncia efectuada.
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Figura 2. Tempo dispendido em natag8o rapida durante a primeira e a segunda sessdes de testes.
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Figura 3. Tempo dispendido em bragadas durante a primeira e a segunda sessdes de testes.
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Foi efectuada uma analise de varidncia que compara grupo (controlo vs. cocaina)
X sexo (fémea vs. macho) X sessdo (1* sessdio vs. 2* sessdo) para cada categoria de
comportamento considerada no teste de natagdo forgada. Verificou-se apenas uma
interacgfio entre grupo, sexo € sessdo para categoria comportamental deslizar
(F(1,28)=6,37, p<0,05), significando que os machos sujeitos a exposi¢do a cocaina

deslizaram mais na 2? sessdo.

Actividade no Open Field

Os Quadros 3, 4 e 5 mostram as médias, desvios-padréo e diferengas para os
grupos de controlo e de animais expostos & cocaina relativamente a actividade no open
field de acordo com as categorias de actividade consideradas: levantar, actividade no
centro, actividade na periferia e a actividade global, para as 3 sessSes correspondentes
ao DPN14, DPN21 e DPN30, respectivamente. No DPN14 os ratos do grupo exposto a
cocaina foram mais activos, nas 3 sessdes, relativamente as categorias actividade na
periferia e actividade global. No DPN21 os ratos do grupo exposto a cocaina foram
mais activos, apenas na 1* sessdo, relativamente as categorias actividade na periferia e
actividade global. No DPN30, os ratos do grupo exposto & cocaina foram menos

activos, apenas na 1° sessdo, no que se refere a actividade de levantar e no centro.
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Quadro 3- Médias (M), desvios-padrio (DP) e diferengas para a actividade estudada no open

field nos dois grupos para as 3 sessdes correspondentes ao DPN14.

1* sessdo 2" sessdo 3" sessdo
Controlo Cocaina Controlo Cocaina Controlo Cocaina
(n=40) _ (n=40) (n=40) _ (n=40) (n=40) _ (n=40)
M M H78) p M M W78) p M M (78) p
(DP) (DP) (DP) (DP) (DP) (DP)
Levantar 1943 18,10 028 078 |12,00 1125 025 080 1705 23,13 09 034
(22,79)  (20,10) (19,10)  (9.85) (33.12)  (22,17)
Centro 5,70 243 131 0,19 |043 290  -168 010 |1,08 238 -138 0,17
(1523)  (4,06) a7 917 (331)  (494)
Periferia 115,13 24555 -308 <001 |53,13 15355 430 <0001 |4685 13323 -381  <0,001
(120,28) (239.22) (88,46)  (118.27) (82.39) (117,23)
Activ. 14025 266,08 273 <001 |6565 167,70 -392 <0001 |6498 15873 -330 <001
global (137,59) (257.33) (106,75) (12522) (11585) (137.31)
Quadro 4- Médias (M), desvios-padrdo (DP) e diferengas para a actividade estudada no open
field nos dois grupos para as 3 sessdes correspondentes ao DPN21.
1° sessdo 2" sessdo 3" sessdio
Controlo Cocaina Controlo Cocaina Controlo Cocaina
(n=40)  (n=40) (n=40) _ (n=40) 1=40)  (n=40
M M M M M M
(DP) (DP) W78) p (DP) (DP) (78) p (DP) (DP) t(78) p
Levantar 4078 50,58 092 036 |2883 2378 093 036 |4445 4250 026 080
(3396)  (57,77) (27.42)  (20,83) (30.68)  (36,99)
Centro 7,38 1368  -185 007 |3,05 465  -131 020 |85 673 070 049
(9.22)  (19,44) (5.80)  (5.14) (928)  (8.94)
Periferia 18735 28178 -2.53 <005 |149,13 19253 -195 006 |[21210 25003 -195 022
(100,81) (213.72) (92,50)  (105,97) (112,76) (155,72)
Activ. 23550 34603 223 <005 |181,00 22095 -146 0,15 [26460 29925 0,90 037
Global (136,63) (282,36) (118,53) (124,92) (14425) (195.47)
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Quadro 5- Médias (M), desvios-padrio (DP) e diferengas para a actividade estudada no open
field nos dois grupos para as 3 sessdes correspondentes ao DPN30.

1* sessdio 2° sessdo 3" sessdo
Controlo Cocaina Controlo  Cocaina Controlo Cocaina
(n=40) _ (n=40) (=40) _ (n=40) | (1=40) (n=40)

M M M M M M

(DP) (DP) W78) p (DP) (DP) W78) p (DP) (DP) W78) p
Levantar 44,06 30,05 2,37 <0,05 |44.93 38,90 1,05 0,30 53,03 40,65 1,45 0,15

(29,83) (22.46) (25,62) (25,55) (39,19)  (36,91)
Centro 13,61 8.55 2,03 <0,05 13,45 10,20 1,04 0,30 17,50 11,10 1,79 0,08

(13.15) (8,72) (17.39)  (9.22) (19,38) (11,73)

Periferia 257,18 22345 143 0,16 27120 249,63 0,79 0,43 274,33 26825 0,19 0,85

(100,21) (110,45) (123,35) (119.42) (120,41) (160,40)
Activ. 31485 262,05 1,77 0,08 33820 30488 0,95 0,34 340,20 320,00 049 0,62
global (132,25) (135,18) (168,10) (143,90) (161,29) (203,28)

Foi efectuada uma analise de varidncia que compara grupo (controlo vs. cocaina)
X sessdo (1? sessdo vs. 2% sessdo vs. 3% sessdo) para cada idade e para cada categoria de
comportamento.
DPN14

Para a categoria levantar existe apenas diferenga entre sessdes (F(2,156)=4,59,
p<0,05). Para a categoria actividade no centro ndo existem diferencas. Para a categoria
actividade na periferia ha diferencas de grupo (F(1,78)=20,47, p<0,000), os ratos do
grupo exposto a cocaina tiveram mais actividade na periferia, e diferengas de sessdo
(F(2,156)=15,68, p<0,000), houve decréscimo da actividade na periferia ao longo das 3
sessOes. Para a categoria actividade global ha diferengas de grupo (F(1,78)=16,64,

p<0,000) (Figura 4) e diferengas de sessdo (F(2,156)=13,72, p<0,000) (Figura 5).
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Figura 4. Actividade global no open-field no DPN14,
efeito principal para o grupo (controlo vs. cocaina)
(F(1,78)=16,64; p<0,000).
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Figura 5. Actividade global no open-field no DPN14,
efeito principal para a sessdo (1* sesséio vs. 27 sessfo vs.
3 sessiio) (F(2,156)=13,72; p<0,000).

