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RESUMO

As anfetaminas aumentam a liberacdo de dopamina no ndcleo accumbens, e 0
tratamento agudo com diazepam bloqueia esse efeito. Esse trabalho visa estudar se o
efeito do diazepam é mantido apdés um tratamento cronico ou se o diazepam
apresenta tolerancia para esse efeito. Se isso n&o ocorrer, espera-se que um
tratamento crénico com diazepam possa ser utilizado como uma nova forma de tratar
individuos com transtorno de abuso de substancias. Para isso, vinte e um ratos Wistar
machos adultos foram divididos em dois grupos: dez foram submetidos a uma
exposicdo cronica de diazepam (2 mg/kg, diluido em propilenoglicol, alcool benzilico,
alcool etilico e benzoato de sdédio, i.p.) e outros onze receberam veiculo (0,1mI/100g
de peso corporal). Ambos tratamentos foram realizados durante 14 dias consecutivos.
No décimo quinto dia os animais foram anestesiados com uretana e submetidos a
cirurgia estereotaxica para registro da variacdo na concentracdo extracelular de
dopamina no nucleo accumbens. Um eletrodo de registro de fibra de carbono foi
implantado no nucleo accumbens direito, um eletrodo de estimulacdo de aco
inoxidavel foi implantado na area tegmentar ventral direita, e um eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl) foi implantado no hemisfério contralateral aos outros dois
eletrodos. A liberacdo de dopamina foi registrada por voltametria ciclica de varredura
rapida. Resultados preliminares sugerem que a administracdo i.p. de salina e ou
veiculo ndo alterou a liberacdo de dopamina no ndcleo accumbens induzida pela
estimulacdo elétrica da area tegmentar ventral. A administracdo i.p. de anfetamina (5
mg/kg) causou um aumento tempo-dependente na liberacdo de dopamina e a
administracdo subsequente de diazepam (2 mg/kg, i.p.) fez com que a liberacdo de
dopamina retornasse aos niveis basais. Esses resultados mostram que o efeito do
diazepam sobre a liberacdo de dopamina na presenca de anfetamina ndo sofreu
tolerancia. Essa conclusdo é promissora para a perspectiva de que o diazepam possa
ser usado no tratamento da dependéncia de drogas de abuso.

Palavras-chave: anfetamina, dopamina, dependéncia de drogas, cronico,
diazepam



ABSTRACT

Dopamine levels rise in nucleus accumbens when under effect of
amphetamines and an acute treatment using diazepam blocks this effect. This study
aims to verify if either this effect is maintained after a chronic treatment or if a
tolerance effect to diazepam is developed. If the later does not occur, it is expected
that a chronic treatment could be used as a novel treatment option to substance abuse
disorder. To check its efficiency, twenty-one adult male Wistar rats were split into two
groups: ten were chronically exposed to diazepam (2 mg/kg, diluted in propylene
glycol, benzyl alcohol and sodium benzoate, i.p.), then the remaining eleven animals
received vehicle (0.1 ml/100 g mass weight). Both treatments were performed for 14
consecutive days. In the fifteenth, the animals were anesthetized using urethane and a
stereotaxic surgery was performed to register the extracellular dopamine concentration
variation in the nucleus accumbens. A carbon-fiber registering electrode was
implanted in the right nucleus accumbens, a stainless steel electrode in the ventral
tegmental area and a reference (Ag/AgCl) electrode in a contralateral hemisphere to
both previous electrodes. Then, dopamine levels were registered using fast scan cyclic
voltammetry. Preliminary results suggest that the i.p. administration of both saline
solution and vehicle did not affect the ventral tegmental electric stimulation induced
dopamine release in the nucleus accumbens. In contrast, the i.p. administration of
amphetamine (5 mg/kg) caused time-dependent increase in dopamine level, which
was reduced to a basal level when treated with diazepam (2 mg/kg, i.p.). These results
show that no tolerance was developed to diazepam’s effect in the presence of
amphetamine, which presents a promising perspective to use diazepam in substance
abuse disorder treatment.

