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Resumo

O consumo de drogas com potencial aditivo, como o
etanol, induz alteragBes sinapticas profundas na via
mesocorticolimbica, que estdo associadas com as alteragGes
comportamentais observadas em individuos adictos. Desta maneira,
a investigacdo de sistemas capazes de modular a neurotransmissdo
dopaminérgica pode revelar novos alvos, com intuito de interferir no
processo de adicdo as drogas. Neste trabalho, demonstramos de
maneira inédita a interacéo entre a proteina prion celular (PrP%) e o
sistema dopaminérgico e que esta interacdo é capaz de modular
diversas propriedades aditivas do etanol. Demonstramos a presenca
da PrP® em neurdnios dopaminérgicos e a importancia desta
proteina na modulacéo dos niveis de dopamina em diferentes areas
cerebrais, na expressdo de receptores dopaminérgicos e do seu
mecanismo efetor mais importante, a DARPP-32. A delegdo
genética ou o bloqueio farmacolégico da PrP® também alteraram
processos seminais para 0 desenvolvimento da adicdo ao etanol,
como o desenvolvimento da tolerdncia rdpida, o consumo oral
voluntério, e comportamentos motivacionais, assim como
propriedades de transmissdo basal e de plasticidade utilizando
eletrofisiologia extracelular cortico-estriatal. Em conjunto, nossos
dados indicam que a PrP® tem um papel fundamental sobre a
homeostasia da neurotransmissdo dopaminérgica e que a interacdo
PrP¢/dopamina modula as propriedades aditivas ao etanol em
camundongos.

Palavras-chaves: Proteina prion celular (PrP®), dopamina, etanol,
adi¢do, comportamento.



Abstract

Chronic consumption of drugs with addictive potential,
such as ethanol, induces profound synaptic changes in the
dopaminergic mesocorticolimbic pathway that underlies the long-
term behavioral alterations seen in addicted subjects. Thus,
exploring modulatory systems found in dopaminergic neurons may
reveal novel targets to interfere with drug addiction. Here we report
that interactions between cellular prion protein (PrP®) and dopamine
modulate ethanol addictive properties in mice. PrP® was found in
dopaminergic neurons and the genetic deletion of this protein
downregulated striatal dopamine D; receptors and its main
intracellular effector DARPP-32 and reduced dopamine levels in the
prefrontal cortex. Genetic or pharmacological blockage of PrP® also
altered the development of rapid tolerance, self-administration and
drug seeking behavior to ethanol in mice, as well as ethanol
properties in extracellular cortico-striatal electrophysiology.
Altogether, our data indicate that PrP® plays a pivotal role on
dopaminergic neurotransmission homeostasis and that PrP°¢-
dopamine interactions modulate ethanol addictive properties in
mice.

Keywords: cellular prion protein (PrP®), dopamine, ethanol,
addiction, behavior.



1. INTRODUCAO
1.1 Prion: Conceito e Patologias

O termo prion, provindo de “PRoteinaceous Infectious
OrgaNisms ”, foi inicialmente sugerido pelo Dr. Stanley Prusiner (na época
pesquisador da Universidade da California) (Prusiner, 1982a), que, além de
ter proposto o termo, também foi um dos principais cientistas a formar o
conceito por tras dos prions. Este conceito propriamente dito foi baseado em
muitos estudos anteriores, principalmente pela investigacdo acerca de
algumas patologias sem agente etiolégico definido.

A scrapie é uma doenga que acomete ovelhas, e inicialmente
imaginava-se que fosse uma doenca muscular causada por parasitas
(Wilson, Anderson et al., 1950). A transmissibilidade do agente etiolégico
da scrapie foi demonstrada, passando a ser definido como um virus de acdo
lenta (do inglés “slow-virus” termo cunhado por Bjorn Sigurdsson em 1958)
(Sigurdsson e Palsson, 1958). Os achados posteriores feitos pelo grupo
liderado por Tikvah Alper (Alper, Haig et al., 1966; Alper, Cramp et al.,
1967; Alper, 1972) demonstraram que a infectividade deste mesmo agente
etiol6gico seria resistente & inativacdo por ultravioleta e irradiacdo
ionizante, resultaram em uma miriade de hip6teses sobre a natureza quimica
do agente da scrapie, e nisto inclui-se a suposicao clarividente de Griffith
(Griffith, 1967), que sugeriu ser uma proteina auto-replicante. A partir deste
ponto, o desenvolvimento do conceito e da solucdo do agente etioldgico foi
barrado por limitagdes técnicas da época. Entretanto, os avancos feitos pelo
grupo liderado por Prusiner ndo cessaram e comegaram a rumar para a
hip6tese de que o agente etioldgico da scrapie seria uma proteina infectante
sem qualquer material genético (Prusiner, Garfin et al., 1980; Prusiner,
Mckinley et al., 1981; Prusiner, 1982b; a; Prusiner, Bolton et al., 1982;
Prusiner e Dearmond, 1991).

Assim como no caso da scrapie, 0 avango no conceito do prion
dependeu do estudo de outra patologia, a “kuru”. Descrita inicialmente por
Gajdusek (Gajdusek, 1977), a kuru assolava a populagdo aborigene da
Papua Nova-Guiné, e era manifestada pela perda total de equilibrio e morte
do paciente. Foi entdo identificado o habito daquela populagdo, de em um
ritual canibalista, ingerir as visceras dos mortos. Em um experimento
pioneiro, a injecdo de tecido cerebral de pacientes mortos, integrantes desta
tribo aborigene, em cérebros de macacos, geraram nestes animais 0s
mesmos sintomas que em humanos (Gajdusek, Gibbs et al., 1967). Assim,
foi definida a transmissibilidade desta patologia e posteriormente
identificou-se o agente etioldgico como sendo 0 mesmo da scrapie, ou seja,
um prion.



Como descrito acima, o conceito de prion, proveio exclusivamente
do estudo de patologias sem agente conhecido. De maneira pormenorizada,
as doencas pridnicas correspondem as encefalopatias espongiformes
transmissiveis (EET), que podem ser de natureza infecciosa, genética ou
esporddica e sdo caracterizadas pela neurodegeneracdo progressiva e
agregacdo proteica. Entre estas doencas estdo a kuru e a Doenca de
Creutzfeldt-Jakob (DCJ) em humanos, a scrapie em ovelhas e as
encefalopatias espongiformes bovinas, também conhecidas como a “doenca
da vaca-louca”, entre outras. Estas doencas podem afetar individuos de
todas as faixas etarias com grande variedade de sintomas motores (sinais
piramidais e extrapiramidais) e ndo motores (mioclonia visual e alteracdes
cognitivas), e apesar de ter prevaléncia relativamente baixa, as EET séo
ainda incuraveis e invariavelmente fatais (Aguzzi, 2006). Apesar dos
diferentes tipos de EET, existe um fator determinante em comum para a
patogénese de todas estas patologias, que seria a conversdo de uma forma
fisiol6gica da proteina prion [Proteina prion celular (PrP%)] em uma forma
agregada e rica em regides beta-pregueadas, que é a forma infectante, e é
denominada PrP%. Diversos experimentos comprovam a necessidade da
PrP® como protagonista na replicacdo e na neurodegeneracéo induzida pelos
prions (Bueler, Aguzzi et al., 1993; Bueler, Raeber et al., 1994). A prova
definitiva para esta afirmacdo adveio do surgimento dos camundongos
nocautes para PrP®. Experimentos do grupo liderado pelo Dr. Adriano
Aguzzi (da Universidade de Zurique, Suica) demonstraram que 0s
camundongos nocautes para PrP® sdo resistentes & inoculagdo da forma
infectante da proteina prion (PrP*), ndo apresentando os sinais de patologia
verificada em camundongos que expressam a isoforma celular desta
proteina (Bueler, Aguzzi et al., 1993). Assim, estes estudos sugeriram que
unidades da isoforma infectante da proteina prion, atuariam como “formas”,
convertendo unidades da PrP® em mais unidades infectantes, formando um
processo de auto-propagagdo exponencial (Aguzzi e Haass, 2003) (Figura
1). Esta caracteristica exponencial de auto-propagacdo relaciona-se a
capacidade de diminuir alguma barreira energética para formacao de novas
unidades infectantes, levando ao recrutamento de novas unidades de PrP°®
tornando o processo auto-catalitico (Aguzzi e Calella, 2009). Apesar dos
conhecimentos acima citados, 0 mecanismo exato, ou o gatilho para o
processo de neurodegeneragdo mediado pelos prions permanece limitado.



Desdobramento

Propagagdo 22
irreversivel 52

Semente Prp%¢

Figura1- Hip6tese da conversdo da PrP° na sua forma infectante. Modificado
de Mallucci (2005).

E digno de nota que recentemente outras doencas
neurodegenerativas, como as doencas de Parkinson e de Alzheimer, tém
sido investigadas por possuirem provaveis propriedades transmissiveis, por
ndo possuirem agente etioldgico definido, e por seus principais marcadores
histopatologicos serem proteinas (a-sinucleina na Doenca de Parkinson e
tau na Doenca de Alzheimer), possivelmente apresentando mecanismos do
tipo prion (do inglés prion-like mechanisms) (Angot, Steiner et al., 2010;
Novak, Prcina et al., 2011). Porém, as hip6teses geradas por estes estudos
ainda carecem de confirmagdo e estudos complementares.

1.2 Proteina prion celular (PrP®)

Através do interesse na forma infectante da proteina prion (PrP%°),
estudos indicaram o gene produtor de uma isoforma desta proteina que
ficou conhecida como proteina prion celular (PrP®) (Prusiner, Groth et al.,
1984; Bianchin, Walz et al., 2005). De forma geral, a PrP¢ e a PrP*
compartilham a mesma sequéncia de aminoacidos e diferem somente em
sua estrutura secundaria, a qual confere caracteristicas fisico-quimicas
distintas para as duas isoformas (Turk, Teplow et al., 1988). Enquanto a
PrP® é solvel e suscetivel a acdo de proteases, a PrP> é bastante insoldvel
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e parcialmente resistente a protedlise (Meyer, Mckinley et al., 1986). E
importante esclarecer que apesar de a PrP° ser essencial para a instalacdo e
evolucdo das encefalopatias espongiformes, esta proteina por si sé ndo
representa riscos, inclusive apresentando propriedades protetoras em
diversas condi¢des (Linden, Martins et al., 2008). O gene PRNP que
codifica a PrP®, esta localizado no braco curto do cromossomo 20 de
humanos e no cromossomo 2 de camundongos e ratos (Prnp) (Chesebro,
Race et al., 1985; Oesch, Westaway et al., 1985). A proteina apresenta
aproximadamente 250 aminoacidos (27 kDa), com dois residuos na regido
amino-terminal que apresentam glicosilacdo e uma éancora de glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI) na regido carboxi-terminal (Prusiner, 1998). A PrP¢
tem expressdo abundante tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no
sistema nervoso periférico (SNP), onde é encontrada no coragdo, figado,
tecido linfatico, masculo e intestino (Prusiner, 1998). Sua expressdo pode
ser regulada por fatores de crescimento durante o desenvolvimento
(Manson, Clarke, Mcbride et al., 1994) e pela estrutura da cromatina
(Cabral, Lee et al., 2002). Quanto a localizagdo subcelular, a PrP° esta
preferencialmente localizada em dominios de membrana ricos em colesterol
(lipid rafts) de terminais pré-sindpticos (Herms, Korte et al., 2000), axdnios
em crescimento (Sales, Hassig et al., 2002) e também no citoplasma de
alguns tipos neuronais (Mironov, Latawiec et al., 2003). Mais
especificamente no SNC, a PrP® é abundantemente encontrada em
neurdnios e glia (Prusiner, 1991). Em relacdo & expressdo da PrP¢ em
sistemas de neurotransmissdo, o trabalho de Ford e colaboradores indica
que a PrP® esta co-expressa em todos os sistemas, & excessdo do sistema
dopaminérgico (Ford, Burton et al., 2002).

Apesar de sua alta expressdo no SNC e da importancia das fungdes
da PrP¢ descritas nos Gltimos anos (Chiarini, Freitas et al., 2002; Lopes,
Hajj et al., 2005; Steele, Emsley et al., 2006), camundongos isentos de PrP®
ndo apresentam alteragdes comportamentais evidentes (Bueler, Fischer et
al., 1992). Uma explicacdo para este fen6tipo normal é que a ablacdo de
PrP® poderia ser compensada por proteinas com funcées redundantes
(Bueler, Fischer et al., 1992).

Com o avango e aprimoramento dos estudos envolvendo os
animais geneticamente modificados para PrP®, estudos mais recentes tém
evidenciado algumas alteracBes importantes apds a delecdo desta proteina
como, por exemplo, déficits cognitivos, de desenvolvimento e de
emocionalidade (Martins, Linden et al., 2002; Spudich, Frigg et al., 2005;
Coitinho, Freitas et al., 2006; Weise, Sandau et al., 2006; Lobao-Soares,
Walz et al., 2007; Nazor, Seward et al., 2007; Xikota, Rial et al., 2008;
Rial, Duarte et al., 2009; Rial, Piermartiri et al., 2012). Camundongos que
ndo expressam a PrP® exibem ainda alteracdes significantes na organizacao
das fibras neurais (Colling, Khana et al., 1997), sono, ritmo circadiano
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(Tobler, Gaus et al., 1996) e aprendizado espacial (Criado, Sanchez-Alavez
et al., 2005), além de proteger neurdnios retinianos e hipocampais da morte
celular programada (apoptose) pela interacdo com STI1 (Chiarini, Freitas et
al., 2002; Zanata, Lopes et al., 2002).