Para a categoria levantar ha diferencas entre sessdes (F(2,156)=11,27, p<0,000).

Para a categoria actividade no centro ha diferencas entre sessbes (F(2,156)=8,71,

p<0,001). Para a categoria actividade na periferia ha diferencas de grupo (F(1,78)=7,11,

p<0,01), os ratos do grupo exposto a cocaina tiveram mais actividade na periferia e de

sessdo (F(2,156)=7,52, p<0,001). Para a categoria actividade global ha diferengas de

grupo (F(1,78)=4,58, p<0,05), os ratos do grupo exposto a cocaina tiveram mais

actividade global (Figura 6), e de sessdo (F(2,156)=8.,98, p<0,000) (Figura 7).
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Figura 6. Actividade global no open-field no
DPN21, efeito principal para o grupo (controlo vs.
cocaina) (F(1.78)=4,58; p<0,05).

DPN30

Actividade global

B

E

E

B

Fsesslo

Figura 7. Actividade global no open-field no DPN21,
efeito principal para a sessdo (17 sessfio vs. 2° sessfo vs.
3" sessdo) (F(2,156)=8,98; p<0,000).

Para a categoria levantar hé diferengas de grupo (F(1,78)=5,21, p<0,05), os ratos

de grupo ou de sessdo (Figuras 8 € 9).
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Figura 8. Actividade global no open-field no DPN30,
efeito principal para o grupo (controlo vs. cocaina)
(F(1,78)=2,35; ns).
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do grupo exposto a cocaina levantaram-se menos. Para a categoria actividade no centro
ha diferengas de grupo (F(1,78)=5.03, p<0.05), os ratos do grupo exposto a cocaina
tiveram menos actividade no centro. Para a categoria actividade na periferia no ha

diferencas de grupo ou de sessdo. Para a categoria actividade global ndo ha diferengas
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Figura 9. Actividade global no open-field no
DPN30, efeito principal para a sessdo (1° sessio
vs. 2" sessdo vs. 3% sessdo) (F(2.156)=1,76; ns).
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Para as categorias comportamentais consideradas foi efectuada uma analise de
varidncia que compara grupo (controlo vs. cocaina) X idade (DPN14 vs. DPN21 vs.
DPN30) e verificou-se que para a categoria levantar ha diferencas de idade
(F(2,156)=44,43, p<0,000), aumentando com a idade. Para a categoria actividade no
centro hé diferencas de idade (F(2,156)=43.,47, p<0,000), aumentando com a idade, e
interac¢do entre o efeito de grupo e o de idade (F(2,156)=5,85, p<0,01).

Para a categoria actividade na periferia ha diferen¢as de grupo (F(1,78)=9,41,
p<0,01), ha diferengas de idade (F(2,156)=60,00, p<0,000) e interac¢éo entre o efeito de
grupo e o de idade (F(2,156)=13,39, p<0,000) (a actividade na periferia aumentou com
a idade e foi maior no grupo de ratos exposto a cocaina).

Para a categoria actividade global ha diferencas de grupo (F(1,78)=5,24,
p<0,.05), ha diferengas de idade (F(2,156)=63,78, p<0,000) e ha interac¢do entre o
efeito de grupo e de idade (F(2,156)=11,66, p<0,000), a actividade global aumentou

com a idade e foi maior no grupo de ratos expostos a cocaina (Figura 10).
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Figura 10. Actividade global no open-field, interacgdo entre

efeito de grupo (controlo vs. cocaina) ¢ de idade (DPNI14 vs.
DPN21 vs. DPN30) (F(2.156)=11,66; p<0,000).
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Utilizou-se uma analise de varidncia que compara grupo (controlo vs. cocaina) X
sexo (fémea vs. macho) X sessdo (1? sessdo vs. 27 sessdo vs. 3" sessdo) para as categorias
comportamentais levantar, idas ao centro e idas a periferia para cada idade estudada.
Verificou-se que, para a categoria levantar no DPN30, ha interacgio entre grupo sexo ¢
sessdo (F(2,152)=5,21, p<0,01); para a categoria idas ao centro no DPN30 ha interacgdo
entre grupo sexo e sessdo (F(2,152)=3,28, p<0,05); para a categoria idas a periferia no
DPNI14 ha interacgio entre grupo sexo e sessdo (F(2,152)=4,89, p<0,01). Para a
categoria actividade global utilizou-se uma analise de varincia que compara grupo
(controlo vs. cocaina) X sexo (fémea vs. macho) X idade (DPN14 vs. DPN21 vs.

DPN30) niio havendo quaisquer diferengas significativas.

Para a analise da defecagfio no open-field fez-se a média dos valores obtidos nas
respectivas sessdes das idades DPN21 ¢ DPN30. Na idade DPN14 néo defecaram. O
Quadro 6 mostra as médias, os desvios-padrdo e as diferengas para os ratos do grupo

controlo e do grupo exposto a cocaina.

Quadro 6- Médias, desvios-padrio e diferengas na defecagdo no open-field para os ratos do
grupo controlo e do grupo exposto a cocaina nos DPN21e DPN30.

Controlo (n=16) Cocaina (n=16)

Idade M (DP) M (DP) £(30) P
DPN21 2,69 (1,15) 1,78 (1,02) 2,36 <0,05
DPN30 2,10 (1,45) 3,42 (1,50) 22,53 <0,05
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Da analise efectuada verificou-se néio haver diferengas entre os sexos. A andlise
de varidncia efectuada, grupo (controlo vs. cocaina) X idade (DPN21 vs. DPN30),
demonstrou haver interacgdo entre grupo e idade (F(1,28)=15,42, p<0,001) (Figura 11).

Os animais do grupo exposto a cocaina no DPN30 defecaram mais.
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Figura 11. Defecagiio no open-field, interacgio entre efeito de grupo (controlo vs. cocaina) ¢ de
idade (DPN21 vs. DPN30) (F(1,28)=15,42; p<0,001).