Key-words:  amphetamine, dopamine, substance abuse disorder, chronic,
diazepam



1 INTRODUCAO

Em 2017 o Escritério das Nacbes Unidas contra Drogas e Crime
(UNODC) publicou no Relatério Mundial de Drogas que cerca de 250 milhdes
de pessoas fizeram uso de alguma droga de abuso. Destas, 29,5 milhdes
sofrem de transtorno de abuso de substancias e, no entanto, apenas uma em
cada seis esta em tratamento (UNODC, 2017). Além disso, o UNODC destaca
gue 14 a 57 milhdes de individuos consomem anfetaminas e 11 a 28 milhdes
consomem “ecstasy” (metilenodioximetanfetamina, ou MDMA) anualmente.
Essas drogas, juntamente com as metanfetaminas e outras substancias
compostas por estimulantes sintéticos, constituem o grupo dos “Estimulantes do
tipo Anfetaminico”, comumente chamado de ATS (do inglés, amphetamine-type
stimulants). E importante ressaltar que os dados do consumo mundial dessas
drogas estao subestimados, uma vez que paises altamente populosos como a
China e a india ndo realizam pesquisas nacionais para coletar dados de
consumo de ATS (UNODC, 2011).

No Brasil, o0 consumo de ATS em 2011 se destacou como um dos mais
altos da América do Sul, revelando os maiores numeros absolutos de usuarios
dessa classe de drogas. Além disso, 13,8% dos universitarios brasileiros
declararam ter usado anfetamina em algum momento da vida, sendo que 10,5%
declarou fazer uso das substancias uma vez por ano e 8,7% declarou usar
anfetaminas mensalmente (UNODC, 2017).

O Relatério Global de Estimulantes do Tipo Anfetaminico publicado em
2011, também pelo UNODC, classifica os ATS como o segundo tipo de droga
ilicita mais utilizado no mundo depois da cannabis. Os dados apresentados
reforcam a importancia de se estudar essas drogas e de buscar novos
tratamentos para o transtorno de abuso de substancias por anfetaminas, uma
vez que, apesar da crescente demanda, ainda ndo ha um tratamento
farmacoldgico suficientemente eficaz para tal. (BRENSILVER, et al.,, 2013;
HARADA, et al., 2014)

A grande popularidade das anfetaminas se da pelos efeitos refor¢cadores
particulares dessas drogas, além de seus efeitos gratificantes tais como a
sensacao exagerada de bem-estar, euforia, melhora na concentracdo, aumento
do desejo sexual e desinibicdo, bem como a intensificacdo do estado de alerta.
O consumo abusivo das anfetaminas também se deve ao seu efeito de perda
do apetite (MOHS et al., 1978; GREENE et al., 2008). Alguns efeitos adversos



caracteristicos do uso a curto-prazo envolvem boca seca, bruxismo, cefaleia,
nausea, palpitacdo, dilatacdo das pupilas, hostilidade e disfuncbes
cardiovasculares. Entretanto, o consumo em longo prazo leva a consequéncias
bem mais graves, entre elas o surgimento de alteracbes comportamentais, alta
impulsividade, déficits de memoria, confusdo mental, cansaco crénico, Ulceras,
perda da coordenacgéo, ansiedade, transtornos de humor, psicose, convulsoes,
coma e até mesmo a morte (MONTOYA et al., 2002; BAYLEN & ROSENBERG,
2006; BARR et al., 2006).

As anfetaminas, assim como a maioria das drogas de abuso
estimulantes, promovem a liberacdo do neurotransmissor dopamina (DA) em
uma regido do cérebro chamada de nucleo accumbens (NAc) (DI CHIARA &
IMPERATO, 1988). Essa regido recebe projegcbes dos neurbnios
dopaminérgicos da via mesolimbica. Os corpos celulares desses neurdnios
dopaminérgicos estdo na éarea tegmentar ventral (VTA) e seus terminais
sinpticos estdo em estruturas do sistema limbico: além do NAc, o hipocampo,
amigdala e o cortex pré-frontal (SESACK & GRACE, 2010). A via
dopaminérgica que vai da VTA para o NAc é também chamada de via da
recompensa e desempenha um papel critico nos mecanismos de dependéncia
de drogas (NESTLER, 2001).