Evidéncias consistentes mostraram a participacdo da PrP¢ em
patologias relacionadas ao envelhecimento, como a doenca de Alzheimer
(Ferrer, Blanco et al., 2001; Aguzzi e Haass, 2003; Schwarze-Eicker,
Keyvani et al., 2005; Rial, Piermartiri et al., 2012) e a doenca de Parkinson
(Wang, Chuang et al., 2008). Aparentemente, placas senis AB-positivas em
cérebros de pacientes com a doenca de Alzheimer comumente contém
depositos de PrP® (Schwarze-Eicker, Keyvani et al., 2005), enquanto que as
mesmas placas senis AP-positivas também tém sido identificadas em
doengas priénicas como na DCJ e na sindrome de Gerstmann— Straissler—
Scheinker (GSS) (Miyazono, Kitamoto et al., 1992; Hainfellner, Wanschitz
etal., 1998).

Uma importante propriedade da PrP é a sua capacidade de ligar-se
a fons cobre (Cu®). Animais nos quais o gene que codifica a PrP® foi
removido possuem 20 vezes menos Cu®* no cérebro que animais normais,
indicando uma associacéo fisiologica (Brown, Qin et al., 1997). Além disso,
células de cerebelo de animais que nio expressam a PrP® sdo mais sensiveis
a radicais livres que células normais (Brown, Schulz-Schaeffer et al., 1997).
Uma vez que a ligagdo ao Cu®" é importante para a atividade catalitica de
muitas enzimas envolvidas com o estresse oxidativo, incluindo a superéxido
dismutase (Brown, Wong et al., 1999), foi sugerido que a PrP® possa atuar
como um depdsito de fons cobre destinado a ligacdo a enzimas que
previnem o estresse oxidativo (Brown, Qin et al., 1997). Dados da literatura
indicam ainda que a PrP® possa ser um sensor de estresse celular, que
desencadearia um processo de sinalizacdo que ativa 0s sistemas
antioxidantes e as defesas celulares (Rachidi, Vilette et al., 2003).

A caracterizacdo de ligantes celulares para a PrP® tem
proporcionado um avango importante na determinacdo do seu papel
bioldgico. Demonstrou-se previamente que o receptor de laminina de 37/67
kDa interage com a PrP° e participa de sua internalizacdo (Gauczynski,
Peyrin et al., 2001). Além disso, este mesmo receptor é requerido para a
propagacdo da forma infectante da proteina pridnica (PrP*%) em células
neuronais infectadas (Leucht, Simoneau et al., 2003).

A PrP€ interage ainda com o plasminogénio (Ellis, Daniels et al.,
2002) e com a caseina cinase (Meggio, Negro et al., 2000) modulando suas
atividades. Diversas moléculas da matriz extracelular também ja foram
descritas como ligantes de PrP®, entre elas os glicosaminoglicanos
(Gonzalez-lIglesias, Pajares et al., 2002), os proteoglicanos (Keshet, Bar-
Peled et al., 2000), a heparina (Warner, Hundt et al., 2002) e a molécula de
adesdo celular neural (NCAM) (Schmitt-Ulms, Legname et al., 2001). Foi
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descrito também o envolvimento de PrP® no estimulo de vias de sinalizaco,
como as que envolvem a via do fosfatidil-inositol-3 cinase (PI3K), proteina
cinase dependente de AMP ciclico (PKA) e proteina cinase ativada por
mitégeno (MAPK) (Chen, Mange et al., 2003).

Outros trabalhos demonstram que a PrP® pode ligar-se a duas
outras proteinas: STI1 (Stress Inducible Protein 1) e a Vitronectina. A
ligacdo entre PrP® e STI1 é especifica e de alta afinidade no sitio que
compreende os aminoacidos 113-128 da molécula de PrP® e nos residuos
230-245 de STI1. A interacdo entre as duas proteinas desencadeia sinais de
protecdo dependentes da via de PKA em neurdnios retinianos (Chiarini,
Freitas et al., 2002; Zanata, Lopes et al., 2002), promove crescimento
neuritico, além de proteger neurdnios hipocampais da morte celular
induzida pela estaurosporina (Lopes, Hajj et al., 2005).

O sinal induzido por cada um desses ligantes pode ter um papel
cooperativo em alguns eventos biolégicos. Acredita-se que a PrP° , pelo
grande nimero de interacdes, tenha fungdes pleiotropicas que dependem
sobretudo da sua expressdo celular, bem como do contexto amplo onde esta
inserida.

Um estudo pioneiro caracterizou as principais alteracdes
eletrofisiolégicas hipocampais decorrentes da auséncia da PrP¢ (Colling,
Collinge et al., 1996). Neste estudo, 0s autores descrevem de maneira
elegante a necessidade da PrP® para a manutencio da funcdo sinaptica
normal. Posteriormente, a ocorréncia estas modificacdes eletrofisioldgicas
foi extendida também em nivel hipocampal e pormenorizadas (Maglio,
Martins et al., 2006; Khosravani, Zhang, Tsutsui et al., 2008; Khosravani,
Zhang e Zamponi, 2008). Segundo os estudos acima citados, as alteragdes
observadas (diferenga de corrente em receptores glutamatérgicos NMDA,
mas ndo AMPA) convergem com aquelas obtidas em testes cognitivos
(Criado, Sanchez-Alavez et al., 2005; Rial, Duarte et al., 2009; Rial,
Piermartiri et al., 2012). Assim, tem sido proposto que 0S Processos
dependentes de alteracdes estruturais duradouras (plasticidade) sdo também
modulados pela PrP°.

Resultados anteriores indicam ainda que os camundongos Prnp®°
apresentam respostas diminuidas no teste de indugdo da atividade
hiperlocomotora pela administracdo de um antagonista glutamatérgico
(MK-801), sem efeitos de interagio com o sistema adenosinérgico
(Coitinho, Dietrich et al., 2002). Neste mesmo trabalho os autores sugerem
a interacdo da PrP® com outros sistemas de neurotransmiss&o envolvidos na
atividade locomotora, como o sistema dopaminérgico.

E importante para o entendimento deste trabalho e para a
racionalizagdo do assunto a seguir, mencionar que animais nocautes para a
PrP® expressam um comportamento atipico, conhecido como
comportamento de escalada (Figura 1), que ndo € expresso pelos
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camundongos controles. Embora esta caracteristica comportamental j& tenha
sido observada anteriormente por outros pesquisadores, ndo havia sido
abordada experimentalmente de maneira consistente e sistematica.

a Prnp®/° b Prnp*/*

Figura 2. Observacdo do comportamento de escalada nas gaiolas moradias dos
animais Prnp”® (a) e Prnp**(b).

1.3 Comportamento de escalada

Os comportamentos estereotipados tém sido observados em
diversas desordens neuropsiquiatricas, incluindo a esquizofrenia, a
sindrome de Tourette e no transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(Langen, Kas et al., 2010). Este tipo de comportamento é tipicamente
expresso de modo continuo e repetitivo com baixa variabilidade. O sistema
dopaminérgico foi o primeiro sistema de neurotransmissdo a ser associado
ao comportamento repetitvo e estereotipado. Em 1874, Harnack demonstrou
0 comportamento de roer compulsivamente em coelhos apés a injegdo de
apomorfina (um agonista dos receptores dopaminérgicos) este texto foi
traduzido e republicado na mesma revista (Kuschinsky, 2006), observagéo
esta reproduzida por Amsler em 1923 (Amsler, 1923). Experimentos
posteriores revelaram que o comportamento de roer compulsivamente
estaria associado ao nucleo estriado. E importante notar que estas
descobertas antecedem qualquer conceito acerca de neurotransmissao
quimica e até mesmo da existéncia de receptores. Os mecanismos pelos
quais a apomorfina exerce seus efeitos foram somente desvendados na
década de 1960 (Kuschinsky, 2006), e desde entdo a apomorfina foi
classificada como um agonista dos receptores dopaminérgicos, com acoes
principalmente relacionadas ao estriado.

Diversas evidéncias sugerem que a ativagdo conjunta dos
receptores dopaminérgicos D; e D, seja necessdria para que 0S
comportamentos estereotipados relacionados a dopamina, como o
comportamento de escalada, acontecam (Arnt, Hyttel et al., 1987; Moore e
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Axton, 1988; Vasse, Chagraoui et al., 1988; Fetsko, Xu et al., 2003). Foi
previamente demonstrado que a coadministracdo do agonista dos receptores
D; (SCH-23390) e do agonista dos receptores D, (quinpirole), mas ndo a
administracdo isolada de cada um destes, é capaz de induzir o
comportamento de escalada, e que a administracdo de um antagonista tanto
dos receptores D; quanto dos receptores D, é capaz de suprimir este
comportamento (Fetsko, Xu et al., 2003).

Em termos neuroanatbmicos, o estriado parece contribuir de
maneira importante a expressdo do comportamento de escalada, visto que a
microinjecdo de agonistas dopaminérgicos diretamente nesta area cerebral
induz o comportamento, enquanto que a lesdo desta estrutura suprime o
comportamento, mesmo ap6s a administracdo de agonistas dopaminérgicos
pela via intraperitoneal (i.p.) (Protais, Costentin et al., 1976; Bordi, Carr et
al., 1989).

Além dos estudos utilizando a manipulagdo farmacolédgica do
sistema dopaminérgico, modelos genéticos tem demonstrado a integracdo
do sistema dopaminérgico com 0s comportamentos repetitivos. Estes
modelos incluem os camundongos nocautes para o transportador de
dopamina (DAT) e para os receptores D; e Ds.

No caso dos camundongos nocautes para DAT, um sistema
hiperdopaminérgico se instala, gerando niveis extracelulares de dopamina
até 170% maiores do que os observados nos camundogos do tipo selvagem
(controles) (Berridge, 2005), induzindo forte expressdo de comportamentos
repetitivos. Campbell e colaboradores demonstraram que a delecdo génica
dos receptores D; em regibes especificas do cérebro como o cortex pré-
frontal (CPF) (mas ndo no cérebro todo) podem induzir episddios severos
de estereotipia, porém estes achados ainda sdo questionados (Campbell,
Rodefer et al., 1999). J& no caso dos camundongos nocautes para receptores
D3, respostas mais sutis se instalam (Joseph, Wang et al., 2002) e inclusive
as respostas a administracdo de anfetamina tornam-se menos severas, sendo
expressas como aumento da locomogao.

Porém, como citado anteriormente, outros sistemas de
neurotransmissdo também parecem estar envolvidos nos comportamentos
repetitivos, como 0s sistemas serotonérgico, glutamatérgico e GABAérgico
[para revisdo ver (Langen, Kas et al., 2010)]

1.4 Sistema dopaminérgico

A dopamina (DA) é uma catecolamina que foi inicialmente
identificada como um precursor metabolico da noradrenalina (NA). Estudos
pioneiros liderados por Arvid Carlsson no final dos anos 1950 sugeriram
que a DA pudesse ter efeitos per se, ndo somente sendo um intermediario na
sintese da NA (Carlsson, Lindqvist et al., 1957; Carlsson e Waldeck, 1958;
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Carlsson, 1959). Desde entdo, tem-se elucidado a influéncia que a DA
exerce sobre comportamentos e circuitos neurais além de seus mecanismos
moleculares de acdo. O interesse pelas acbes desta molécula foi também
estimulado pelo seu envolvimento em diversas desordens neurolégicas e
psiquiatricas, como a doenca de Parkinson, a adicdo as drogas, a
esquizofrenia, desordens obsessivas compulsivas e sindrome de Tourette
(Tritsch e Sabatini, 2012). A DA desempenha fungdes no controle fino de
acOes motoras, além de funcGes cognitivas como o aprendizado, memoria
de procedimento, atencdo, tomada de decisdo e aspectos de recompensa
(Tritsch e Sabatini, 2012). Porém, as interpretagcdes dos efeitos da DA as
vezes sdo confusos devido a grande variabilidade de efeitos entre tipos
celulares, dependendo da eficicia e duracdo da estimulacdo que gera em
seus receptores (Braun, Laruelle et al., 1997).

O sistema dopaminérgico é composto por receptores do tipo D,
(receptores D, e Ds) acoplados a proteina Gs (que por consequéncia de sua
ativacdo, estimulam a atividade da adenilil ciclase) e por receptores do tipo
D, (D,, D; e D,) acoplados a proteina G; (inibem a atividade da adenilil
ciclase) (Stoof e Kebabian, 1981). Os receptores D, sdo encontrados em
terminais nervosos dopaminérgicos, onde se acredita que tenham um papel
autoinibitério, e pds-sinapticamente em neurdnios estriatais. Receptores D,
e D; também tem expressdo predominante pés-sindptica em neurbnios
estriatais. Estudos anatémicos tém sugerido que a via estriatonigral (via
direta dos ganglios basais) contém altos niveis de receptores D; e a via
estriatopalidal (via indireta dos ganglios basais) altos niveis de receptores
D, (Gerfen, Mcginty et al., 1991). De qualquer forma, evidéncias
bioquimicas e fisiolégicas indicam que existem populacfes de neurdnios
estriatais que expressam receptores do tipo D, e do tipo D, (Surmeier, Song
et al., 1996; Aizman, Brismar et al., 2000).

Como consequéncia da ativacdo de receptores dopaminérgicos,
ocorre a regulacdo do estado de fosforilagdo de proteinas como a DARPP-
32, de maneira bidirecional. A DARPP-32 (do inglés dopamine-and cAMP-
regulated phosphoprotein 32 kDa) foi inicialmente descrita como um alvo
principal da ativacdo dopaminérgica via receptores D; no estriado (Maldve,
Zhang et al., 2002). A fosforilacdo da porcédo treonina 34 (Thra,) converte a
DARPP-32 em um inibidor de proteinas fosfatases multifuncionais,
tornando esta proteina um importante marcador da atividade dopaminérgica
em diversos contextos, como por exemplo, o da adicdo as drogas
(Svenningsson, Nairn et al., 2005).