Interacgdes sociais

Os comportamentos postura de ameaga e petrificado ndo foram observados em
nenhum animal em qualquer dos grupos. O Quadro 7 mostra as médias, os desvios-
padriio e as diferengas para cada comportamento registado. A comparagdo entre as
médias foi feita pelo teste U de Mann-Whitney. Verifica-se que os ratos do grupo
exposto a cocafna tém mais comportamentos de postura erecta ofensiva, de postura
erecta defensiva e de cheirar. Foram efectuadas andlises que demonstraram ndo haver

diferencas entre 0s sexos.
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Quadro 7. Médias , desvios-padrio e diferencas para os comportamentos registados nas
interacgdes sociais.

Controlo (n=8) Cocaina (n=12)

Categorias M (DP) M (DP) z p
Boxe 4,88 (3,64) 4,50 (3,50) -0,16 ns
Luta 23,88 (20,61) 36,83 (13,88) -1,24 ns
Perseguicio 6,00 (4,84) 6,75 (4,18) -0,43 ns
Fuga 6,88 (4,26) 6,75 (3,98) -0,12 ns
Ataque 16,25 (11,22) 19,58 (9,96) -0,81 ns
Postura erecta ofensiva 0,00 (0,00) 0,75 (0,87) -2,29 <0,05
Grooming agressivo 5,13 (4,09) 7.83 (5,69) -0,93 ns
Morder 0,63 (0,74) 0,83 (0,72) -0,67 ns
Pontapear 3,63 (4,50) 5,17 (4,30) -0,97 ns
Empurrar 8,25 (7.21) 12,42 (5,74) -1,40 ns
Postura erecta defensiva 1,88 (2,47) 5,67 (3,52) -2,52 <0,05
Postura erecta de submissio 0,00 (0,00) 0,25 (0,45) -1,50 ns
Postura de submissao 0,38 (0,52) 0,83 (0,83) -1,23 ns
Rastejar por baixo 0,88 (1,13) 1,50 (1,31) -1,12 ns
Cheirar 25,25 (5,20) 33,00 (8,40) -2,05 <0,05

Estudos Morfologicos

Coloracio de Nissl

A Figura 12 apresenta cortes sequenciais da amigdala direita dum animal do
grupo controlo no sentido rostrocaudal. O primeiro corte corresponde ao nivel 21 do
Atlas de Palkovits e Brownstein (1988) e distam 240 pm entre eles. Ndo foram
encontradas diferencas citoarquitecténicas entre o grupo de animais exposto & cocaina ¢

o grupo controlo.

Figura 12. Fotografias de secgdes da amigdala direita de um animal do grupo controlo no DPN30 coradas pelo
método de Nissl. A primeira secgdo corresponde ao nivel 21 do Atlas de Palkovits e Brownstein (1988) ¢ distam 240

pm entre si. Fotografias de a) a h) no sentido rostrocaudal. Barra=500 pm.
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Expressdo imunocitoquimica do anticorpo anti-TH

Nao foram observadas alteracSes morfolégicas na expressdo imunocitoquimica
do anticorpo anti-TH a nivel dos corpos celulares do nucleo central da amigdala (Figura
13. b, ¢) para o grupo de animais expostos a cocaina em relagdo ao grupo controlo.
Também a distribuigiio desta expressdo ndo parece ter sido alterada. Este nucleo foi o
Gnico a demonstrar corpos celulares com expressdo do anticorpo anti-TH. Também ndo
foram encontradas diferencas na distribuigdo das fibras nos micleos central, medial e
grupo basilateral de nicleos entre o grupo de animais tratados com cocaina € 0 grupo

controlo (Figura 13. d, e).

Expressdo imunocitoquimica do anticorpo anti-5-HT

Quanto a andlise do nimero de células por mm2 de 4rea analisada do grupo de
niicleos basilateral da amigdala de ratos com DPN30 ndo foram detectadas diferengas
significativas entre os grupos exposto a cocaina e controlo (Figura 14. f, g), bem como
relativamente & morfologia e distribuigdo das células (Figura 14. b, c) e fibras (Figura
14. d, ). Também ndo se encontraram diferencas significativas devidas a lateralidade

hemisférica da amigdala.

Figura 13. Fotografias da expressdo imunocitoquimica do anticorpo anti-TH. a) secgio de cérebro de rato do grupo
controlo para mostrar a amigdala direita ampliada a 4X; barra= 500 um. b) ¢ ¢) células com expressdo do anticorpo
anti-TH do nticleo central da amigdala de animais do grupo controlo e exposto 4 cocaina respectivamente ; ampliagdo
de 40X; barra=50 pm. d) e €) fibras com expressdo do anticorpo anti-TH do niicleo central da amigdala de animais do

grupo controlo € exposto & cocaina respectivamente ; ampliagéo de 40X; barra=50 pm.
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Do grupo controlo os machos apresentaram em média (n=3) 343 células/mm2
(erro padrio da média (EPM) de 232), e as fémeas (n=3) 364 (EPM de 246). Do grupo
exposto 4 cocaina os machos apresentaram em média (n=3) 293 células/mm2 (EPM de
16), e as fémeas (n=3) 152 (EPM de 55). Verifica-se que apenas ha diferengas
significativas entre os machos e fémeas expostos a cocaina. As fémeas apresentaram um
mimero maior de células com expressdo do anticorpo anti-5-HT (Mann-Whitney, z = -
1,96, p = 0,05). Quanto a analise semiquantitativa da distribui¢do das fibras com
expressdo do anticorpo anti-5-HT na amigdala, nfio se encontraram diferengas entre 0s
grupos (Figura 14. d, e). No entanto, pode dizer-se que no grupo de animais exposto a
cocaina a distribui¢do de fibras foi classificada mais frequentemente nos niveis 1 ¢ 2 e

no grupo controlo nos niveis 2 e 3.