A DA é uma amina biogénica do grupo das catecolaminas. Ela age como
um neurotransmissor que modula a transmissdo glutamatérgica e gabaérgica
nos nucleos da base e o cértex frontal, modulando assim fun¢cdes motoras e
motivacionais. Além disso, a dopamina desempenha um importante papel nos
processos de dependéncia de drogas de abuso (NESTLER, 2001; SIEGEL et
al., 2006; JACKOWSKA & KRYSINSKI, 2013).

A liberacdo deste neurotransmissor nos terminais sindpticos pode ocorrer
de duas formas: 1) liberacdo tbnica, em que a dopamina é liberada de forma
lenta e constante em pequenas quantidades; e 2) liberacéo fasica, em que a
dopamina € liberada em grande quantidade e de forma rapida (GRACE, 1995;
REDGRAVE et al., 2008). A liberagédo ténica ocorre constantemente e modula
fungcbes motoras e psiquicas. A liberagcdo fasica ocorre frente a estimulos
salientes, tendo importante papel na motivacdo necessaria para realizar uma
acao gue resulta em recompensas imediatas, como por exemplo, consumir uma
droga. (WIGHTMAN & ROBINSON, 2002).

O mecanismo de acdo das anfetaminas consiste em bloquear

competitivamente os transportadores de dopamina (DAT), noradrenalina (NET)
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e, em altas concentracdes, a anfetamina também inibe o transportador de
serotonina (SERT). As anfetaminas também inibem a atividade da enzima
monoamina oxidase. Portanto, o efeito das anfetaminas sobre essas proteinas
transportadoras resulta na reducdo da recaptacdo e no aumento da
disponibilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos na fenda sinaptica.
(FLECKENSTEIN et al., 2007).

Outra forma com que as anfetaminas podem afetar a liberacdo de
dopamina € revertendo a dire¢do do fluxo de dopamina pelo DAT, como pode
ser observado na Figura 1. Em uma situacdo normal, o DAT transporta DA da
fenda sinaptica para o interior do terminal pré-sinaptico. O transportador
vesicular de monoaminas (VMAT), por sua vez, transporta a dopamina do
citoplasma para dentro das vesiculas sinapticas. As anfetaminas atuam sobre o
DAT e o VMAT por mecanismos que evolvem a ativacdo de receptores
associados a tracos de amina (TAAR1), levando ao aumento da producdo de
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc). O AMPc ativa a proteina cinase do
tipo A (PKA) que, por sua vez, fosforila os transportadores de monoaminas.
Como resultado esses transportadores passam a atuar de forma reversa,
transportando as monoaminas das vesiculas sinapticas para o citoplasma dos
terminais sinapticos e dai para a fenda sinaptica. Esses mecanismos resultam

em um aumento da disponibilidade de DA na fenda sinptica (MILLER, 2011).

AMPH:

Figura 1. Mecanismos de acdo do efeito das anfetaminas sobre a liberacéo de dopamina. O
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terminal sinaptico dopaminérgico a esquerda ilustra o seu funcionamento normal e o da direita
esta alterado devido a presenga de anfetamina (AMPH) que atua invertendo o fluxo de
dopamina no transportador da dopamina (DAT) e no transportador vesicular de dopamina
(VMAT). Adaptado de
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amphetamine_mechanism_of _action.svg (Acesso em
19/10/2017 as 13:20).

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
administracdo aguda de diazepam previne esse aumento na liberagdo de
dopamina frente a anfetaminas (GOMEZ-A et al., 2017). O diazepam é um
farmaco ansiolitico da familia dos benzodiazepinicos, comumente utilizado no
tratamento de transtornos de ansiedade. (CALCATERRA & BARROW, 2014). O
diazepam promove um aumento na afinidade do acido gama-aminobutirico
(GABA) pelo subtipo de receptor A (GABA-A), aumentando a permeabilidade da
membrana aos ions ClI- o que resulta na inibicdo do neurénio pds-sinaptico
(OLSEN & BETZ, 2006). N&o se sabe, no entanto, como esse mecanismo
promove a reducédo da liberacdo de dopamina no nucleo accumbens. Schelp et
al. (2017) prop6em que essa reducdo ocorre no terminal axénico, jA que 0s
neurdnios da VTA séo desinibidos pelo diazepam e a frequéncia de liberacdes
de DA aumenta; porém, mais estudos sdo necessarios para esclarecer esse
mecanismo.