O sistema dopaminérgico tem um papel seminal no processo de
adicdo as drogas, desde a modulagdo de processos de recompensa, do
consumo de substancias com propriedades aditivas, até nas modificagdes
estruturais e funcionais inerentes a este processo (Koob e Weiss, 1990).
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1.5 Via mesocorticolimbica e sistema dopaminérgico

Apesar das drogas de abuso frequentemente promoverem efeitos
comportamentais diversos e atuarem em alvos moleculares especificos, uma
caracteristica principal é compartilhada por todas as drogas com potencial
aditivo, o aumento da atividade do sistema dopaminérgico na via
mesocorticolimbica (Van Vliet, Tepper et al., 1996; Cami e Farre, 2003).
Esta via tem sido extensamente relacionada pelo seu envolvimento em
propriedades de recompensa, incluindo processos fisiolégicos (como
alimentacdo e sexo) e ap6s o consumo de drogas com propriedades aditivas
(Moonat, Starkman et al., 2009).

Esta via consiste de projecdes dopaminérgicas provindas de corpos
celulares localizados na area tegmentar ventral (ATV) para estruturas
limbicas (como a amigdala, o palido ventral, hipocampo e estriado) e areas
corticais [(como o cortex pré-frontal (CPF), cértex orbitofrontal (COF) e o
cingulado anterior)]. E interessante notar que apesar das regides desta via
constituirem um sistema integrado, algumas delas, isoladamente, possuem
papéis diferentes (ou as vezes complementares) no processo de adi¢do as
drogas. Por exemplo, enquanto que o estriado e o palido ventral, estejam
aparentemente envolvidos nos processos reforcadores das drogas de abuso,
a amigdala e o hipocampo apresentam grande relevancia no aprendizado
condicionado, também importante para o processo de adicdo (Volkow,
Fowler et al., 2003). Por outro lado, o CPF, o CFO e o cingulado anterior,
regulam as respostas emocionais, controle cognitivo e funcdes executivas
(Volkow, Fowler et al., 1993). A exposi¢do repetida as drogas com
propriedades aditivas acarretam adaptacBes celulares e estruturais e a
integracdo do CPF com o estriado (EST) (utilizando neste caso uma via
glutamatérgica) parece ser responsavel pela diminuicdo do controle
cognitivo além de ser componente importante na hiper-responsividade a
estimulos associados a droga (Kalivas, Volkow et al., 2005).

Assim, a via dopaminérgica mesocorticolimbica estad envolvida
desde os processos agudos de reforco as drogas até as respostas
condicionadas. AlteracBes nesta via medeiam a perda da inibicdo
comportamental relacionada a busca pela droga e ao comportamento de
consumo exagerado, desconsiderando os riscos. Em geral, todas as drogas
de abuso produzem um aumento nos niveis extracelulares de dopamina no
estriado e a liberacdo de dopamina para o processo de recompensa,
necessario para o consumo oral voluntario, sendo este um efeito
hipotetizado como inerente ao inicio do ciclo de adi¢do as drogas (Koob e
Bloom, 1988). Estas alteracfes no sistema dopaminérgico por vezes sdo
crénicas, e as drogas de abuso parecem ndo somente fazer uso deste sistema
de neurotransmissdo importante para funcbes de sobrevivéncia (Altman,
Everitt et al., 1996), mas também consolidam as respostas a estimulos
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associados ao uso de drogas (Berke e Hyman, 2000), induzindo assim, 0 uso
repetido da substancia com propriedade aditiva.

Entre as evidéncias que suportam a participacdo do sistema
dopaminérgico da via mesocorticolimbica nos efeitos reforcadores das
drogas de abuso, esta o fato de que leses no estriado, ATV e palido ventral
diminuem o consumo de etanol, heroina e cocaina em roedores (Roberts,
Koob et al., 1980; Roberts e Koob, 1982; Hubner e Koob, 1990). Além
disso, os niveis extracelulares de dopamina no estriado aumentam durante o
consumo voluntério de cocaina em animais de laboratério (Weiss, Hurd et
al., 1992; Meil, Roll et al., 1995; Wise, Newton et al., 1995), enquanto que
a administracéo sistémica de inibidores da sintese de dopamina (Pickens e
Harris, 1968; W.ilson, 1974) e de antagonistas dos receptores
dopaminérgicos do tipo D; e D, diminuem o consumo voluntario de uma
variedade grande de drogas, incluindo cocaina, anfetaminas, opiaceos e
etanol (Yokel e Wise, 1975; Woolverton, 1986; Rassnick, Pulvirenti et al.,
1992).

1.6 Adicéo ao etanol

O termo adicdo comecou a ser utilizado no DSM-IV (1994) (42
Edicdo do Manual diagndstico e estatistico de transtornos mentais, do inglés
“Diagnostic  and  Statistical ~ Manual of Mental Disorders”)
preferencialmente ao termo dependéncia para evitar confusdo com o termo
dependéncia fisica. Dependéncia fisica se refere as adaptacdes que levam a
sintomas de abstinéncia na interrupgdo abrupta do uso de uma droga, que
recebe atualmente a denominacdo de sindrome de abstinéncia. Essas
adaptacOes sdo diferentes das adaptacfes que ocorrem na adicdo, na qual a
principal caracteristica é a perda de controle sobre o uso da droga, mesmo
sob consequéncias adversas ao individuo (Volkow, 2005).

Dentre os critérios utilizados para caracterizar a adi¢do as drogas
(segundo 0 DSM-1V) estdo:
1. Um desejo forte ou compulsivo para consumir a substancia;
2. Dificuldades para controlar o comportamento de consumo da substancia
em termos de inicio, fim ou niveis de consumo;
3. Estado de abstinéncia fisiolégica quando o consumo € suspenso ou
reduzido, evidenciado por surgimento de sindrome de abstinéncia
caracteristica, ou o consumo da mesma substancia (ou outra muito
parecida) com a intencdo de aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia;
4. Evidéncia de tolerancia, definida como a necessidade de doses
crescentes da substancia psicoativa para se obter os efeitos anteriormente
produzidos com doses inferiores;
5. Abandono progressivo de outros prazeres ou interesses devido ao
consumo de substancias psicoativas;



12

6. Aumento do tempo empregado em conseguir ou consumir a substancia ou
recuperar-se de seus efeitos;

7. Persisténcia no consumo de substancias apesar de provas evidentes de
consequéncias manifestamente prejudiciais, tais como lesdes hepéticas
causadas por consumo excessivo de alcool, humor deprimido conseqiente a
um grande consumo de substancias, ou perturbacao das fungdes cognitivas
relacionadas com o uso da substéncia. Devem ser feitos esforcos para
determinar se o consumidor estava realmente, ou poderia estar consciente
da natureza do dano.

A presenca de trés ou mais sintomas decorrentes do uso continuado
de uma substancia psicoativa durante o periodo de um ano ou mais é
necessaria para caracterizar a adicao, também segundo o DSM-1V.

A progressdo do uso inicial para a adi¢do propriamente dita é
influenciada por muitos fatores. Entre eles a droga em si, a personalidade do
usuario, e influéncias de outras pessoas e ambientes (Cami e Farre, 2003). A
interacdo entre esses fatores é complexa e determina porque alguns
individuos apresentam comportamentos aditivos e outros ndo. O uso inicial
da droga pode ser voluntario, na busca de prazer, das suas propriedades
reforcadoras, ou o alivio de dores ou sentimentos negativos, mas para a
pessoa que apresenta adi¢do, a escolha pelo uso da droga ndo é mais
voluntéria. Ocorre uma neuroadaptacdo semelhante ao que ocorre no
aprendizado de uma tarefa e o individuo procura a droga mesmo com a
consciéncia das consequéncias pessoais negativas e graves (Kapadia, Cook
et al., 2005). No entanto, 0s mecanismos neurobioldgicos que determinam
essa transicdo do uso controlado para o descontrolado ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos. As recaidas no abuso das drogas é o fator clinico
mais dificil de ser controlado no tratamento da adigdo. Ap6s longo periodo
de abstinéncia, o desejo compulsivo pela droga ou a recaida pode ser
iniciado pela presenca da droga em si ou por pistas ambientais que estejam
associadas a ela (Moonat, Starkman et al., 2009).

Epidemiologicamente o etanol é a droga com propriedade aditiva
mais prevalente. Mundialmente, cerca de 2,5 bilhGes de pessoas consomem
algum tipo de bebida alcodlica e mais de 92 milhdes de pessoas apresentam
problemas relacionados ao uso desta droga (WHO, 2011). Esta alta
prevaléncia no abuso de etanol gera uma perda financeira estimada em
quase 200 bilhGes de dolares anuais somente nos EUA (WHO, 2011),
devido aos custos com tratamentos e prejuizos empregaticios. No Brasil,
segundo o atual levantamento domiciliar sobre o uso de drogas, 11,9% das
pessoas que vivem nas 107 maiores cidades do pais apresentam
dependéncia do etanol (Laranjeira, 2007). Ainda, estima-se que 0s
problemas de salde relacionados ao uso de etanol sdo responsaveis por mais
de 10% dos problemas totais de salde (Laranjeira, 2007). Além disso, o
consumo de etanol estd relacionado com 50% dos casos de morte em
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acidentes automobilisticos, 50% dos homicidios e 25% dos suicidios
(Laranjeira, 2007).

A adicdo ao etanol é um transtorno clinicamente heterogéneo de
herdabilidade moderada a alta, e sugere-se ser dependente da interacéo entre
genes e ambiente (Busto, 2000). Esta influéncia epigenética com certeza
contribui para a alta variabilidade de sucesso terapéutico para a adicao de
drogas (aproximadamente 20%) utilizando-se as terapias farmacoldgicas
atualmente disponiveis (Busto, 2000).

O consumo agudo e crdnico de etanol interfere diferentemente com
0s processos de transmissdo no SNC, afetando muitos, se ndo todos, 0s
sistemas de neurotransmissao conhecidos (Nevo e Hamon, 1995). Os efeitos
do etanol sobre seus alvos primarios (sistemas GABAérgico e
glutamatérgico) e a sua intereferéncia sobre o sistema dopaminérgica séo
explanados a seguir.

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) medeia a neurotransmissao
na maioria das sinapses inibitérias rapidas via ativacdo dos receptores
GABA,. Esses receptores ionotropicos sdo permeaveis a anions,
principalmente ao cloreto, ¢ formado por diversas combinagdes de
subunidades e possuem varios sitios para modulagdo alostérica (Meldrum,
1987). O sitio alostérico mais conhecido é o sitio de ligagdo dos
benzodiazepinicos, porém outras drogas como 0s anestésicos gerais,
neuroesterdides e o etanol também modulam a atividade do receptor
alostericamente. A transmissdo GABAérgica € um alvo para os efeitos
agudos e crénicos do etanol (Meldrum, 1982). Agudamente, o etanol produz
aumento da atividade dos receptores GABA,, esse aumento varia de acordo
com a combinagéo de subunidades que constituem o receptor. Agudamente,
0 etanol também aumenta a liberacdo de GABA em muitas sinapses
(Mizuno, Kurokawa et al., 2012). A potencializacdo da transmisséo
GABAérgica parece contribuir para varios dos aspectos da intoxicacao
aguda por etanol, incluindo incoordenacdo motora, efeitos ansioliticos e
sedacdo (Mishra e Chergui; 2011). O sistema GABAérgico passa também
por modificacdes decorrentes da exposicdo crbnica ao etanol. Algumas
dessas adaptacBes parecem ocorrer no sentido de diminuir a potencializacéo
do sistema observada na exposi¢do aguda ao etanol (Fleming, Acheson et
al.; 2011). A mudanca crénica mais bem caracterizada é a alteragdo nas
subunidades que compdem o receptor GABA, (Meldrum, 1982). Ocorre
também aumento ou diminuigdo da quantidade de GABA liberada
dependendo da regido cerebral (Croucher, Meldrum et al., 1983). O efeito
predominante dessas adaptacGes a presenca cronica do etanol é fazer o
encéfalo se tornar hiperexcitavel na auséncia do etanol, o que pode levar a
ansiedade elevada e até mesmo convulsdes durante a abstinéncia (Lovinger
e Roberto; Lovinger, 1996; 2006).
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O glutamato medeia a neurotransmissdo na maioria das sinapses
excitatorias rapidas via ativacdo dos receptores AMPA, kainato e NMDA.
Esses receptores ionotropicos sdo permeaveis a cations, principalmente
sodio e caélcio. O etanol agudamente inibe a transmissdo sinaptica
glutamatérgica, principalmente a mediada por receptores NMDA (Weight,
Lovinger et al., 1991). Essa inibicdo do NMDA provavelmente contribui
para os efeitos deletérios do etanol sobre a memoria, que é dependente da
atividade desses receptores (Weight, Lovinger et al., 1991). A exposicao
cronica ao etanol aumenta o ndmero e a atividade do receptor NMDA, o que
também contribui para o estado de hiperexcitabilidade durante a
abstinéncia, assim como para o dano neural causado pelo etanol
(excitotoxicidade) (Lovinger e Roberto; Popp, Lickteig et al., 1998).