Figura 14. Fotografias da expressdo imunocitoquimica do anticorpo anti-5-HT. a) sec¢do de cérebro de rato do grupo
controlo para mostrar a amigdala direita ampliada a 4X; barra= 500 pm. b} ¢ ¢) células com expressdo do anticorpo
anti-5-HT do nucleo lateral da amigdala de animais do grupo controlo e exposto & cocaina respectivamente;
ampliagdo de 40X; barra=50 pm. d) ¢ e) fibras com expresséo do anticorpo anti-5-HT do nicleo medial da amigdala
de animais do grupo controlo e exposto & cocaina respectivamente; ampliagiio de 40X; barra=50 pm. f) e g) drea e
contagem das células do grupo basilateral da amigdala de animais do grupo controlo € exposto a cocaina

respectivamente; ampliagéo de 10X; barra=200 pm.
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Determinag¢oes Neuroquimicas

A concentra¢do de dopamina (DA) (Quadro 8) foi significativamente inferior no
DPN30 no grupo de animais exposto a cocaina (F(1,23)=13,79, p<0,01) e houve
interacgdo entre grupo, sexo e lado (F(1,23)=7,85, p<0,05) (Figura 15). O teste de
Scheffé revelou para a DA haver diferenca significativa para a lateralidade hemisférica
da amigdala em que a esquerda apresentou maior concentragdo (p<0,05). Ndo foram
encontradas diferengas para a concentragio de DOPAC. A taxa de turnover da DA foi
significativamente superior no grupo de animais exposto a cocaina (F(1,22)=5,02,
p<0,05) (Figura 16). N3o foram encontradas diferengas no contetido catecolaminérgico
devidas a lateralidade hemisférica da amigdala relativamente a concentragdo de DOPAC

ou ao turnover da DA.

Quadro 8. Concentragdes de DA e DOPAC, e furnover da DA na amigdala de ratos com DPN30
expostos a cocaina e respectivos controlos. Valores representam médias (DP) expressas em
ng/100 mg peso de tecido humido.

Grupo Género  Lado DA DOPAC turnover DA
Controlo  Macho Direito 45,92 (5,08) (n=5) 24,41 2,10) n=5) 0,54 (0,08) (n=5)
Esquerdo 51,17 (3,84) n=5) 25,03 (5,41) n=5) 0,49 (0,08) (n=5)
Fémea Direito 48,29 (5,00) (n=5) 24,38 (2,13) n=5) 0,51 (0,09) (n=5)
Esquerdo 46,98 (4,68) n=5)  23,85(3,03) »=5) 0,51 (0,08) (n=5)
Cocaina Macho Direito 41,06 (2,50) n=8) 25,51 (6,82) n=8) 0,62 (0,18) (n=8)
Esquerdo 40,83 (4,40) =8y 24,48 (8,52) =7y 0,59 (0,18) »=7)
Fémea Direito 37,25 (7,30) =100 24,73 (6,58) (n=10) 0,67 (0,13) (n=10)

Esquerdo

41,31 (7,84) m=10)

25,72 (4,90) (n=10)

0,65 (0,19) (n=10)
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Figura 15. Doseamento neuroquimico da DA na amigdala do rato dos grupos controlo ¢ exposto a
cocaina, interacgdio entre grupo, sexo e lado (FF(1,23)=7.85; p<0,05).

0,66

0,64

0,62

0,60

0,58

0,56

turnover da DA

0,54

0,52

0,50

0,48

controlo coca
GRUPO

Figura 16. Turnover da DA na amigdala do rato dos grupos controlo e
exposto & cocaina, efeito principal para o grupo (F(1,22)=5,02; p<0,03).
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Nio se encontraram diferencas significativas entre o grupo de ratos expostos a

cocaina e o grupo controlo relativamente as concentragdes de 5-HT, HIAA ou ao

turnover da 5-HT (Quadro 9). Também néo foram encontradas diferengas no contetdo

serotoninérgico devidas 2 lateralidade hemisférica da amigdala ou ao sexo do animal.

Quadro 9. Concentragdes de 5-HT e HIAA, e o turnover da 5-HT na amigdala de ratos com
DPN30 expostos a cocaina e respectivos controlos. Valores representam médias (DP) expressas
em ng/100 mg peso de tecido himido.

5-HT

HIAA

turnover 5-HT

Grupo  Género  Lado
Controlo Macho Direito
Esquerdo

Fémea Direito
Esquerdo

Cocaina Macho Direito
Esquerdo

Fémea Direito
Esquerdo

432,32 (117,56) (n=5)
358,38 (83,88) (n=5)
269,03 (131,43) (n=5)
247,06 (52,40) (n=5)
279,85 (137,46) (n=7)
395,01 (256,17) (n=8)
334,91 (240,36) (n=10)
338,92 (164,88) (n=9)

131,69 (20,14) (n=5)
119,89 (42,78) (n=5)
193,95 (125,61) (n=5)
185,36 (129,36) (n=5)
164,01 (86,18) (n=8)
247,09 (187,58) (n=8)
163,28 (123,05) (n=10)
214,49 (170,94) (v=10)

0,32 (0,09) (n=5)
0,35 (0,15) (n=5)
0,79 (0,61) (=5)
0,69 (0,38) (n=5)
0,76 (0,57) (=1
0,95 (1,08) (n=8)
0,54 (0,43) (n=10)
0,78 (0,86) (n=9)
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A estrutura e funcdo do cérebro constituem adaptagdes evolutivas para padroes
de vida que enriquecem a especificidade da espécie humana. A amigdala, no contexto
do desenvolvimento filogenético do SNC foi evoluindo de modo a servir a
funcionalidade mais importante para cada espécie de acordo com o seu papel comum a
todas elas: regulagio e expressdo das emogdes, particularmente o medo. Nos répteis, a
estimulagdo da amigdala é responsével pela expressdo dos comportamentos de defesa
que manifestam quando ameagados por um predador, tendo sido demonstrado que a
expressio destes comportamentos ¢ reduzida ou anulada em paradigmas lesionais desta
estrutura (Greenberg ef al., 1984; Tarr, 1977). Os mamiferos tém sido alvo de varias
experiéncias que demonstram que a estimulagio da amigdala provoca reacgdes do
sisterna nervoso auténomo e induzem imobilizagio, fuga e reacgdes de ataque defensivo
(LeDoux, 1987). Estas experiéncias foram realizadas em diferentes espécies e os
resultados demonstrados foram semelhantes, entre elas. No homem, os efeitos da
estimulagio da amigdala podem ser estudados com o auxilio da neurocirurgia em
situagdes patologicas designadamente em casos de epilepsia incuravel, e a experiéncia
vivencial mais frequentemente registada é uma sensagfo de pressentimento do perigo,
que conduz a sensagdo de medo (Gloor er al., 1981; Halgreen, 1992). Pacientes com
lesdo do lobo temporal que incluem a amigdala por cirurgia para tratamento da epilepsia
do lobo temporal apresentam diminuigdo das reacgdes condicionadas ao medo (Labar et
al., 1995). Apesar de as lesdes incluirem outras regides diferentes da amigdala sabe-se,
através das experiéncias em animais, que a lesdo da amigdala € a causa mais provavel
desta deficiéncia. Portanto, a amigdala centraliza as reac¢des do medo em todas as
espécies que a possuem. Este é um exemplo de que sem as experiéncias em animais ndo