E importante ressaltar que os benzodiazepinicos possuem potencial de
causar dependéncia, mas os efeitos colaterais da dependéncia por anfetaminas
sdo consideravelmente mais graves que o0s da dependéncia por
benzodiazepinicos (LADER, 1983; MONTOYA et al., 2002; BAYLEN &
ROSENBERG, 2006; BARR et al., 2006). O tratamento com benzodiazepinicos
nao é a cura para o transtorno de abuso de substancias, mas uma forma de
atenuar o sofrimento de pacientes acometidos por esse transtorno. A
descoberta de que o diazepam bloqueia o aumento da liberagcéo de DA induzido
por anfetaminas, sua ampla utilizagdo clinica como ansiolitico e baixa toxicidade
sdo algumas caracteristicas que podem classificar o diazepam como um
candidato promissor para o tratamento do transtorno de abuso de substancias.

Apesar do tratamento agudo por diazepam reduzir liberacdo de DA
induzida por anfetamina no NAc (GOMEZ-A et al., 2017), ndo se sabe se esse
efetio persiste com um tratamento crénico com diazepam ou se esse tratamento
cronico desenvolve tolerancia. O presente estudo tem como objetivo testar essa

hipotese. Ou seja, testar se um tratamento cronico com diazepam em sua dose
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ansiolitica é capaz de reduzir a liberagdo de dopamina fasica causada por

anfetamina.

1.1 OBJETIVOS

* Objetivo Geral
- Avaliar o potencial do uso de benzodiazepinicos para tratar a dependéncia de
drogas de abuso.

* Objetivos Especificos
- Verificar se um tratamento crénico de diazepam em uma dose ansiolitica pode
prevenir a liberacdo de dopamina causada pela exposicdo a anfetaminas, ou

mesmo reduzir a quantidade de dopamina liberada.
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2 METODOLOGIA

Os animais utilizados neste experimento até o momento foram 21 ratos
Wistar machos adultos (estima-se que até o final do experimento sejam
utilizados 60 animais no total, com a representacdo de 10 animais por grupo)
com peso inicial de 220 a 250 g, mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura (22°C, ciclo claro/escuro de 12h iniciando a fase clara as 7 horas
da manhd) e com a disponibilidade de 4gua e comida a vontade. Os ratos foram
submetidos a um tratamento crénico de diazepam (2 mg/kg, diluido em
propilenoglicol 2%, alcool benzilico 2%, alcool etilico 8% e benzoato de sédio
1nM, i.p.) ou de seu veiculo (mesma dose calculada para o diazepam, i.p.) por
14 dias consecutivos.

No décimo quinto dia os animais foram anestesiados com uretana (1.45
g/kg, i.p.) e submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante no NAc de um
eletrodo de registro de fibra de carbono, um eletrodo de estimulagcédo de aco
inoxidavel implantado na VTA, e um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl),
implantado no hemisfério contralateral aos outros dois eletrodos. Esses
procedimentos sdo necessarios para a realizacdo da técnica de Voltametria
Ciclica de Varredura Rapida (FSCV, do inglés fast-scan cyclic voltammetry),
gue permite observar e quantificar a liberacdo de dopamina no NAc em tempo
real. E importante ressaltar que nessa técnica o anestésico uretana n&o pode
ser substituido por nenhum outro. Isso porque estudos anteriores mostraram a
interferéncia de outros anestésicos na sinalizacdo dopaminérgica, de forma a
inviabilizar o registro de voltametria ciclica. (SABETI et al., 2003; ADACHI et al.,
2005).