Considerando o grande ndmero de alvos para o etanol é
impressionante que uma das perguntas mais relevantes & adi¢do ao etanol,
que é: como o etanol interfere nas respostas dopaminérgicas? Ainda nédo
tenha sido respondida. Apesar do fato de interferir em muitos sistemas de
transmisséo e transducdo, nenhum destes sistemas citados acima, apresentou
efeitos claros na liberacdo de dopamina em niveis semelhantes aqueles
observados em individuos que consomem o etanol em estado de adicdo
(Melis, Diana et al., 2009). Sugeriu-se que estas respostas seriam mediadas
pela capacidade do etanol em ativar neurbnios da ATV, causando direta
liberagdo de dopamina no estriado. Porém, experimentos de microdidlise
demonstraram que a aplicacdo de etanol no estriado aumenta a liberagéo de
dopamina, enquanto que aplicaces de etanol na ATV ndo produzem o
mesmo efeito (Yim, Schallert et al., 1998; Ericson, Molander et al., 2003).
Estudos envolvendo voltametria em fatias de estriado (Budygin, Phillips et
al., 2001) demonstraram efeitos do etanol na liberacdo de dopamina
somente em altas concentragdes (100-200 mM).

Outra proposta seria de que o etanol poderia aumentar a liberagéo

de dopamina pela excitacdo direta de neurbnios dopaminérgicos. Alguns
estudos demonstraram um efeito excitatério do etanol em neurdnios
dopaminérgicos da ATV em concentragbes de 20 a 320 mM (Brodie,
Shefner et al., 1990; Okamoto, Harnett et al., 2006), porém estes efeitos
somente sdo mantidos pelo bloqueio concomitante de canais de potassio
(Koyama, Brodie et al., 2007). De maneira alternativa, o etanol pode atuar
desinibindo neur6nios dopaminérgicos, mais provavelmente utilizando a
transmissao GABAGérgica.
Diversas classes de interneurdnios estriatais podem inibir a capacidade de
disparo dos neurdnios daquela regido (Lee, Abercrombie et al., 2004) e se
estes neurdnios estiverem inibidos (por exemplo pela ativacdo
GABAérgica) poderia acontecer o aumento da liberacdo de dopamina
(Mereu, Collu et al., 1985).
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Outra hipotese seria de que a atividade concomitante “em rede”
dos diversos sistemas de neurotransmissdo poderia contribuir (mesmo que
cada um com pequenas parcelas) com o aumento da liberacdo de dopamina
em niveis aceitaveis para efeitos de recompensa (Cheer, Aragona et al.,
2007). De forma geral, apesar de se ter boas evidéncias dos niveis de
dopamina liberados pela ingestéo de etanol, e apesar do conhecimento sobre
muitos dos alvos do etanol, os mecanismos exatos pelos quais o etanol
libera a dopamina durante o consumo em niveis para obter efeitos de
recompensa permanecem obscuros.

Considerando a interferéncia em tantos sistemas de
neurotransmissdo, o etanol tem como efeito uma curva euforia-disforia.
Mais especificamente, a euforia produzida pelo etanol acontece em baixas
concentragdes, e € um dos principais motivos para seu uso social (WHO
2011). Acredita-se que estas acdes euforigénicas estejam envolvidas com
efeitos sobre o sistema opidide enddgeno e pela modulagdo das respostas
dopaminérgicas, aumentando os disparos de neurdnios da ATV (Volpicelli,
Alterman et al., 1992). As respostas disforicas que se caracterizam pelos
efeitos aversivos do etanol, também se relacionam com alteracfes no
funcionamente do sistema dopaminérgico na via mesocorticolimbica. Neste
caso, altas concentragdes de etanol inibem o disparo de neur6nios da ATV
(Molleman e Little, 1995).

Recentemente, alteracfes de plasticidade sinaptica tém sido
relacionadas ao processo de adi¢do as drogas. Os processos de plasticidade
induzidos por drogas estdo presentes em diversas regides cerebrais
(sabidamente a via mesocorticolimbica) e estdo associadas ao reforco
positivo gerado pelas drogas de abuso, sendo estes mecanismos celulares
seminais para o desenvolvimento da adicdo (Kauer e Malenka, 2007).
Muitos comportamentos associados com a adi¢do as drogas relacionam-se
com eventos chave da plasticidade sindptica. Bloqueadores dos receptores
NMDA, por exemplo, que efetivamente bloqueiam a potenciacdo de longa
duracdo (LTP) e a depressdo de longa duracdo (LTD) em muitas regifes
cerebrais (Malenka e Bear, 2004), também previnem muitas adaptacfes
comportamentais associadas ao processo de reforco as drogas [(como a
preferéncia condicionado de lugar (PCL), sensibilizacdo comportamental e
consumo oral voluntario)] (Kalivas, 1993; Schenk, Valadez et al., 1993).
Quando aplicados direto na ATV, blogueadores NMDA previnem tanto a
sensibilizacdo locomotora quanto a PCL (Kalivas, 1993). Mais
especificamente no caso do etanol, alteragdes relacionadas a plasticidade
sindptica tem sido demonstrada como pré-condicionamento basal a
exposicdo a droga ou interferindo na LTP (Adermark e Lovinger, 2006;
Adermark, Clarke et al., 2011). Esta abordagem inserindo aspectos da
plasticidade sindptica como marcador de adicdo as drogas tem ganhado
forca e reconhecimento recentemente (Kauer e Malenka, 2007).
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Considerando a observacdo do aumento no comportamento de
escalada dos animais Prnp?, sua interacdo com o sistema dopaminérgico, e
as implicacOes das alteracbes dopaminérgicas da via mesocorticolimbica no
contexto da adicdo as drogas, pretendemos neste trabalho investigar a
interacdo entre todos estes fatores utilizando feramentas farmacolégicas,
genéticas, comportamentais, neuroquimicas e eletrofisiologicas.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a interacéo entre a PrP® e o sistema dopaminérgico, sua possivel
implicagdlo  nos  processos  comportamentais,  neuroquimicos e
eletrofisiologicos relacionados a adi¢do ao etanol em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

> Caracterizar a influéncia da PrP® em pardmetros comportamentais
(comportamento de escalada) e neuroquimicos sobre a expressao
do sistema dopaminérgico (expressdo de TH, concentracdo de
neurotransmissores, densidade de receptores dopaminérgicos, co-
localizacdo, expressdo de DARPP-32);

> Investigar a influéncia do blogueio farmacoldgico ou genético da
PrP® sobre as respostas induzidas pelo etanol em testes de
atividade locomotora, consumo oral voluntario, PCL e teste da
tolerancia rapida;

> Investigar a participacdo da PrP® nas possiveis alteracdes nas
concentragdes de monoaminas e densidade de receptores
dopaminérgicos D, e D, induzidas pela exposic¢ao ao etanol;

> Investigar o sinergismo entre os efeitos farmacoldgicos da PrP® e
os efeitos farmacol6gicos do etanol sobre processos de transmissdo
sindptica basal e de plasticidade sinaptica (eletrofisiologia
extracelular) na via cortico-estriatal.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas, por em roedores
apresentarem maior tendéncia de consumo de etanol em comparacdo aos
machos (Almeida, Shoaib et al., 1998; Cailhol e Mormede, 2002), nocautes
para 0 gene Prnp, (designados como Prnp”®), gerados como descrito
anteriormente (Bueler, Fischer et al., 1992) e seus respectivos controles
(Prnp*™) doados pela Dra. Vilma R. Martins (do Centro de pesquisa
internacional do Hospital A.C. Camargo, Sdo Paulo, Brasil), quando
possuiam de 2-3 meses de idade. Estes animais pesavam de 20-40 g e séo
descendentes dos camundongos Zrch 1 (Zurich 1), enquanto que o0s
camundongos controle foram gerados a partir de cruzamentos dos
descendentes da F; provindos do cruzamento de camundongos 129/Sv com
camundongos C57BI/6. O gendtipo dos animais foi confirmado por testes
de PCR (Reagdo em cadeia da polimerase) utilizando-se DNA extraido da
cauda dos camundongos e comparado com primers especificos.

Complementamos o0 estudo do comportamento de escalada
utilizando outra linhagem de camundongos geneticamente modificados
conhecida como Edinburgh. Desta linhagem dispusemos de camundongos
fémeas, pesando de 30-40 g, nocautes para PrP¢ (EPrnp™), heterozigotos
para producdo da mesma proteina (EPrnp*) e controles de mesmo
background (EPrnp*’*). Estes animais foram desenvolvidos por Manson e
colaboradores (Manson, Clarke, Hooper et al., 1994) (também doados pela
Dra. Vilma R. Martins) e possuem background constituido do cruzamento
de camundongos 129/Sv com camundongos C57/BI10. O mesmo
procedimento (PCR) para controle dos genétipos foi realizado, novamente
utilizando primers especificos. Tanto os animais Zrch quanto os Edimburgh
foram mantidos no biotério do Laboratério Experimental de Doencas
Neurodegenerativas da Universidade Federal de Santa Catarina
(Floriandpolis, Brasil) até a idade de 3-4 meses, selecionada para este
estudo.

Para os estudos envolvendo a administracdo intracerebroventricular
(tanto free-hand quanto por estereotaxia) utilizamos camundongos C57BI/6
fémeas, de nossa propria colonia. Para os experimentos de eletrofisiologia
foram utilizados camundongos C57BI/6 fornecidos pelo Laboratorio
Charles River (Barcelona, Espanha). Para os experimentos de co-
localizagdo (por sinaptossomas ou cultura de células) utilizamos ratos
Wistar, fémeas, com idade aproximada de 2 meses, também fornecidos pelo
Laboratério Charles River (Barcelona, Espanha). Todos os animais
utilizados neste estudo foram mantidos em caixas contendo 5 animais e
submetidos a um ciclo claro/escuro com intervalo de 12 h (com o periodo
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claro iniciando as 7:00) com livre acesso a comida e agua. Todos o0s
procedimentos utilizados no presente estudo foram previamente aprovados
pelo Comité de ética para o uso de animais de laboratdrio (CEUA/UFSC)
namero de protocolo PP00452.

3.2 Testes comportamentais
3.2.1 Comportamento de escalada

Os camundongos (Prnp**, Prnp®®, EPrnp **, EPrnp*" e EPmp™)
foram testados em uma caixa de arame (30x15x18 cm) (Figura 3) e
observados por 15 minutos, durante 0s quais se mensurou o0 tempo que estes
animais passaram escalando. Definiu-se o comportamento de escalada,
como sendo aquele onde o animal manteve as quatro patas agarradas a uma
lateral ou ao topo da caixa de arame (Fetsko, Xu et al., 2003). Este
comportamento € um indicativo da funcdo dopaminérgica central e é
utilizado como preditivo para a avaliacdo de acdo de drogas anti-psicoticas
(Fetsko, Xu et al., 2003). Tratamos ainda os animais Prnp*™* e Prnp”® com o
antagonista dos receptores D; SCH-23390 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA) (0.1 mg/kg) ou o antagonista dos receptores D, Sulpirida (RBI,
Natick, MA, EUA) (80 mg/kg) que foram administrados pela via
intraperitoneal (i.p.), 30 minutos antes da avaliagdo do comportamento de
escalada.

Figura 3. Gaiolas utilizadas para mensuracdo do comportamento de escalada
(fonte: LEXDON).

3.2.2 Teste de atividade locomotora no campo aberto
O aparato do campo aberto utilizado consistiu em uma caixa de

acrilico com dimensdes 50x50%50 cm, iluminada a 12 lux (Figura 4). Antes
do teste todos os animais foram pesados com intuito de monitorar alteraces
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de massa corpdrea que pudessem inabilitar o comportamento dos animais.
Os animais foram entdo colocados no centro do campo aberto e sua
atividade locomotora foi gravada por um sistema de video durante 10
minutos. A distancia total foi mensurada automaticamente através do
software Any-maze® (Any-maze® video-tracking system, Stoelting Inc.,
EUA). Dez minutos antes do teste, os camundongos Prnp** e Prnp”®
receberam uma administragdo de salina ou etanol (2 g/kg, i.p.) (VETEC, RJ,
Brasil) por 1, 7, 14 ou 21 dias consecutivos. Camundongos C57BI/6 foram
pré-tratados (15 minutos antes da administracdo de etanol) pela via
intracerebroventricular (i.c.v.) com PBS ou com o anticorpo anti-prion (o-
GST-PrP®) nas concentragdes de 50, 150 ou 300 ng/pl.

Figura 4. Aparato do campo aberto e uso do software Any-Maze® para
avaliacdo da atividade locomotora (fonte: LEXDON).

3.2.3 Teste de aquisicéo da tolerancia rapida.

O teste de aquisicdo da tolerancia rapida foi realizado como
descrito anteriormente (Rial, Takahashi et al., 2009) utilizando o aparato do
Rota-rod (Rotamex-V-EE/85) controlado por um sistema computadorizado
(Columbus Instruments Computer; Columbus, OH, EUA) (Figura 5). Os
camundongos foram submetidos a uma sessdo de treino sob aceleracdo
continua (1 rpm/segundo) em até 10 tentativas de 1 minuto com 5 minutos
de intervalo entre as sessdes. Ao cairem da barra rotatoria, 0s animais
recebiam um leve choque nas patas (0,5 mA por 2 segundos). O tempo de
queda da barra rotatéria foi anotado como desempenho no treino. Os
animais que ndo atingiram uma linha de base satisfatoria (de pelo menos 20
s) nas 10 tentativas foram eliminados do teste (menos de 10% do total).
Posteriormente, os camundongos Prnp** e Prnp®° foram divididos em
subgrupos, que receberam uma administracdo i.p. de etanol (1,75 g/kg) ou
salina. Duas horas apds a injecdo de salina ou etanol, os camundongos
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receberam uma dose adicional de salina ou etanol (1,0 g/kg), com intuito de
obter uma dose de etanol total de 2,75 g/kg. Este procedimento de
administracdo de etanol em duas etapas (1,75 + 1,0 g/kg) foi empregado,
pois experimentos prévios demonstraram que uma Unica administracdo de
2,75 g/kg € insuficiente para gerar a aquisicdo da tolerancia rapida (Bare,
Mckinzie et al., 1998). Ap6s 24 h, todos os camundongos, inclusive os
controles, receberam uma dose de etanol (1,75 g/kg, i.p.) e foram
novamente submetidos ao teste do rotarod com intuito de avaliar a aquisicdo
da tolerancia réapida.