seria possivel interpretar as experiéncias com seres humanos.
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A cocaina é uma droga de abuso usada frequentemente pelas mulheres em idade
fértil decorrendo deste facto um grande nimero de criangas expostas durante a gestagdo
aquela droga. A cocaina, como a maioria das drogas, atravessa a placenta entrando em
contacto com o tecido fetal incluindo o cérebro (Spear et al., 1989a). Virios estudos
clinicos tém atribuido consequéncias adversas ao uso de cocaina/multiplas drogas
durante a gravidez (e.g. Chasnoff et al., 1987; Oro & Dixon, 1987; Zuckerman ef al.,
1989). A investigagio tem sugerido que as criangas expostas a cocaina durante a
gestagdio apresentam alteragdes do comportamento neonatal como estado organizativo
deficitario, padrdes de sono anormais, défices alimentares (Chasnoff et al., 1987 ;
Chasnoff ef al., 1985; Neuspiel & Hamel, 1991; Oro & Dixon, 1987), aos trés meses
(Mayes ef al., 1995) e no inicio da idade escolar (Delaney-Black et al., 1998). No
entanto, um efeito causal ainda nfio foi demonstrado pois as conclusdes destes estudos
sdo confundidas por vérios factores que incluem ma nutrigio, abuso de vérias drogas,
doengas sexualmente transmissiveis, cuidados pré-natais deficientes, € 0 uso materno de

tabaco e dlcool (Neuspiel & Hamel, 1991).

Os Modelos Animais

Muitos dos problemas metodol6gicos relacionados com os estudos clinicos da
toxicologia do desenvolvimento das drogas de abuso ndo se verificam nos estudos em
animais. Os estudos em animais podem ser usados para confirmar e ampliar os
resultados dos estudos clinicos, antecipar outras possiveis consequéncias da exposi¢éo
precoce as drogas de abuso, proporcionar uma compreensao dos mecanismos
subjacentes aos efeitos comportamentais e sugerir eventuais abordagens terapéuticas.

Assim, para determinar os efeitos biologicos da exposigdo & cocaina no cérebro em
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desenvolvimento, especificamente atribuidos a cocaina, € necessario o uso de modelos
animais apropriados. Para tal ha varios aspectos a considerar. A escolha do modelo
animal implica que consideremos os custos, a informagfo ja existente sobre a espécie e
o estadio de maturidade na altura do nascimento. Na altura do nascimento o cérebro do
rato (um dos animais mais utilizado como modelo da exposi¢do a drogas durante a
gestacdio) encontra-se numa fase de desenvolvimento que corresponde grosseiramente
ao cérebro humano na 19° semana de gestagdo (Bayer es al, 1993). Portanto, a
administragio de cocaina ao rato no periodo pos-natal constitui um modelo da
exposi¢do humana a cocaina correspondente & Gltima metade da gravidez. Outro aspecto
importante a considerar é o método de administragdo da droga. Idealmente deveria ser
usada a mesma via de exposig¢do associada A exposi¢io no homem. A administragdo de
cocaina por via subcuténea ao rato tem sido associada a uma absorgdo répida e completa
(Misra, 1976) e os niveis maximos sdo atingidos 2 horas apos a administragdio crénica
didria (Nayak ef al., 1976). A dose da droga deve ser aquela que produz niveis no
cérebro ou plasma fetais semelhantes entre o animal de experiéncia € o homem
(Kutscher & Nelson, 1985), o que nos roedores ¢ normalmente conseguido com a
administragdo de doses superiores as do homem dadas as diferengas farmacocinéticas
entre as espécies (Rees et al., 1990). A frequéncia da administragdo de cocaina €
particularmente importante dado que sendo uma droga estimulante pode induzir
compensagdes fisiologicas diferentes (sensibilizagdo ou tolerancia) dependendo do tipo
de exposicio (episédica ou continua) (para revisdo ver Post, 1980). Outros aspectos
metodoldgicos importantes nos estudos de toxicologia do desenvolvimento em animais
s3o a determinagdio do tamanho da amostra, usando a ninhada como unidade de analise;
o controle de deficiente nutricio induzida pela droga; o controle de alteragdes no

comportamento maternal induzidas pela droga (questdo que ndo se coloca no presente
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estudo dado o uso de um modelo de exposigio pos-natal a cocaina); € a escolha das
varidveis dependentes que pode consistir em testes comportamentais mais dirigidos
havendo informagdio prévia sobre a teratologia neurocomportamental da droga ou se o
seu mecanismo de acgdo for conhecido no adulto como ¢ o caso da cocaina (Johanson &
Fischman, 1989; Spear, 1997; Spear ef al., 1989b).

Os modelos animais usados para estudar a toxicidade no desenvolvimento
frequentemente baseiam-se na exposi¢do pré-natal para demonstrar a teratogenicidade
comportamental da droga. Embora os estudos pré-natais abordem os efeitos das drogas
na divisdo e migragdo celulares, o periodo pos-natal precoce nos ratos representa um
periodo activo de diferenciagdo celular e de formagdo de sinapses. Além disto, 80% das
enzimas que sintetizam as catecolaminas, armazéns endégenos, e locais de recaptagio
de alta afinidade desenvolvem-se no periodo pés-natal nos roedores (Coyle & Axelrod,
1972; Johnston & Coyle, 1981). Durante a 1* semana pos-natal do rato a cocaina foi
capaz de inibir o furnover da DA no prosencéfalo, e durante as 2 primeiras semanas
inibiu o furnover da noradrenalina, o que foi relacionado com uma redugio na
actividade do impulso nervoso (Seidler ef al., 1995). Esta capacidade transitéria da
cocaina em interferir com a actividade noradrenérgica e dopaminérgica durante um
periodo em que a diferenciagfio ¢ regulada pelo input de neurotransmissores, pode ser

importante na interpretagdo da teratologia neurocomportamental da cocaina.