A técnica de FSCV consiste na aplicacdo de ciclos de variacdo de
potencial elétrico na forma de uma rampa triangular a fibora de carbono do
eletrodo de registro (Figura 2A). Esta variacdo varia de um valor de potencial
em que a dopamina ndo se oxida (-0.4V até um valor superior ao necessario
para a sua oxidagao (+1.3V), e entdo volta ao potencial inicial (-0.4V). A DA se
oxida em aproximadamente +0.7V, e durante a fase ascendente dessa rampa
de potencial elétrico ela doa seus elétrons para a superficie da fibra de carbono
do eletrodo, transformando-se em dopamina orto-quinona. Na fase descendente
da rampa a DA recebe elétrons adsorvidos na superficie da fibra de carbono e
volta para a sua forma original (Figura 2B).
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A cada ciclo essas alteragBes de potencial elétrico geram correntes
elétricas que sdo representadas na forma de voltamogramas: um gréfico da
variacdo de corrente versus tempo (Figura 2C). O formato do voltamograma é
usado para identificar a DA e a amplitude da corrente no pico de oxidacdo da
dopamina é usada para quantificar a sua concentracdo. Apoés a realizacdo dos
registros de FSCV os eletrodos de carbono utilizados nos experimentos séo
calibrados com concentracdes conhecidas de DA para que os valores de
corrente  obtidos nas estimulagbes possam ser extrapolados para
concentracdes de DA (ROBINSON et al., 2003; WIGHTMAN, 2006; ROBERTS
et al.,, 2013). A calibracdo se faz necesséaria pois o comprimento da fibra de
carbono nem sempre € o mesmo para todos os eletrodos em todos os animais,
podendo variar entre 30-100 micrémetros de comprimento, o que pode justificar
a diferenca na deteccdo da dopamina ao utilizar eletrodos de diferentes
comprimentos no mesmo animal. Essa diferengca, no entanto, ndo altera a
gualidade do experimento, vez que uma linha de base (estimulacbes feitas
antes de administrar qualquer droga no experimento agudo) é obtida justamente
para servir como um controle interno da capacidade daquele eletrodo e do

animal em questao.

A. Onda Triangular B. -
13v . O - ,,“
et ‘ | ) S/
- - V4 2
P :; Dopamina’,
04v - | . i /:“
8 msec 100 miec \ ’
C Concentracao por tempo q J
2 g \ “~~*Dopamina-o-quinona
AR 2H
J \ . X /14‘-‘4_.
tempo

Figura 2. Voltametria Ciclica de Varredura R4pida (FSCV). A) Ondas triangulares ciclicas de
variacdo do potencial elétrico sdo aplicadas ao eletrodo de registro. B) No eletrodo de registro
de fibra de carbono ocorre a oxidagdo da dopamina a dopamina-o-quinona e a reducdo da
dopamina-o-quinona a dopamina. As cores das flechas indicam se essas reacdes ocorrem na
fase ascendente ou descendente da rampa de potencial elétrico. C) A corrente no pico da
oxidacao da dopamina ao longo do tempo permite o calculo das variagBes na concentracéo de

dopamina préximas ao eletrodo. Adaptado de Robinson & Wightman (2007)
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Ao longo do registro de FSCV foram feitas duas administracdes por via
intraperitoneal: anfetamina (5 mg/kg, diluida em salina) ou salina; e diazepam (2
mg/kg) ou veiculo. A combinacdo dessas administracdes foi dada conforme os

grupos experimentais a seguir:

Grupos do pré-tratamento crénico com veiculo:
1) Salina + Diazepam (n = 3)
2) Salina + Veiculo (n = 3)
3) Anfetamina + Diazepam (n = 3)
4) Anfetamina + Veiculo (n = 2)

Grupos do pré-tratamento crénico com diazepam:
5) Salina + Diazepam (n = 4)
6) Anfetamina + Diazepam (n = 6)