Figura 5. Aparato do teste do Rotarod (fonte: LEXDON).

3.2.4 Teste da preferéncia condicionada de lugar (PCL)

Os efeitos motivacionais do consumo de etanol foram avaliados
utilizando-se o teste da PCL com viés (Tzschentke, 2007). A PCL foi
avaliada em quatro caixas idénticas de acrilico (Figura 6) que possuem trés
compartimentos separados por portas removiveis. Os dois compartimentos
de condicionamento (23x16x15 cm) apresentam pistas tateis e visuais
distintas: um compartimento € preto com o chdo liso, e 0 outro é preto com
listras brancas e com chdo gradeado. O compartimento central (neutro)
(10x16x15 cm) é cinza com o chao liso e é onde se encontram as portas
(5%5 cm) que ddo acesso aos outros compartimentos. Este teste foi
conduzido com luminosidade de 10 lux. O comportamento de cada
camundongo foi gravado através de sistema de video. O protocolo de PCL
consistiu de oito dias, divididos em trés diferentes fases: pré-
condicionamento, condicionamento, e poés-condicionamento. Na fase de
pré-condicionamento (dia 1), os camundongos tiveram acesso livre a todos
o0s trés compartimentos por 15 minutos. O tempo gasto pelo animal em cada
compartimento foi mensurado.
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A fase de condicionamento (dias 2-7) consistiu de seis sessfes de
25 minutos, uma por dia. Imediatamente ap6s a administracdo de etanol (0,5
ou 2,0 g/kg, i.p.), os animais foram confinados em um compartimento e, em
dias alternados, receberam salina e foram confinados no compartimento
oposto. O grupo controle recebeu salina antes do condicionamento em cada
compartimento. Na fase de po6s-condicionamento (dia 8), cada animal foi
colocado no compartimento central (heutro) e teve livre acesso aos trés
compartimentos. O tempo gasto em cada compartimento foi mensurado pelo
periodo de 15 minutos.

Figura 6. Caixas utilizadas para a avaliagio da PCL ao etanol (fonte:
LEXDON).

3.2.5 Consumo oral voluntario de etanol

Todos 0s camundongos tiveram acesso por 24 horas a duas
garrafas idénticas (Figura 7). Uma garrafa continha &gua e a outra
concentragdes crescentes de etanol (3%, 6%, 10% e 20%, v/v em &gua). Os
camundongos foram expostos a cada concentracdo de etanol por cinco dias
de acordo com o procedimento descrito anteriormente (Savelieva, Caudle et
al., 2002). A posi¢do das duas garrafas foi trocada diariamente durante o
periodo de teste com o intuito de prevenir um viés de posicdo das garrafas.
As garrafas foram pesadas diariamente e os valores de consumo expressos
como gramas de etanol por quilogramas de peso corporal pelo consumo
absoluto durante o periodo de teste.
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Figura 7. Gaiolas com as garrafas utilizadas no teste de consumo oral
voluntério de etanol (fonte: LEXDON).

3.2.6 Consumo oral voluntério de etanol (Protocolo de 5 horas)

Os camundongos foram expostos a um protocolo com acesso a
uma garrafa contendo &gua e outra contendo solucéo de etanol 10% (v/v). O
consumo de liquidos foi monitorado durante um periodo de teste de cinco
horas por dia, durante 5 dias, como descrito previamente (EI-Ghundi,
George et al., 1998). Este protocolo foi utilizado baseado na cinética de
acdo do anticorpo anti-prion (Martins, Graner et al., 1997). Assim podemos
certificar que pelo periodo de teste o anticorpo estaria promovendo suas
acbes. O consumo de etanol foi expresso como gramas de etanol por
quilograma de peso corporal pelo consumo absoluto pelo periodo de 5
horas. A posi¢do das garrafas foi trocada diariamente para evitar o viés de
posicdo. Com objetivo de testar o impacto dos receptores dopaminérgicos
no padrdo de consumo de etanol em camundongos Prnp™* e Prnp®®, os
camundongos foram previamente tratados (30 min.) com antagonistas dos
receptores dopaminérgicos D; (SCH-23390, 0.1 mg/kg, i.p.) ou D,
(sulpirida, 80 mg/kg, i.p.).

3.3 Administracéo intracerebroventricular (i.c.v) free-hand

As administragBes intracerebroventriculares (i.c.v.) free-hand
foram feitas utilizando-se uma microsseringa (5 pl, Hamilton, Reno,
Nevada, EUA) conectada a uma agulha que foi inserida a 3 mm de
profundidade perpendicular a superficie do cranio, de acordo com o
procedimento originalmente descrito por Haley e McCormick (1957) e
modificado por Maurice et al. (1996). Os camundongos foram anestesiados
com isoflurano (Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., RJ, Brasil) por um
sistema de vaporizagdo (SurgiVet Inc., WI, EUA) e entdo imobilizados para
as injegdes i.c.v. A agulha foi inserida unilateralmente a 1 mm a direita da
linha média e equidistante a cada olho e perpendicular ao plano do cranio.
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Um volume de 3 pl de PBS ou de o-GST-PrP® (50, 150 or 300 ng/ul) foi
administrado diretamente no ventriculo lateral. Uma vez os experimentos
finalizados, todos os camundongos foram decapitados e seus cérebros
examinados para excluir possiveis erros de administracdo, ou hemorragia
cerebral. Menos de 5 % dos animais foram eliminados.

3.4 Administracéo intracerebroventricular (cirurgia estereotaxica)

Os camundongos foram anestesiados com hidrato de cloral 5% e
colocados em um aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga,
CA, EUA), com o bregma e o lambda mantidos no mesmo plano horizontal.
Uma perfuragdo foi realizada no cranio dos animais e uma canula-guia foi
inserida até atingir o ventriculo lateral. As coordenadas estereotaxicas
utilizadas foram retiradas do atlas neuroanatbmico de camundongos
(Paxinos e Franklin, 2001). O procedimento experimental foi realizado 7
dias ap6s a cirurgia. Uma agulha injetora foi acoplada a canula-guia e as
infusbes i.c.v. foram feitas utilizando-se uma microsseringa de 10 pl
(Hamilton) através de um tubo de polietileno (PE 10). As drogas foram
injetadas manualmente em um volume total de 3 pl. A agulha injetora foi
mantida por mais 30 segundos depois da administragdo. Depois dos
experimentos os animais foram anestesiados e foi injetada solucdo de azul
de Evans (0.1%) através da canula-guia. Todos 0s animais tiveram cirurgia
com colocagéo correta da canula.

3.5 Ensaios Neuroquimicos
3.5.1 Imunodetecéo de proteinas

Os camundongos foram anestesiados com isofluorano (Abbot
Laboratérios do Brasil Ltda., RJ, Brasil) e decapitados, as estruturas
cerebrais [bulbo olfatorio (BO), cdrtex pré-frontal (CPF), estriado (EST) e
hipocampo (HIP)] foram dissecadas e homogeneizadas em tamp&o mantido
gelado, contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI,
1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 5 ug/ml leupeptina, 5 ug/ml pepstatina
A, 10 pg/ml aprotinina, 1 mmol/l ortovanadato de sédio, 10 mmol/l B-
glicerolfosfato, 50 mmol/l fluoreto de sédio, e and 0,5 mmol/l ditiotreitol
(todos adquiridos da Sigma-Aldrich, USA). Os homogenatos foram
resfriados em gelo por 15 minutos e misturados por mais 15 minutos na
presenca de 0,1% de Triton 15 e entdo centrifugados a 10.000 g por 30
minutos. O sobrenadante foi coletado como a fragdo citosolica e estocado a
temperatura de -70°C até o uso (Medeiros, Prediger et al., 2007). A
concentragdo de proteinas foi determinada utilizando-se um kit especifico
(Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). As proteinas e os marcadores de peso
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molecular foram revelados utilizando-se a marcacdo de vermelho de
Ponceau. O bloqueio das membranas foi feito com salina tamponada (PBS
constituida por 140 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 20 mM de NaH,PO,, e 15
mM KH,PQO,, com pH 7,4) contendo 5% de leite em pd e 0,05% de Tween-
20 por uma hora a 25°C. As membranas foram entdo incubadas overnight a
4°C com um anticorpo anti-tirosina hidroxilase (1:1,000; MAB1423, R&D,
Minneapolis, MN, EUA) em solucdo de blogueio com um anticorpo anti-
camundongo 1gG (1:1,000; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por 1 hora.
A visualizagdo foi feita utilizando-se o sistema de ECL (PerkinElmer).

3.5.2 Anaélise do contetido de monoaminas (HPLC)

Utilizamos um protocolo previamente validado de HPLC para
determinar os niveis de monoaminas (dopamina, noradrenalina e
serotonina) e seus principais metabdlitos (Dombrowski, Carvalho et al.,
2010). Apds dissecgdo das estruturas de interesse (BO, CPF, EST e HIP)
estas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C. O
sistema de HPLC consistiu de uma bomba LC-20AT (Shimadzu, S&o Paulo,
Brasil) equipada com um injetor Rheodyne 7725 que alimenta a coluna de
fase-reversa Synergy Fusion-RP C-18 de dimensdes (150 x 4,6 mm, com 4
pum de tamanho de particula) protegida por uma pré-coluna de 4 x 3,0 mm
(SecurityGuard  Cartridges  Fusion-RP), mantidas dentro de um
compartimento de temperatura controlada (25°C; Shimadzu). As
monoaminas foram identificadas com um detector eletroquimico (ESA
Coulochem 11l Electrochemical Detector). As amostras foram entéo
homogeneizadas com um sonicador em solucéo de &cido perclérico 0,1 M
contendo metabissulfeto sddico. Apds centrifugagdo a 10.000 g por 30
minutos a 4 °C, 20 ul do sobrenadante foi injetado no cromatografo. A fase
mavel, em razdo de vazdo de 1 ml/minuto, teve a seguinte composigao: 20 g
acido citrico monohidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha), 200 mg de
acido octa-sulfonico (Merck, Darmstadt, Alemanha), 40 mg EDTA (Sigma),
900 ml 4gua para HPLC. Metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi
adicionado para obter uma solucdo contendo 10% de metanol (v/v). O pH
do tampdo de corrida foi ajustado para 4,0 e entdo filtrado. As areas dos
picos dos padrBes externos foram utilizadas para quantificar os picos das
amostras.

3.5.3 Analises imunocitoquimicas para determinacéo da presenca da PrP°®
no sistema dopaminérgico.

Ratos Wistar fémeas gravidas (Charles River, Barcelona, Espanha)
foram anestesiadas com halotano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e os
fetos removidos no periodo embriondrio 16, para preparacao das culturas de
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neurbnios mesencefalicos como descrito previamente (Fath, Ke et al.,
2009). O mesencéfalo ventral foi dissecado em solucdo de Hank, fatiado e
incubado por 15 minutos a 37° C em meio de MEM, contendo 0,05 % de
Tripsina e 0,001 de DNase I. O tecido foi entdo lavado com MEM,
contendo 0,052 % de inibidor de tripsina e gentilmente dissociado com uma
pipeta de 5 ml, para obter uma suspensdo de células individuais dispersas.
As células foram emplacadas em aproximadamente 85,000 células/cm?, em
meio neurobasal contendo 10% de soro fetal inativado, 2% de B27, 1% de
glutamax e 1% de penicilina/estreptomicina. Apds 24 horas, 0 meio foi
trocado e as culturas mantidas por 7 dias in vitro (DIV) em meio neurobasal
nas mesmas condigdes anteriores em incubadoras umidificadas. As células
foram entdo fixadas com 4% de paraformaldeido por 30 minutos e lavadas
duas vezes com PBS. As células foram permeabilizadas com PBS contendo
0,2% de Triton X-100 por 10 minutos, bloqueadas por 1 hora em PBS
contendo 3% de soro albumina e 5% de soro de cavalo, lavados novamente
duas vezes com PBS e incubados overnight a 4° C com diferentes misturas
de anticorpos: anti-PrP® (1:100; 8H4, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)
ou anti-PrP® (1:1000; 6D11 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), além de
anti-DAT (1:500; Millipore Billerica, MA, EUA) ou anti-TH (1:1000;
MAB1423, R&D, Minneapolis, MN, EUA). As células foram entéo lavadas
com PBS com 3% de soro albumina bovina e incubados por 1 hora em
temperatura ambiente com anticorpos AlexaFluor-598 (vermelho) ou anti-
rato 1gG ou com anticorpos AlexaFluor-488 (verde) ou anti-rato 1gG (1:200;
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As células foram entdo lavadas 3 vezes
com PBS e incubadas com DAPI por 15 minutos. Apds a lavagem e
montagem das I&minas, com anti-fade, as preparac6es foram visualizadas e
as imagens adquiridas com um microscopio confocal Zeiss LSM510 META
(Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) utilizando uma objetiva de 63x Plan-
ApoChromat (1.4 de abertura). As imagens foram analizadas com o
software LSM510.