A Expressio Comportamental

O TNF tem sido usado experimentalmente para estudar a depressdo (e.g. Weiss
et al., 1998). Quando os roedores sdo expostos ao TNF tipicamente assumem uma

postura imével, que € atribuida a um estado de desespero comportamental, considerando

65



A diada amigdala-cocaina como paradigma neurobiolégico num modelo de neurotoxicologia do desenvolvimento

que os animais perderam a esperanga de escapar (Porsolt et al., 1978). Neste trabalho os
ratos foram submetidos ao TNF apés exposi¢do cronica didria de cocaina desde o
DPNI. Portanto os resultados reflectem o efeito da exposi¢o cronica a cocaina durante
o periodo final do desenvolvimento do rato. Os ratos do grupo exposto a cocaina
passaram menos tempo em natacfo rapida e lenta logo na 1 sessdo relativamente ao
grupo controlo, sugerindo menor persisténcia em procurar uma saida. Na 2* sessdo, os
ratos do grupo exposto a cocaina além de passarem menos tempo em natagdo rapida e
lenta, passaram mais tempo a boiar 0 que sugere poderem ter menor esperanga de
escapar que os do grupo controlo. Os estudos sobre os efeitos da exposi¢éio a cocaina
durante o desenvolvimento do rato sdo controversos. Overstreet et al. (2000) também
encontraram aumento da imobilidade, mas em ratos expostos a cocaina durante o
periodo pré-natal. No entanto, outros estudos obtiveram diminui¢do da imobilidade
como resultado da exposi¢do pré-natal a cocaina (Bilitzke & Church, 1992; Molina ef
al., 1994). Estes diferentes resultados podem estar relacionados com a dose de cocaina
administrada, a dura¢do da administra¢do, o periodo do desenvolvimento em que é
administrada, e as diferengas metodolégicas no procedimento experimental. De acordo
com Cabib et al. (1995) o procedimento metodolégico usado no TNF pode ser um
determinante fundamental para a obten¢do de resultados diferentes. A 1? sessdo serviu
fundamentalmente para avaliar o comportamento dos ratos expostos no periodo pos-
natal precoce a cocaina face a uma situagio nova e provocadora de stress. Enquanto que
a 2" sessdo serviu para avaliar a estabilidade desses comportamentos bem como a
influéncia da memoria e aprendizagem nessa mesma expressdo comportamental.
Segundo a hipotese de Porsolt ef al. (1977) a diminui¢do da actividade na segunda
sessdo do teste de natagfo deve-se ao facto de os ratos saberem da experiéncia prévia

que ndo podiam escapar, e esta situagdo levar a um estado de desespero. No presente
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estudo houve uma interacgdo entre grupo e sessdo para 0s comportamentos natacio
rdpida e bragadas. A duragdo do comportamento de natagdo rapida diminuiu de maneira
diferente nos dois grupos entre as duas sessdes: o grupo controlo teve diminuigdo maior
do que o grupo de animais expostos a cocaina. Este facto sugere que o comportamento
dos ratos expostos & cocaina néo teve uma grande variago entre as sessdes porque na 1°
sessdo ja estariam num estado “pré-depressivo” e reagiram duma forma menos activa. O
tempo dispendido no comportamento de bragadas foi significativamente maior na 1°
sessdo relativamente a 2* mas, embora ndo se tenha verificado um efeito principal para o
grupo, houve uma interacgfio entre grupo e sessdo. O comportamento de bragadas esta
relacionado com a primeira reacgfo a uma situago nova e geradora de stress em que 0s

ratos estio muito activos e a tentar encontrar uma saida.

Neste trabalho o teste de open-field permitiu avaliar os indices de descarga
motora e de equilibrio autonémico (Royce, 1977). O primeiro pode ser inferido pela
actividade locomotora e pela penetragdo ao centro. O segundo pode ser inferido pela
defecagdo. Dado que foram testados os mesmos ratos em diversas idades, e para cada
idade em vdrias sessdes, também nos permite medir a habituagdo e aprendizagem em
resposta ao ambiente do teste (Walsh & Cummins, 1976). Por outro lado, o
comportamento de levantar em reac¢do a um ambiente novo ¢ considerado reflectir ndo
s6 a actividade exploradora mas também o estado emocional do rato (Gironi Carnevale
et al., 1990; Sadile, 1996).

Na primeira sessdo do DPN14 ndo houve diferengas significativas entre os dois
grupos de animais. Apenas na primeira sessdo do DPN30 se verifica que os ratos do
grupo exposto a cocaina se levantaram menos, o que pode sugerir um efeito

depressivogénio da administra¢do cronica de cocaina neste periodo de desenvolvimento
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do rato na reacgdo face a um ambiente estranho. Por outro lado quer no DPN14 (nas 3
sessdes) quer no DPN21 (apenas na 17 sessdo) os ratos do grupo exposto a cocaina
tiveram maior actividade na periferia e global, denotando que os efeitos de estimulagdo
motora provocados pela cocaina so se verificaram até aos 21 dias de vida, repetindo os
resultados de estudos anteriores (Spear & Brick, 1979). No DPN30 ndo existem
diferencas significativas entre os grupos exposto a cocaina e controlo para a actividade
na periferia e global mas nota-se um padrdo inverso ao que se verificou nas idades
anteriores. Estes dados vdo ao encontro dos resultados obtidos para a actividade de
levantar € no centro nesta idade em que os ratos do grupo exposto a cocaina tém
pontuacdes significativamente menores.

A analise da defecagdo no open-field mostrou que o grupo de ratos exposto a
cocaina no periodo pos-natal precoce € distinto do grupo controlo. No DPN21 aqueles
defecaram menos e no DPN30 mais. Estes resultados, juntamente com os dados da
actividade no open-field sugerem que os ratos expostos durante o periodo pds-natal
precoce a cocafna aproximam-se do conceito proposto por alguns autores de “ratos
emocionais” no DPN30, pois apresentam pouca actividade motora e elevados niveis de
defecagdo (Walsh & Cummins, 1976; Royce, 1977). O que podemos afirmar mediante
estes resultados € que o comportamento dos ratos expostos & cocafna ¢ diferente no

DPN30 relativamente ao DPN21.