Antes de aplicar qualquer injecdo foram aplicadas 10 estimulacdes
elétricas bifasicas com intervalos de 2 min. Cada estimulagdo consistiu em 20
pulsos elétricos bifasicos catddicos, 0,5 s por pulso, 400 pA, 60 Hz. Essa série
serviu como a linha de base do experimento, determinando qual a liberacéo de
dopamina normal daquele animal que o eletrodo consegue captar. Com essa
linha de base foi possivel comparar o aumento ou reducao na liberacdo de
dopamina que as drogas aplicadas no experimento causaram em relacdo ao
valor basal. Apés a coleta dessa linha de base, outras séries de 10
estimulacdes foram aplicadas apos a injecdo de diazepam, anfetamina, salina
ou veiculo, conforme os grupos acima. A linha do tempo do experimento esta

retratada na Fig. 3 abaixo.



16

SO i TEMPO (DIAS)
TRATAMENTO CRONICO  CIRURGIA ESTEREQTAXICA +
- VOLTAMETRIA

SALINA/ANFETAMINA  DIAZEPAM/VEICULO

0

20 40 60

Figura 3. Linha do tempo dos dias do experimento e linha do tempo durante o experimento em
minutos com as administragfes realizadas. As imagens cientificas foram adaptadas do projeto
Mind the Graph.

Para a aplicacdo dos pulsos de estimulagéo elétrica foi usado o sistema
MINCS (Mayo Investigational Neuromodulation Control System) e para a
voltametria ciclica foi usado o sistema WINCS (Wireless Instantaneous
Neurochemical Concentration Sensing System) ambos fabricados como
prototipos e cedidos pela Mayo Clinic (Rochester, MN, EUA). Esse sistema
transmite e recebe dados por bluetooth para um computador que é gerenciado
pelo software WINCSware. Assim, pode-se acompanhar em tempo real as
variagbes na concentracdo de DA. Esses dados s&o salvos conforme o
experimento é realizado, e sdo posteriormente analisados para quantificar a
liberacdo de DA.

As coordenadas antero-posterior (AP), médio-lateral (ML) e dorso-ventral
(DV) da éarea tegmentar ventral (VTA) e do nucleo accumbens (NAc) que serao
utilizadas neste experimento séo referentes ao bregma e foram calculadas com
o auxilio do atlas “The Rat Brain” (PAXINOS & WATSON, 1998).

Coordenadas utilizadas:
NAc — AP +0,19cm:; ML +0,14cm; DV -0,70cm
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VTA - AP -0,52cm; ML +0,10cm; DV -0,84cm

Durante a realizacdo do experimento foi observado que o efeito da
anfetamina so inicia por volta da 52 ou 62 estimulacéo (cerca de 10-12 minutos
apos a administracao intraperitoneal), 0 que exigiu um aumento para 15
estimulacbes apls a injecdo de anfetamina nos grupos que recebiam essa
droga para obtermos resultados suficientes para comparar com os controles. Os
grupos que receberam salina, porém, ja haviam sido feitos com 10
estimulacdes. Posteriormente iremos replicar 0os experimentos para 0 grupo
salina com 15 estimulacdes. Isso se faz necessario para que os dados possam

ser analisados por ANOVA de duas vias.
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3 RESULTADOS PARCIAIS

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram que: (i) o tratamento
agudo com anfetamina causou um aumento na liberagdo de dopamina quando
comparado ao grupo que recebeu salina (Fig. 4B, etapa 2); (i) o tratamento
cronico com diazepam bloqueou esse efeito (Fig. 4B, etapa 3); (i) a
administracdo aguda de diazepam reduziu a liberacdo de dopamina, tanto nos
animais que receberam tratamento crénico com veiculo, como nos que
receberam tratamento crénico com diazepam (Fig. 4A, etapa 3); (iv) a
administracdo aguda de diazepam reverteu o efeito da administracdo aguda de
anfetamina, tanto nos ratos tratados cronicamente com diazepam como nos
tratados cronicamente com veiculo (Fig. 4B, etapa 3); (v) Nos animais que
receberam tratamento cronico com diazepam, a inje¢ao aguda de diazepam no
dia seguinte causou uma reversao do efeito da anfetamina que foi mais rapida e
mais intensa que nos animais tratados cronicamente com o veiculo e que
receberam uma inje¢ao de diazepam apenas no 15° dia (Fig. 4B, etapa 3).