3.5.4 Autorradiografia

Camundongos Prnp** e Prnp®° foram decapitados e os cérebros
imediatamente congelados e mantidos a —80 °C até processamento das
amostras. Utilizando um criostato, sec¢fes coronais (de 20 um) sequenciais
dos estriados dos animais foram produzidas. Para o ensaio de ligagdo para
os receptores dopaminérgicos D, utilizou-se o [*H]-SCH-23390 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA), para os receptores dopaminérgicos D, 0
[*H]-raclopride (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e a densidade de
DAT foi avaliada pela ligacdo do [*H]-WIN-35248 (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA). As fatias foram pré-incubadas com 50 mM de tampéo
Tris (pH 7,4) contendo 120 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 1 mM EDTA e 1,5
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mM CaCl,, por 30 minutos (para o receptor D, e DAT) ou 15 minutos (para
o0 receptor D,). As fatias foram entdo incubadas em tampéo Tris contendo 2
nM de [°H]-SCH-23390 (86,0 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Science, Boston,
EUA) por 90 min a 37 °C (receptor D;), 2 nM [*H]-raclopride (76,0
Ci/mmol, Perkin Elmer Life Science, Boston, EUA) por 2 horas em
temperatura ambiente (para o receptor D,) ou em tampéo contendo 10 nM
[*H]-WIN 35248 (85,0 Ci/mmol; Perkin-Elmer Life Science, Boston, EUA)
por 2 horas em temperatura ambiente. As fatias foram lavadas uma
(receptor D;) ou duas vezes (receptor D, e DAT) em solucdo gelada de
tampdo Tris por 5 minutos. As fatias foram expostas a filmes Kodak
Biomax MR-1 dentro de cassetes de tungsténio junto a padrbes calibrados
por 4 semanas. Todos os grupos foram representados em cada filme de
revelacdo. Os filmes foram processados e as andlises densitométricas foram
mensuradas utilizando o sistema MCID (Imaging Research, St. Catherine's,
Ontario, Canada). O minimo de 5 fatias foram medidas para se obter os
valores para cada animal e para cada regido do estriado. As regides do
estriado foram definidas de acordo com o atlas neuroanatdmico de Paxinos
e Franklin (Paxinos e Franklin, 2001) como observado na Figura 8a.

a b Receptor D,

Prnp*/* Prnpo°

C Receptor D,

Prnp+/+ Prnp°’° Prnp+/+ prnpOIO

Figura 8. Representacéo das subregifes do estriado utilizadas para o teste de
autorradiografia (a). Marcacdo basal para receptores D, (b), D, (c) e DAT (d).
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3.5.5 Imunohistoquimica para expressdao da DARPP-32 no estriado

A expressdo da DARPP-32 total (tDARPP-32) foi avaliada no
estriado de camundongos Prnp*’* (n=4) e nocautes para PrP® (Prnp®®) (n=4)
utilizando um anticorpo anti-DARPP-32 (1:500; Cell Signaling Technology,
MA, EUA). O anticorpo DAPI (Cell Signaling Technology, MA, EUA) foi
utilizado com intuito de marcar os nicleos celulares e foi diluido na
proporcdo de 1:200. As fatias foram visualizadas e as imagens adquiridas
em um microscépio confocal Zeiss LSM510 META (Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha) utilizando-se a objetiva de 63X com o software LSM510. A
quantificacdo foi determinada pela razdo entre a imunomarcagdo de
tDARPP-32 e a de DAPI, com intuito de normalizar a marcacdo pelo
ntmero de células nas amostras.

3.5.6 Quantificacao de etanol sanguineo

Amostras de sangue foram coletadas dos animais pela perfuracéo
da cauda apés o teste de atividade locomotora no campo aberto nos dias 1,
7,14 ¢ 21, e ap6s os dias 1 e 2 do teste de aquisi¢do da tolerancia rapida no
rotarod. A concentracdo de etanol no sangue foi avaliada enzimaticamente
através da conversdo do etanol em acetaldeido pela acdo da &lcool-
desidrogenase (Poklis e Mackell, 1982).

3.6 Procedimentos para eletrofisiologia extracelular cortico-estriatal

Fatias de estriado foram obtidas de camundongos C57BI/6 fémeas
de 6 a 8 semanas de idade (Charles River, Barcelona, Espanha). Os animais
foram anestesiados com halotano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e
decapitados. Os cérebros foram rapidamente removidos e imersos em
liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF) gelado contendo (em mM); 124
de NaCl, 4,5 de KCI, 2 de CaCl,, 1 de MgCl,, 26 de NaHCO;, 1,2 de
NaH,PO, e 10 de D-glicose, gazeados com uma mistura de 95% O, / 5%
CO,. O tecido foi completamente submerso em aCSF gelado e seccionado
no sentido coronal em fatias de 400 um de espessura, utilizando um sistema
de seccdo (Vibratome 1500, Leica, Wetzlar, Alemanha). As fatias
permaneceram em repouso por no minimo 90 minutos em temperatura
ambiente, imersas em aCSF e continuamente gazeadas a 95% de O, / 5% de
CO,. As fatias foram entéo transferidas para a cdmara de registro submerso.
Os potenciais de campo extracelulares foram obtidos com micropipetas (2—
4 MQ) preenchidas com uma solugdo de 4 M de NaCl. Os estimulos
elétricos foram gerados por um estimulador S44 (Grass Instruments, West
Warwick, RI, EUA) em uma frequéncia de 0,05 Hz, através de um eletrodo
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bipolar posicionado na matéria branca sobre o estriado dorso-medial. As
leituras foram medidas como Population Spikes, para estimativa da eficacia
sinaptica (Yin, Park et al., 2007). O protocolo de estimulacdo de alta
frequéncia (do inglés High frequency stimulation, HFS), consiste de 3 trens
de 100 Hz durante 1 segundo com intervalos de 5 segundos entre os trens.
Os registros foram obtidos por um amplificador 1SO-80 (World Precision
Instruments, Hertfordshire, Inglaterra) e digitalizados por um sistema ADC-
42 (Pico Technologies, Pelham, NY, EUA). As médias de 4 respostas
consecutivas foram continuadamente monitoradas em um computador com
o software LTP 1.01 (Anderson and Collingridge, 2001).

Figura 9. Vista geral do sistema de eletrofisiologia extracelular utilizado (a). (b)
Posicionamento do eletrodo de estimulo e da pipeta de registro em uma fatia
cortico-estriatal de camundongo. (c) Registro tipico obtido apds amplificacdo
do sinal.

3.7 Analises estatisticas

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média.
Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Para comparacOes simples (normalmente efeitos do fator gendtipo) foi
utilizado o teste t de Student. As demais comparacles estatisticas foram
realizadas através da andlise de variancia (ANOVA) de uma, duas ou trés
vias, em compara¢des multifatoriais. ANOVA com medidas repetidas foi
utilizada para tratamentos repetidos. Genétipo, tratamento e tempo foram
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definidos como  variaveis independentes (fatores  preditivos).
Posteriormente, os grupos foram comparados entre si empregando-se o teste
post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade aceita como indicativo da
existéncia de diferenca estatisticamente significante foi P<0,05. Todos os
testes foram analisados utilizando-se o programa Statistica® (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA).

4, RESULTADOS

4.1 Camundongos nocautes para Prp°¢ apresentam aumento do
comportamento de escalada que é blogueado pela administracdo de
antagonistas dopaminérgicos

Em nossas observagbes preliminares, 0s animais Prnp®°
apresentavam um aumento atipico no comportamento de escalada em suas
gaiolas moradias, que é sugestivo de modificacdo no funcionamento do
sistema dopaminérgico (Fetsko, Xu et al.,, 2003). Decidimos entéo,
comparar a expressdo deste comportamento em animais controles (Prnp*™*)
e nocautes (Prnp”®) em gaiolas apropriadas. Os resultados indicam que os
animais nocautes para a PrP® passam mais tempo em comportamento de
escalada do que os respectivos controles (Prp*™) (Prnp*™) [(F 17) = 18,5
P<0,05] (Figura 10a). Além disso, utilizamos outra linhagem de animais
nocautes para PrP®, denominados Edinburgh (EPrnp™), e estes também
apresentaram aumento no comportamento de escalada, quando comparado
aos camundongos heterozigotos para a PrP¢ (EPrnp*) e controles
(EPrnp*™) [(F2, 11)=11,9 P<0,05], seguido de post-hoc de Newman-Keuls
(Figura 10b).

Para confirmar a influéncia do sistema dopaminérgico nesta
resposta exacerbada dos camundongos Prnp®°, administramos a estes
animais antagonistas seletivos dos receptores dopaminérgicos D; (SCH-
23390) ou D, (sulpirida). Ambos os antagonistas diminuiram o tempo gasto
em comportamento de escalada nos camundongos Prnp®° [Fe 29y = 15,1
P<0,05] (Figura 10c). Alternativamente, procuramos modular a mesma
resposta de aumento do comportamento de escalada através do bloqueio
farmacolégico da PrP° através da administragdo i.c.v. do anticorpo anti-
prion (a-GST-PrP®). Nossos resultados indicam que a administracéo deste
anticorpo ndo modifica o perfil do comportamento de escalada em animais
C57BI/6 [F(, 12=0,05 P>0,05] (Figura 10d).
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Figura 10. Avaliacdo do comportamento de escalada em camundongos Prnp*’*
e Prnp®® (a), em camundongos EPrnp**, EPrnp™ e EPrnp™ (b). Efeito do pré-
tratamento com antagonistas dos receptores dopaminérgicos D; (SCH-23390) e
D, (Sulpirida) em camundongos Prnp® (c). (d) Efeito do bloqueio
farmacol6gico com o anticorpo anti-prion (a-GST-PrP¢) no comportamento de
escalada de camundongos C57BI/6. *P<0,05 comparado ao respectivo grupo
controle e %P<0,05 comparado ao grupo tratado com sulpirida Teste t de
Student em (a) e ANOVA de uma via em (b-d) (n=8-10 animais por grupo).

42 A delecio génica da PrP® promove alteragdes do sistema
dopaminérgico na via mesocorticolimbica

A investigacdo de possiveis alteracdes do sistema dopaminérgico
em camundongos Prnp”® foi inicialmente realizada através da quantificacéo
da imunorreatividade da tirosina hidroxilase (TH), enzima passo limitante
para formacdo de neurotransmissores catecolaminérgicos. Foram
investigadas regibes cerebrais sabidamente ricas em dopamina como o
bulbo olfatério (BO), o cértex pré-frontal (CPF), o estriado (EST) e o
hipocampo (HIP) (Figura 11a). Surpreendentemente, 0s resultados indicam
diminuicdo na expressdo de TH no BO e no CPF de camundongos Prnp”®
quando comparados com os camundongos Prnp**, enquanto que niveis
semelhantes desta enzima foram encontrados no estriado e no hipocampo
das duas linhagens (Figura 11b). De maneira consistente com os dados da
expressdo da TH, os camundongos Prnp®® apresentaram niveis de dopamina
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reduzidos no BO e no CPF (Figura 11c), sem serem observadas alteracdes
significantes no estriado e no hipocampo (Figura 11d).
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Figura 11. Avaliacdo das caracteristicas neuroquimicas do sistema
dopaminérgico em diferentes areas cerebrais de camundongos Prnp** e
Prnp®°. (a) Expressdo de TH no BO, CPF, EST e HIP de camundongos Prnp**
e Prnp® e (b) Densidade 6ptica das bandas obtidas por Western Blot
normalizadas em relagdo ao controle. (c) e (d) quantificacdo dos niveis de
dopamina no BO, CPF, EST e HIP de camundongos Prnp** e Prnp®®. *P<0,05

comparado ao grupo controle. Teste t de Student (n=4-6 animais por grupo).