Para avaliar as interac¢des sociais neste estudo observamos o comportamento de
ratos da mesma ninhada em interac¢o no DPN29 apds varias sessoes prévias em que os
mesmos ratos ja tinham sido colocados no mesmo ambiente, o que lhes permitiu
habituagdo as condicdes do teste. Johns et al. (1998) ¢ Wood e Spear (1998) ao

estudarem ratos com exposigio pré-natal & cocaina verificaram que os animais jovens se
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tornaram mais agressivos quer nas interacgdes sociais quer na competi¢do para a o
consumo de agua, enquanto que outros constataram alteragdo no comportamento
precoce de brincadeira com maior submissio e menor probabilidade de solicitar
brincadeira do que outros animais (Wood et al., 1994; Wood et al., 1995). No presente
estudo os animais do grupo exposto a cocaina apresentaram mais comportamentos de
postura erecta ofensiva, postura erecta defensiva e de cheirar. O comportamento de
postura erecta ofensiva ¢ claramente uma manifestagio de agressividade, pelo que este
resultado vai de encontro aos de Johns ef al. (1998) ¢ Wood e Spear (1998), que
encontraram ratos mais agressivos quando expostos a cocaina durante o
desenvolvimento, embora num periodo diferente. O comportamento de cheirar induzido
pela cocaina parece estar relacionado com a defesa, o que juntamente com o aumento do
comportamento de postura erecta defensiva encontrado neste trabalho € suportado por
outros estudos em que a cocaina aumenta os comportamentos defensivos (Blanchard er

al., 2000; Ujike et al., 1996; White ef al., 1998)

A Organizacio Morfologica

Na observagio das secgdes coradas pelo método de Nissl ndo foram encontradas
diferengas citoarquitectonicas na amigdala entre o grupo de animais exposto a cocaina e
o grupo controlo. Nio temos conhecimento da existéncia de estudos prévios da
organizagdo citologica da amigdala no desenvolvimento do rato exposto a cocaina.
Foram encontradas alterages morfologicas noutras zonas do SNC no mesmo modelo de
exposi¢do pos-natal a cocaina no DPN30 (Silva-Aratjo ef al., 1991a; Silva-Aratjo et

al., 1991b; Silva-Aratjo et al., 1993; Silva-Aratjo & Tavares, 1995).
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Nzo foram encontradas diferencas significativas na expressdio imunocitoquimica
do anticorpo anti-TH na amigdala relativamente a morfologia e distribui¢do dos corpos
celulares e das fibras. Varios estudos referem que a exposigdo a cocaina durante o
desenvolvimento pode ter consequéncias transitorias ou definitivas sobre varias reas do
SNC dos roedores (Gingras et al., 1992; Spear & Heyser, 1992; Tavares & Silva, 1996;
Tavares ef al., 1996). Summavielle et al. (2000) usando o mesmo modelo animal de
exposi¢io pos-natal 4 cocaina verificou ndo existirem alteragdes na morfologia ou
distribuicio das células com expressio imunocitoquimica do anti-corpo anti-TH na

retina no DPN30.

Nio foram encontradas diferencas significativas na expressdo imunocitoquimica
do anticorpo anti-5-HT na amigdala relativamente a morfologia e distribuigdo dos
corpos celulares e das fibras, nem relativamente ao nimero de células do grupo
basilateral. As fémeas do grupo exposto & cocaina apresentaram um numero maior de
células com expressio do anticorpo anti-5-HT relativamente aos machos. Frick e Dow-
Edwards (1995) encontraram uma maior sensibilidade das fémeas em relagdo aos
efeitos da cocaina com aumento do metabolismo em vérias estruturas cerebrais,

incluindo a amigdala e nomeadamente a amigdala basilateral.

A Neuroquimica

Ao sistema dopaminérgico mesolimbico € atribuido o papel principal na
capacidade de a cocaina proporcionar reforco e recompensa (Weed et al, 1993;
Woolverton & Johnson, 1992). Sabe-se que a capacidade de reforgo da cocaina depende

do ntcleo accumbens (Hurd ef al., 1989; Wise ef al., 1995), enquanto que a amigdala
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parece ter papel importante na associagdo de estimulos condicionados ao consumo de
cocaina (Weiss ef al., 2000b). Sendo assim ¢ de esperar um efeito da administragéo
cronica de cocaina sobre o sistema dopaminérgico que projecta para a amigdala. Neste
estudo verificou-se que a administragdo cronica de cocaina a ratos no periodo neonatal
induziu diminui¢io da DA na amigdala no DPN30. Além deste efeito ainda se verificou
aumento do furnover da DA na mesma estrutura. A cocaina liga-se aos transportadores
pré-sindpticos inibindo a recaptago da DA, 5-HT e noradrenalina, prolongando a
neurotransmissio monoaminérgica (Cregler & Mark, 1986; Nunes & Rosecan, 1987,
Johanson & Fischman, 1989; Volpe, 1992). A administragio aguda de cocaina inibiu 0
turnover da DA no prosencéfalo na primeira semana de vida do rato, mas na terceira
semana o efeito foi substituido pela resposta excitatoria que caracteriza o rato adulto
(Seidler et al., 1995). O efeito inibidor sobre o turnover da DA néo foi atribuido ao
bloqueio da recaptago, & activagio de autoreceptores ou a um efeito anestésico local,
mas a redugdes na actividade do impulso nervoso desencadeadas pela droga. Tem sido
postulado que quer a DA quer a 5-HT actuam como factores morfogenéticos durante o
desenvolvimento do cérebro dos mamiferos (Chubakov ef al., 1986; Whitaker-Azmitia,
1991; Whitaker-Azmitia et al., 1987, para rever ver Lauder, 1988) e a administragio de
cocaina por via subcuténea inibe a mitose até ao DPN11 (Anderson-Brown et al., 1990).
Portanto, os resultados deste estudo reflectem os efeitos da administragdo de cocaina
quer sobre o desenvolvimento dos neurénios da amigdala, quer possiveis efeitos de
dessensibilizagdo no sistema dopaminérgico e o aumento do turnover reflecte uma
resposta a diminui¢do da DA.

Baumann et al. (1993) verificaram que o efeito da administragdo aguda de
15mg/Kg de cocaina a ratos adultos inibiu a sintese de DA na amigdala basilateral, mas

a administragdo cronica bi-didria de cocaina durante uma semana ndo alterou os niveis
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basais de sintese de DA, sugerindo uma dessensibilizagdo dos mecanismos que
medeiam a supressdo da sintese desta monoamina induzida pela cocaina. Wilson et al.
(1994) ndo encontraram alteragdo dos niveis de DA na amigdala ou alteracdo na
concentragdo do transportador da DA apds quatro semanas de administragdo didria,
durante 1 hora, de cocaina ao rato adulto, mas a dose de cocaina foi menor que a usada
no presente estudo.