E importante observar que no tratamento crénico com veiculo, a
administracdo aguda de veiculo e a administracdo aguda de salina néo
alteraram a liberacdo de dopamina. Uma ANOVA de duas vias com medidas
repetidas dos dados dos animais tratados com salina (Fig. 4A) mostrou um
efeito significante do fator tempo (F (29, 203) = 1,78, P < 0.05), ndo houve efeito
significante do fator tratamento (F (2, 7) = 1,52, P = 0.28), mas a interacao entre
os fatores tratamento e tempo foi significante (F (58, 203) = 1,50, P < 0.05). O
teste pos-hoc de Sidak mostrou diferencas significantes apés a Ultima
administracdo entre o grupo que recebeu diazepam tanto de forma crbnica
guanto de forma aguda durante o experimento e o grupo que recebeu veiculo
crbnico e também recebeu veiculo durante o experimento, conforme
demonstrado na Fig. 4A.

Foi realizada também uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas
dos dados dos animais tratados com anfetamina (Fig. 4B), que mostrou um
efeito significante do fator tempo (F (34, 272) = 6,33, P < 0.05), ndo houve efeito
significante do fator tratamento (F (2, 8) = 0,141, P = 0.87), mas a interacéo
entre os fatores tratamento e tempo foi significante (F (68, 272) = 1,86, P <
0.05). O teste pos-hoc de Sidak mostrou que existem diferencas significantes
entre o grupo que recebeu veiculo crénico e também receberam veiculo de

forma aguda durante o experimento e 0 grupo que recebeu diazepam de forma
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cronica e também de forma aguda durante o experimento. Essa diferenca pode
ser observada nos dados coletados apds a Ultima etapa da administracéo,

conforme demonstrado na Fig. 4B.

400+ : . DZP/VEH )
A BL (SAL —~ VEH CRONICO/SALVEH (n = 3)
200 VEH CRONICO/SAL/DZP (n = 3)
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Figura 4. Efeito dos tratamentos crénico e agudo de diazepam sobre a liberacdo de dopamina
induzida por anfetamina. Dois grupos de ratos receberam um tratamento crénico de 14 dias
com uma administragdo diaria de diazepam (2 mg/kg, i.p.); outros quatro grupos de ratos
receberam veiculo ao invés de diazepam. No dia seguinte (15° dia) os animais foram
anestesiados e as variagcdes na concentracdo extracelular de dopamina no ndcleo accumbens
evocadas pela estimulacao elétrica da area tegmentar ventral foram registradas em 10 ou 15
momentos das seguintes etapas: (1) antes da administracdo de qualquer droga (condi¢édo basal,
BL); (2) apés a administracdo de anfetamina ou de seu veiculo (salina, SAL); (3) ap6s a
administracdo de diazepam (DZP) ou do seu veiculo (VEH). Para os dados de cada animal, a

média de todas as medidas sob a condi¢cao basal foi considerada como 100% e os demais
valores foram normalizados como porcentagem em relagdo ao valor basal. (A) Grupos que

receberam salina durante a etapa 2. (B) Grupos que receberam anfetamina durante a etapa 2.

E importante também ressaltar que, devido ao experimento ainda estar
em andamento, o N experimental ndo esta completo e, portanto, as estatisticas
e os graficos aqui dispostos sdo apenas uma demonstracado da tendéncia que

0S nossos dados estédo seguindo até o momento, ou seja, resultados parciais.



20

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O presente estudo investigou o efeito do tratamento crénico do diazepam
sobre a liberacdo de dopamina induzida por anfetaminas. Nosso principal
objetivo foi verificar se haveria um efeito de tolerancia pelo diazepam em um
tratamento cronico e se esse tratamento demonstraria um efeito positivo na
reducdo da liberacdo de dopamina, trazendo a tona uma possibilidade de
estudar um novo tratamento para a dependéncia por anfetaminas.