Em adicdo, ndo foram observadas diferencas genotipicas quanto aos niveis
de serotonina e noradrenalina em nenhuma regido cerebral avaliada (Tabela
1).
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Tabela 1. Niveis de Serotonina e Noradrenalina em diferentes regifes

cerebrais de camundongos Prnp** e Prnp”®
Serotonina Noradrenalina

Gendtipo  Regido cerebral (ng/g) (ng/g)
Prnp** BO 401,5437,7 165,0+27,1
Prop” BO 482,9424,6 161,4+16,7
Prap** CPF 1341,8+120,5 454,4+26,7
Prnp“”' CPF 1443,7+70,9 498,3+23.9
Prnp** EST 1638,0+73,7 513,3+114,3
Prnp™® EST 1600,3+119,5 460,3+92,7
Prop** HIP 1241,7472,6 580,1+16,7
Prop"® HIP 1409,7+45,4 590,2+14,1

4.3 Delecdo genética da PrP® altera a densidade dos receptores
dopaminérgicos do tipo D, no estriado

Apesar de ndo termos encontrado diferencas na expressdo de TH
ou de contedo dopaminérgico no estriado dos camundongos Prnp®°,
considerando que esta é uma estrutura sabidamente envolvida com o
comportamento de escalada em roedores (Bordi, Carr et al., 1989),
decidimos avaliar a densidade dos receptores dopaminérgicos D, D, e do
transportador de dopamina (DAT) em sub-regides do estriado [Caudado
Putamen (CPu), Caudado Putamen dorso-medial (CPuDM), Caudado
Putamen dorso-lateral (CPuDL), Nucleo accumbens core (AccCore),
Nucleo accumbens Shell (AccShell), Caudado Putamen ventro-medial
(CPuVM), Caudado Putamen ventro-lateral (CPuVL) e Tubérculo olfatdrio
(Tu)] de camundongos Prnp** e Prnp®® utilizando a técnica de
autorradiografia. De maneira geral, os camundongos Prnp®® apresentaram
uma diminuicdo da densidade de receptores dopaminérgicos D, em todas as
subregites do estriado (CPu ty005=4,7 P<0,05; CPUDM t;,05=3,6 P<0,05;
CPuDL t210'05=6,1 P<0,05; AccCore t2'0105=3,9 P<0,05; AccShell t210'05=3,2
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P<0,05, CPuvM t210'05:3,7 P<0,05, CPuVL t210'05:7,4 P<0,05, Tu t2y0y05:4,5
P<0,05), mas sem qualquer alteracdo na densidade de receptores
dopaminérgicos D, (CPu t,005=0,1 P>0,05; CPUDM t,005=1,2 P>0,05;
CPuDL t210'05:l.1 P>0,05; AccCore t2'0105:1,2 P>0,05; AccShell t2y0y05:1,4
P>0,05; CPuvM t210'05:1,3 P>0,05; CPuVL t210'05:1.9 P>0,05; Tu t2y0y05:0,1
P<0,05) e DAT (CPu ty05=1,4 P>0,05; CPuDM t,05=1,2 P>0,05; CPuDL
t2’0’05:1,7 P>0,05; AccCore t2’0'05:0,8 P>0,05; AccShell t2'0,05:0,9 P>0,05;
CPuvM t2’0’05:2,0 P>0,05; CPuVL t2’0'05:1,2 P>0,05; Tu t2'0,05:1,6 P<0,05),
quando comparados com os camundongos controle (Prnp ™).
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Figura 12. Avaliacéo da densidade de receptores D; em subregides estriatais de
camundongos Prnp** e Prnp®. *P<0,05 comparado & mesma subregido do
grupo controle. Teste t de Student (n=4-6 animais por grupo).
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Figura 13. Avaliacdo da densidade de receptores D, em subregides estriatais de
camundongos Prnp*’* e Prnp®°. (n=4-6 animais por grupo).
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Figura 14. Avaliagdo da densidade de transportadores de dopamina (DAT) em
subregides estriatais de camundongos Prnp** e Prnp®®. (n=4-6).

Em seguida, avaliamos a expressdo da DARPP-32, uma proteina
gue indica ativacdo dos receptores dopaminérgicos (Svenningsson et al.,
2004), também em fatias do estriado de animais Prnp** e Prnp®°. Nosso
resultados indicam que a delecdo génica da PrP® altera a expressdo da
DARPP-32. Como observado na Figura 15, o estriado de camundongos
Prnp®° apresenta menor imunomarcagdo para esta proteina quando
comparado com 0 grupo Prp™ (t,005=3,7 P<0,05) (Figura 15b).
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Figura 15. Avaliacdo da expressdo de DARPP-32 em fatias estriatias de
camundongos Prnp** e Prnp® (a) Marcacdo nuclear com DAPI (marcacéo
azul nos primeiros painéis a esquerda como indicado pela seta), marcagdo com
anticorpo para DARPP-32 (vermelha, painéis centrais, indicado pela seta
branca) e imagens sobrepostas (painéis a direita, também indicados pela seta).
(b) Quantificacdo da razdo entre a expressdo de tDARPP-32/DAPI. *P<0,05 em
comparacdo com o grupo controle. Teste t de Student. (c) Figura 2,5D
mostrando a média dos padrdes de expressdo de DAPI (azul) e tDARPP-32
(vermelho) (n=4-6 fatias).

4.4. Evidéncias da existéncia da PrP® em neurdnios dopaminérgicos

De com um estudo prévio, a presenca da PrP® em neurdnios
dopaminérgicos é questiondvel (Ford, Burton et al., 2002), por isso,
resolvemos realizar estudos complementares para detectar a presenca da
PrP® em neur6nios dopaminérgicos. O primeiro passo foi dado pela analise
por Western blot (Figura 16a) demonstrando a presenca da PrP“ em fracdes
de terminais nervosos e em membranas totais, preparadas a partir de
estriados.

Confirmamos esta afirmacgdo pela analise imunocitoquimica de
terminais nervosos purificados (Figura 16a). A seletividade dos dois
anticorpos anti-prion (que reconhecem dois epitopos diferentes) foi
confirmada pela auséncia de sinal em terminais nervosos estriatais
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provindos de animais Prnp® (Figura 16b). Por fim, a avaliacdo
imunocitoquimica revelou um percentual de co-localizacdo de
aproximadamente 25% dos terminais nervosos estriatais TH-positivos e
DAT-positivos em amostras de camundongos Prnp*"* (Figuras 16¢c-d). Para
confirmacdo destes achados, utilizamos culturas de neurbnios
mesencefalicos de camundongos Prnp*™* novamente utilizando dois
anticorpos para diferentes epitopos da PrP® (Figuras 16e-g).

Prnp** Prnp?°

a b
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S0 | 4| PrP-6D11
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PrP-6D11 PrP 8H4 TH Sobreposto PrP 6D11 DAT Sobreposto

Figura 16. Avaliacdo da co-localizagéo da PrP® com o sistema dopaminérgico
(a) Western blot para deteccdo da PrPC em sinaptossomas e membranas totais.
(b) Confirmacdo da presenca da PrP® em marcacdes utilizando material
provindo de camundongos Prnp** e auséncia da mesma marcagéo em Prnp?°.
(c) Co-localizacdo da PrP® em sinaptossomas TH e DAT positivos. (d)
Quantificacdo da porcentagem de co-localizacdo entre a PrPC e sinaptossomas
TH e DAT positivos.(e-g) Confirmagao da co-localizagdo da PrP® em neurdnios
mesencefalicos TH ou DAT positivos utilizando dois anticorpos para epitopos

diferentes.
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4.5 Delecdo genética ou o bloqueio farmacolégico da PrP° altera o
padréo da atividade locomotora induzida pelo etanol

Tendo em vista as alteracBes do sistema dopaminérgico causadas
pela delecdo da PrP®, e que esta delecdo génica tem impacto importante em
areas cerebrais relevantes para a adi¢cdo de drogas, nos pareceu razoavel a
hiptese de que PrP® poderia influenciar a resposta a drogas com
propriedades aditivas. Desta maneira, resolvemos inicialmente investigar a
influéncia do etanol na atividade locomotora de camundongos Prnp®° e
Prnp** no teste do campo aberto. A administracio aguda de etanol (2 g/kg,
i.p.) promoveu o aumento da atividade locomotora de camundongos Prnp?”®,
mas n&o dos camundongos Prnp** (Figura 17a) [(genétipo: (F; s5) = 11,3
P<0,05), (tratamento: (F; 35) = 17,4 P<0,05), (interagdo: (Fy, 35) = 1,4
P>0,05)]. O mesmo padréo de resposta foi observado depois de 7, 14 e 21
dias da administracdo repetida de etanol (2 g/kg, i.p.) (Figura 17b) [(Dia 7
gendtipo: (Fy, 36) = 10,7 P<0,05), (Dia 7 tratamento: (F;, 35) = 11,8 P<0,05),
(interagdo: (Fy, 36) = 3,6 P>0,05), (Dia 14 gendtipo: (Fy 35) = 2,5 P>0,05),
(Dia 14 tratamento: (Fy, 35) = 21,4 P<0,05 (interacéo: (Fy, 35) = 3,1 P>0,05),
(Dia 21 genotipo: (Fy, s6) = 4,8 P<0,05), (Dia 21 tratamento: (Fy, 35) = 12,3
P<0,05 (interacdo: (Fy, 36) = 2,3 P>0,05)]. O peso dos animais e o0s niveis de
etanol no sangue nao diferiram entre os gendtipos ou tratamentos durante os
21 dias de analise (Tabelas 2 e 3 respectivamente).
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Figura 17. Avaliacdo da resposta locomotora ao etanol em camundongos
Prnp*’* e Prnp™ no teste do campo aberto (10 min) (a) Avaliacéo da resposta a
uma Unica adminstracdo de etanol nos dois genotipos de camundongos. (b)
Avaliacdo da resposta locomotora ao tratamento repetido (7, 14 e 21 dias) com
etanol nos dois gendtipos de camundongos. *P<0,05 comparado ao grupo
tratado com salina de mesmo genétipo e “P<0,05 comparado ao grupo controle
tratado com etanol. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Newman-
Keuls. (n=8-10 animais por grupo)
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Tabela 2. Massa corpdrea dos animais tratados repetidamente com etanol
(2 g/kg, i.p.) avaliados no teste de atividade locomotora do campo aberto.

" Massa corpoérea (g)
Genotipo Tratamento

Dial Dia7 Dia 14 Dia 21
Prnp**  Salina 23,4+40,33  22,0+0,39 22,2+0,32 21,1+0,43
Etanol 23,140,76 21,5+0,74 21,9+0,70 22,3+0,71
Prnp%° Salina 23,3+0,76 21,8+0,64 22,5+0,67 22,9+0,64

Etanol 2394052 21,8+053 21,640,337 22,0+0,42
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Tabela 3. Concentracdo de etanol no sangue dos animais tratados
repetidamente com etanol (2 g/kg, i.p.) avaliados no teste de atividade
locomotora do campo aberto

Concentragéo de etanol no sangue (mg/dl)

Genotipo Tratamento

Dial Dia7 Dia 14 Dia 21
Prnp*+ Etanol 106,0+0,91 114,04¢0,91 105,0+0,91 111,0+0,97
Prnp0/0 Etanol 115,0+0,91 105,0+0,91 104,0+0,91 117,0+1,7

Depois de 21 dias de tratamento repetido com etanol (2 g/kg, i.p.),
realizamos também uma avaliagdo histopatolégica dos figados dos
camundongos Prnp** e Prnp®. Nenhum dos figados avaliados apresentou
sinais de esteatose, cirrose ou infiltrados linfociticos evidentes (Figura 18a-
b).
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Veia hepatica centro-lobular Veia porta hepatica

Figura 18. Auséncia de lesdes hepéticas apds o tratamento repetido com etanol
(2 g/kg, i.p.) durante 21 dias em camundongos Prnp** e Prnp®° (a) Avaliagéo
de cirrose hepatica, esteatose ou infiltrados linfocitarios na regido da veia
hepéatica centro-lobular e (b) na veia porta hepética. (n=4-6).

Nosso proximo passo foi testar se a alteragdo na resposta
locomotora induzida pelo etanol em camundongos Prnp®° poderia ser
reproduzida pelo bloqueio farmacolégico agudo da PrP®. Para isso
administramos pela via i.c.v. o anticorpo anti-prion (a-GST-PrP®) em
camundongos C57BI/6 em trés concentracbes diferentes (50, 150 and 300
g/ul) 30 minutos antes da administragdo de etanol (2 g/kg, i.p.). Em
camundongos C57BI/6, o etanol promoveu uma redugdo da atividade
locomotora, que foi prontamente prevenida pela administracdo i.c.v. do
anticorpo anti-prion de maneira dose-dependente (Fig. 19) [(pré-tratamento:
(F4 64) = 0,2 P>0,05), (tratamento: (Fy, 1) = 9,0 P<0,05) and (interagéo: (F,
54) = 3,3 P<0,05)]
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Figura 19. Avaliacdo dos efeitos do etanol (2 g/kg, i.p.) sobre a atividade
locomotora de camundongos C57BI/6 pré-tratados com o anticorpo anti-prion
(a-GST-PrP®) e avaliados no teste do campo aberto (10 min) *P<0,05
comparado ao grupo tratado com salina. ANOVA de uma via seguida de post-
hoc de Newman-Keuls. (n=8-10 animais por grupo).

4.6 Delecdo genética da PrP® bloqueia o desenvolvimento da tolerancia
rapida e aumenta a suscetibilidade aos efeitos refor¢adores do etanol

O desenvolvimento da tolerancia ao etanol é um importante
indicador do desenvolvimento de dependéncia (Schuckit, 1994). Assim,
utilizamos o protocolo do desenvolvimento da tolerdncia rapida a
incoordenacdo motora induzida pelo etanol para investigar se a dele¢do da
PrP¢ interfere nesse processo. Camundongos Prnp** desenvolvem a
tolerancia rapida ao etanol, como indicado por uma maior laténcia de queda
do rotarod no dia 2. Porém os camundongos Prnp®° néo desenvolvem a
tolerancia rapida ao etanol (Figura 19) [(gendtipo: (Fy, 24) = 45,0 P<0,05),
(tratamento: (Fy, 24) = 306,3 P<0,05), (interagdo: (Fy ) = 7,6 P<0,05),
(repeticdo: (Fy, »4) = 238,8 P<0,05), (repeticdo x genotipo: (Fy, »4) = 9,7
P<0,05), (repeticdo x tratamento: (Fy, ,4) = 314,4 P<0,05) e (repetigdo x
gendtipo x tratamento: (Fy, 4) = 33,8 P<0,05)].
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Figura 20. Avaliacdo da aquisicdo de tolerancia rapida a incoordenacdo motora
induzida pelo etanol (2,75 g/kg, i.p.) em camundongos Prnp** e Prnp®
avaliados no teste do rotarod *P<0,05 comparado ao grupo Prnp** tratado com
salina no dia 1 e *P<0,05 comparado ao grupo Prnp®® tratado com etanol nos
dois dias (EE). ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de post-
hoc de Newman-Keuls. (n=8-10 animais por grupo).