O presente estudo ndo encontrou alteragdes nos niveis de 5-HT ou no rurnover
da 5-HT na amigdala no DPN30 apés exposi¢do a cocaina desde o DPNI, apenas
demonstrou alteragdes no sistema dopaminérgico. Frick e Dow-Edwards (1995)
administrando uma dose superior de cocaina (25 mg/Kg) diariamente a ratos, entre o
DPN11 e o DPN21, verificaram que a inibigdo da recaptagio da DA contribui de forma
mais significativa para os efeitos metabolicos da cocaina do que a inibicdo da
recaptagio da 5-HT. Baumann et al. (1993) também ndo encontraram alteragdo dos
niveis basais de sintese de 5-HT na amigdala ap6s exposi¢do cronica bi-diaria de
cocaina, embora tenham usado ratos adultos e a exposi¢do tenha apenas durado uma
semana. Wilson ef al. (1994) que, embora com uma dose menor de cocaina, ao fim de 4
semanas de administracdo didria durante uma hora a ratos adultos, ndo encontraram

alteragdo dos niveis de 5-HT na amigdala.

Sinopse
O presente estudo mostra que a exposigio cronica a cocaina no periodo pos-natal
precoce leva a diminui¢do da DA na amigdala no DPN30 e que ao longo deste periodo

se verifica alteragio do comportamento dos ratos de tal modo que, até aos 21 dias de

vida, estes apresentam maior actividade, menor defecagdo e depois invertem este
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padrio. Foi também verificado que no TNF passam mais tempo imovels € em
interaccdes sociais tém mais comportamentos de cheirar e de posicdes erectas ofensiva e
defensiva. E de realcar que as criangas expostas no periodo pré-natal a cocaina
apresentam, aos 3 meses, menor reactividade a novidade, o que sugere deficiéncias na
regulagdo da atengfo e da activagio (Mayes ef al., 1995). Tem sido, do mesmo modo,
atribuido papel importante a4 amigdala nestas funcdes (Holland & Gallagher, 1999)
tendo sido demonstrado por Eyler et al. (1998) relagdo negativa entre a quantidade de
cocaina consumida no 3° trimestre de gravidez com orientagfo, atengio e resposta de
alerta nos recém-nascidos. Dado que o periodo pds-natal precoce do rato corresponde
grosseiramente & ultima metade de gestagdo do homem (Bayer ef al, 1993) os
resultados da presente dissertagdio sugerem que as alteragdes do comportamento que tém
sido encontradas nos filhos de mies que consumiram cocaina durante a gravidez, como
a deficiente regulagio da atengio e da activagfio, desenvolvimento anormal de
vinculagdes sociais e estado organizativo deficitirio poderdo estar relacionadas com

diminui¢io da DA na amigdala.
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Conclusoes
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O consumo de cocaina tem aumentado nos ultimos anos nas mulheres em idade
fértil (Balsa et al., 2001; Musto, 1989) e, consequentemente, 0 numero de criangas que
foram expostas aquela droga durante a gestagio ¢ cada vez mais elevado. Estas criangas
apresentam miiltiplos problemas que incluem alteragdes do comportamento como, por
exemplo, desenvolvimento anormal de vinculagdes sociais, estado organizativo
deficitario, padrdes de sono anormais, défices alimentares, irritabilidade e deficiéncias
na regulagio da atengfio e da activagdio (Chasnoff ef al., 1987; Chasnoff et al., 1985;
Dixon ef al.,, 1987; Doberczak er al., 1987, Mayes et al., 1995; Neuspiel & Hamel,
1991; Oro & Dixon, 1987). A amigdala esta relacionada com o comportamento
emocional e social e com o controlo da atengdo (Aggleton, 1993; Holland & Gallagher,
1999) funcdes que se sabe serem alteradas pelo consumo de cocaina nos periodos de
desenvolvimento activo do SNC. Neste contexto, o presente trabalho pretende
contribuir para a compreensdo dos mecanismos subjacentes aquelas alteragdes
comportamentais no que depende da amigdala, j4 que o modelo animal usado constitui
um paradigma da exposigio humana & cocaina na tltima metade da gestagao.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que, neste modelo animal

de exposigdo neonatal & cocaina, o grupo experimental apresenta:

e Menor esperanga de escapar no TNF.

e Alteragio do comportamento no open-field passando de mais activos até ao
DPN21 e menor defecagio a menos activos e com maior defecagio apds aquele
dia.

e Mais comportamentos de cheirar e de posi¢des erectas ofensiva e defensiva em

interacgdes sociais
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¢ Diminui¢do dos niveis de DA e aumento do furnover da DA na amigdala, no
DPN30, relativamente aos ratos controlo e ndo apresentam alteragdo dos niveis

do metabolito da DA, o DOPAC.

e Maior nivel de DA na amigdala esquerda.

e Niveis nfio significativamente diferentes de 5-HT e HIAA e do turnover de 5-
HT na amigdala relativamente aos controlos.

e Idéntica expressdo imunocitoquimica do anti-corpo anti-5-HT, no DPN30, no
grupo basilateral de nicleos da amigdala relativamente aos controlos, mas as
fémeas do grupo exposto apresentam maior nimero de células no grupo

basilateral com expressdo do anticorpo anti-3-HT.

Estes resultados permitem concluir que a administragdo de cocaina ao rato, no
periodo de desenvolvimento pos-natal, diminui a esperanca de escapar no TNF
colocando-os num estado “pré-depressivo”; condiciona maior actividade € menor
defecagdio até ao DPN21 e depois deste dia menor actividade e maior defecagio
tornando-os “ratos emocionais”; determina em interac¢des sociais mais comportamentos
de cheirar, de posicdes erectas ofensiva e defensiva denotando maior agressividade e
defesa. Estas alteragdes do comportamento estdo associadas a diminuigdo do fonus
dopaminérgico na amigdala mas ndo com alteragdes serotoninérgicas na mesma

estrutura.

Estes resultados sugerem que as alteragSes de comportamento como a deficiente
regulacio da atengfo e activagdo, desenvolvimento anormal de vinculagdes sociais e
estado organizativo deficitdrio encontradas nas criangas expostas a cocaina durante a

gestagio poderdo estar relacionadas com diminuigdo da DA na amigdala.
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Tal como sugerido por Koob e Bloom (1998) o grande desafio da comunidade
cientifica consiste agora em encontrar uma sequéncia interna consistente que explique
os mecanismos moleculares subjacentes aos achados comportamentais, celulares e
neuroquimicos que produzem alteragdes profundas e permanentes na cognigdo,
motivagdo e comportamento. Deste modo, serd possivel modificar a resposta do

Homem, de cada Homem, ao consumo de drogas.
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