Os resultados deste trabalho até 0 momento se mostraram interessantes,
uma vez que 0S grupos de animais que receberam tratamento crénico com
diazepam exibiram uma reducao da liberacdo de dopamina e que mesmo apos
esse tratamento cronico o diazepam bloqueia o efeito da anfetamina. Isso
mostra que ndo ocorre tolerancia desses efeitos do diazepam apds um
tratamento crénico.

Como na etapa 2 do experimento (Fig. 4) coletamos 10 amostras de
amostras da liberagdo de dopamina nos 3 grupos de animais tratados
agudamente com salina e 15 amostras nos que receberam anfetamina, nao foi
possivel fazer uma comparacédo estatistica de todos os 6 grupos ao mesmo
tempo. Vamos dar continuidade a esse trabalho repetindo as medidas dos 3
grupos que receberam salina com a coleta de 15 amostras. Embora os
resultados atuais demostrem de forma bastante robusta as interacbes entre os
tratamentos agudo e crbnico com diazepam e o0 tratamento agudo com
anfetamina, ao analisar todos dos grupos de forma conjunta poderemos
apresentar uma evidéncia melhor fundamentada para as conclusdes acima.

Nossos resultados sdo um importante complemento para algumas
descobertas recentes pelo nosso grupo de pesquisa em um estudo publicado
por Gomez-A et al. no inicio de 2017. Este estudo foi o primeiro a demonstrar
por voltametria ciclica que a administracdo aguda de um benzodiazepinico
(diazepam) causa uma reducdo da liberacdo de dopamina no nucleo
accumbens e que esse benzodiazepinico bloqueia o aumento na liberacdo de
dopamina observado apdés uma injecdo de anfetamina. Foi esse estudo que
impulsionou nosso interesse para investigar qual seria a resposta
dopaminérgica frente a um tratamento crénico com diazepam.

Um estudo publicado por Augier et al. (2012) demonstrou que o
diazepam promove a abstinéncia em ratos que podem autoadministrar cocaina,

ou seja, escolhem outra recompensa ao invés da droga. Uma vez que a
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cocaina - assim como a anfetamina - € uma droga de abuso que promove a
liberacdo de dopamina fasica no nucleo accumbens (GOEDDERS & SMITH,
1983), é possivel que esses ratos tenham optado pela abstinéncia porque o
diazepam bloqueia a liberacdo de dopamina induzida por cocaina. Isso porque
a motivacdo para consumir uma droga de abuso decorre da liberacdo de
dopamina fasica (WIGHTMAN & ROBINSON, 2002).

Goeders e Guerin (2008) realizaram um estudo associando a
administracdo do benzodiazepinico oxazepam e da metirapona — um
blogueador da sintese de glicocorticéides — e observaram que essa combinacao
foi eficaz para reduzir a autoadministracdo de cocaina em ratos. Kablinger et al.
(2012) utilizaram essa mesma associacdo de farmacos e observaram que
também ocorre uma eficacia na diminuicdo da “fissura” (craving — desejo
intenso de consumir a droga) em pessoas.

Finalmente, a conclusdo deste trabalho é a de que o diazepam parece
ser um bom candidato para o tratamento da dependéncia por anfetaminas.
Como proximo passo, apos finalizar os experimentos para este projeto,
podemos explorar a possibilidade de investigar quais sdo os mecanismos de
acdo dos benzodiazepinicos na modula¢édo da neurotransmisséo dopaminérgica
e projetar um experimento para verificar se o tratamento crénico é eficaz para
tratar os sintomas da dependéncia em si usando um modelo de dependéncia
por autoadministragdo, com wuma Vvisdo mais ampla dos aspectos
comportamentais e fisiolégicos da dependéncia.

Outro passo futuro seria avaliar se os efeitos da administracdo cronica de
diazepam na liberacdo de dopamina sédo duradouros ao longo do tempo apés a
retirada do diazepam, vez que, para constatar seu potencial terapéutico, seria
necessario demonstrar que o0s efeitos de abstinéncia por anfetaminas

permanecem reduzidos mesmo apods a retirada do diazepam.
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