Os aspectos motivacionais ao etanol foram mensurados através da
utilizagdo da preferéncia condicionada ao lugar (PCL). Neste teste a menor
concentragdo de etanol (0.5 g/kg, i.p.) foi capaz de induzir a PCL somente
em camundongos Prnp”®, enquanto que uma concentracdo 4 vezes maior
(2.0 g/kg, i.p.) foi necessaria para induzir 0 mesmo comportamento em
camundongos Prnp™* (Figura 21) [(gendtipo: (Fy s) = 0,1 P>0,05),
(tratamento: (F,, 30) = 2,1 P>0,05), (interagdo: (F, 3) = 3,1 P>0,05),
(repeticdo: (Fy 30) = 8,1 P<0,05), (repeticdo x genotipo: (Fy 30) = 0,008
P>0,05), (repeticdo x tratamento: (F, z9) = 2,3 P>0,05) and (repeti¢do x
gendtipo x tratamento: (F,, 30) = 3,7 P<0,05)].
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Figura 21. Avaliagdo do aspecto motivacional induzido pelo etanol utilizando o
protocolo de PCL. *P<0,05 comparado ao periodo de pré-condicionamento.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, sequida de post-hoc de Newman-
Keuls. (n=10-12 animais por grupo)

4.7 Delecdo genética ou bloqueio farmacolégico da PrP® reduzem o
consumo de etanol em camundongos

Utilizando um protocolo de consumo oral voluntario de etanol com
concentragdes crescentes, ndo observamos diferencas estatisticas no
consumo das solugdes contendo 3% ou 6% de etanol, entre 0s grupos
Prnp** e Prnp®°. Porém, o consumo de etanol em concentracdes mais altas
(10% e 20%) é reduzido em animais Prnp®® [(genétipo: (Fy 17) = 6,0
P<0,05), (repeticdo: (Fss;) = 19,7 P<0,05), (interacdo: (Fs s1) = 1,5
P>0,05)] (Figura 22a).

Com intuito de investigar a participacdo dos receptores
dopaminérgicos D; e D, no fenétipo de consumo observado nos
camundongos Prnp®®, administramos os antagonistas dopaminérgicos SCH-
23390 (0,1 mg/kg, i.p.) e a sulpirida (80 mg/kg, i.p.) diariamente, por 5 dias
utilizando o protocolo com solugdo de etanol de 10%. De maneira
inesperada, os camundongos Prnp®° consumiram quantidades superiores de
etanol do que os camundongos controle no primeiro dia de teste (Dia 1). O
pré-tratamento com o antagonista de receptores D; (SCH-23390) — mas ndo
com o antagonista dos receptores D, (sulpirida) — foi capaz de suprimir este
consumo aumentado de etanol pelos camundongos Prnp®°. Na sequéncia
dos dias de teste, o padrdo de consumo de etanol alterou-se entre o0s
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gendtipos: no quinto dia de teste (Dia 5) os camundongos Prnp®°

consumiram menos etanol em comparagdo com os camundongos Prnp*’*,
que acabaram por exibir um consumo escalar de etanol ao passar dos dias
de teste. O blogueio dos receptores D; ou D, também interrompeu o
consumo escalar em camundongos Prnp*’* (Figura 22b) [(gen6tipo: (Fy »5) =
0,8 P>0,05), (tratamento: (F,, ,5) = 3,7 P<0,05), (interagdo: (Fy, 25) = 1,3
P>0,05), (repeticéo: (F4 110) = 4,2 P<0,05), (repeticdo x gendtipo: (F4 110) =
6.3, P<0.05), (repeticdo x tratamento: (Fg, 11,) = 3,8 P<0,05) e (repeticdo x
gendtipo x tratamento: (Fg 110) = 4,5 P<0,05)].

O pré-tratamento com o anticorpo anti-prion (150 ng/ul, i.c.v.)
também reduziu o consumo da solugdo de etanol (10%) (Figura 22c)
[(tratamento: (Fy15) = 37,4 P<0,05), (repeticdo: (F472) = 3,4 P<0,05),
(interacéo: (F472) = 2,1 P>0,05)].
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Figura 22. Avaliacdo do consumo de etanol em camundongos com delegédo
genética ou bloqueio farmacolégico da PrPC. (a) Padrao de consumo de etanol
em solugdes com concentragdes crescentes de etanol em camundongos Prnp** e
Prnp®°. *P<0,05 comparado ao consumo do grupo controle ANOVA de uma via
com medidas repetidas seguida do post-hoc de Newman-Keuls. (b) Padr&o de
consumo de solugdo de etanol 10% em camundongos Prnp** e Prnp®® pré-
tratados com antagonistas dopaminérgicos para receptores D; (SCH-23390) e
D, (Sulpirida). *P<0,05 comparado ao dia 1 de mesmo genétipo e tratamento.
#P<0,05 comparado ao dia 1 do grupo Prnp** tratado com salina. ¥P<0,05
comparado ao grupo salina de mesmo gendétipo e mesmo dia. ANOVA de duas
via com medidas repetidas seguida do post-hoc de Newman-Keuls (n=8-10
animais por grupo). (c) Consumo de etanol em camundongos C57BI/6 pré-
tratados diariamente com PBS ou o anticorpo anti-prion (a-GST-
PrP%).*P<0,05 comparado ao consumo do grupo tratado com PBS. (n=8-10
animais por grupo). ANOVA de uma via com medidas repetidas seguida do
post-hoc de Newman-Keuls.

4.8 Camundongos nocautes para PrP¢ exibem menor plasticidade do
sistema dopaminérgico ap6s a administracao crénica de etanol

Tendo em vista o envolvimento do sistema dopaminérgico no
consumo de etanol nos camundongos Prnp®®, resolvemos comparar as
alteracGes causadas pela administracdo cronica de etanol no sistema
dopaminérgico, em camundongos Prnp”® e Prnp**. O tratamento com
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etanol (2 g/kg, i.p. por 21 dias) ndo foi capaz de alterar os niveis de
dopamina no CPF de camundongos Prnp™*, mas sim nos camundongos
nocautes para PrP° [(gen6tipo: (Fy ) = 0,14 P>0,05), (tratamento: (Fy16) =
0,8 P>0,05), (interacdo: (F116) = 4,9 P<0,05)]. N&o observamos nenhuma
alteracdo causada pelo tratamento com etanol ou pela delecdo génica da
PrP® nos niveis de dopamina no estriado e no hipocampo (Tabela 4).

Tabela 4. Contetido de dopamina (DA), Serotonina e Noradrenalina em

: ix : ++ 0/0
diferentes regibes cerebrais de camundongos Prnp™" e Prnp™ tratados
repetidamente com salina ou etanol (2 g/kg, i.p. por 21 dias).
Genbtipo  Tratamento  Regido cerebral DA Serotonina  Noradrenalina
Prnp** Salina 5o 64,7+6,0 401,5+37,7 165,0+27,1
Etanol 97,5+12,4% 434,8+57,9 195,8+24,6
Prrpt Salina 5o 36,4+17,5* 482,9+24,6 161,4+16,7
Etanol 40,4+ 9,2% 451,6+48,4 157,5+16,6
Salina
- - 658,9+229,7 1341,8+1205 454,4+26,7
Etanol 443,7+115,6 1323,5+79,8 535,9+42,2
Prpo® Salina cPE 233,4+102,1% 1443,7470,9 498,3+239
Etanol 744,1+173,5* 1456,0+83,2 529,3+42,7
Prip** Salina cor 4199,0+393,7 1638,0+73,7 513,3+114,3
Etanol 4103,7+253,6 1727,6+224,5 624,5+126,2
lin,
Prnpo Salina Est 3674,1+119,4 1600,3+119,5 460,3+92,7
Etanol 4463,7+126,2 1619,7+78,1 590,4 +43,3
Prnp* Salina e 15,4£19 1241,7472,6 580,1+16,7
Etanol 21,3+1,9 1211,1+89,6 607,4+22,3
Salina 20,8+2,7 1409,7+45,4 500,2+14,1
Prnp®® HIP
Etanol 30,3+53 1484,3+1120  558,7432,6

De acordo com estudos prévios (Vasconcelos, Macedo et al.,
2003), o tratamento consecutivo com etanol (2 g/kg, i.p. por 21 dias) é
capaz de diminuir a densidade de receptores D; em camundongos. Nossos
resultados indicam resultados semelhantes, como pode ser observado na
Figura 23. Porém, o mesmo tratamento ndo foi capaz de modificar a
densidade de receptores D; no estriado de camundongos Prnp®°. Novamente
as alteracGes de densidade do receptor D; ocorreram em todas as sub-
regides do estriado aqui analisadas [CPu (gendtipo: (Fy, 16) = 3,8 P<0,05),
(tratamento: (F, 15) = 3,7 P<0,05), (interacdo: (F,, ,3) = 3,3 P<0,05);
(CPuDM genétipo: (Fy, 16) = 3,3 P<0,05), (tratamento: (F, 1) = 4,7
P<0,05), (interagdo: (F,, ) = 3,5 P<0,05); (CPuDL gendtipo: (Fy, 1) = 3,9
P<0,05), (tratamento: (F 15) = 4,2 P<0,05), (interacdo: (F, 25) = 4,5
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P<0,05); (AccCore genotipo: (Fy, 16) = 4,3 P<0,05), (tratamento: (F,, 15) =
4,7 P<0,05), (interacéo: (F;, 2g) = 3,8 P<0,05); (AccShell gendtipo: (Fy, 16) =
5,3 P<0,05), (tratamento: (F, 1) = 6,7 P<0,05), (interacdo: (Fy, 25) = 6,5
P<0,05); (CPuVM genotipo: (F; 15) = 3,3 P<0,05), (tratamento: (F;, 1) =
4,1 P<0,05), (interagdo: (F, »g) = 3,1 P<0,05); (CPuVL gendtipo: (Fy 16) =
3,9 P<0,05), (tratamento: (F, 1) = 5,7 P<0,05), (interacdo: (Fy, 25) = 5,5
P<0,05); (Tu gendtipo: (Fy, 16) = 3,3 P<0,05), (tratamento: (F,, 1) = 4,3
P<0,05), (interacdo: (F», »5) = 3,3 P<0,05). As densidades de receptores D, e
DAT néo foram alteradas pela administragdo de etanol em nenhuma das
duas linhagens (Dados ndo mostrados).

Receptor D,

Prnp** Salina Prnp** EtOH
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Figura 23. Avaliacéo da densidade de receptores D; em subregides estriatais de
camundongos Prnp*’* e Prnp® tratados repetidamente com salina ou etanol (2
g/kg, i.p. por 21 dias). *P<0,05 comparado ao mesmo genétipo e mesma
subregido estriatal. ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Newman-Keuls.
(n=4-5 animais).

4.9 Bloqueio da PrP® aumenta a sensibilidade de sinapses cortico-
estriatais a administracdo aguda de etanol

Considerando a importdncia dos processos de plasticidade
sinaptica nos processos de adicdo as drogas (Nestler, 2001), resolvemos
investigar também este aspecto utilizando um protocolo de estimulacdo
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cortico-estriatal. Nosso primeiro passo foi definir uma dose sub-efetiva de
etanol, tanto na condicéo basal (tratamento: (F, 15) = 10,1 P<0,05) (Figura
243), quanto no processo de plasticidade sinéptica (tratamento: (F;, 15) = 8,7
P<0,05) (Figura 24b-c).
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Figura 24. Avaliacdo dos efeitos do etanol na transmissdo sinaptica basal e LTP
em fatias cortico-estriatais de camundongos C57BI/6 (a) Efeito do etanol sobre
a transmissao sinéptica e (b e c) sobre o processo de plasticidade induzido pelo
HFS. *P<0,05 comparado a respostas de fatias controle qual anéalise usada.
ANOVA de uma via com medidas repetidas, seguida de post-hoc de Newman-
Keuls. (n=4-6 animais).

Além da concentragdo de etanol, também definimos uma concentragdo sub-
efetiva do anticorpo anti-prion na condicdo basal (Figura 25a) (tratamento:
(F2 20) = 2,7 P>0,05) e na plasticidade sinéptica (Figura 25b-c) (tratamento:
(FZ, 20) = 5,1 P<0,05)
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Figura 25. Avaliacdo dos efeitos do anticorpo anti-prion (a-GST PrP¢) na
transmissdo sinaptica basal e LTP em fatias cortico-estriatais de camundongos
C57Bl/6 (a) Efeito do a-GST PrPC sobre a transmisséo sinaptica e (b e c) sobre
0 processo de plasticidade induzido pelo HFS. *P<0,05 comparado a respostas
de fatias controle. ANOVA de uma via, seguida de post-hoc de Newman-Keuls.
(n=4-6 fatias). (n=4-6 animais).

Desta maneira, utilizando concentracfes sub-efetivas das duas substancias
(etanol e o anticorpo anti-prion), pudemos verificar o efeito sinérgico do
blogueio da PrP® com os efeitos do etanol. Os resultados demonstraram que
0 pré-tratamento com 0 o-GST-PrP® promoveu a diminuicéo da atividade
sindptica apos a adicdo de uma dose sub-efetiva de etanol (tratamento: (F,,
21) = 3,7 P<0,05) (Figura 26a). E ainda mais relevante para as respostas de
sensibilizacdo ao etanol, a amplitude da LTP foi também diminuida na
presenca do etanol apds o pré-tratamento com o anticorpo anti-prion (o-
GST-PrP°) (Figura 26b-c) (tratamento: (F, ,,) = 4,4 P<0,05).
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Figura 26. Avaliacao do efeito sinérgico entre o etanol e o anticorpo anti-prion
(a-GST PrP°) na transmissdo sinaptica basal (a) e (b e c) na LTP em fatias
cortico-estriatais de camundongos C57BI/6. *P<0,05 comparado a respostas de
fatias controle. ANOVA de uma via com medidas repetidas, seguida de post-hoc
de Newman-Keuls. (n=4-6 animais).
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5. DISCUSSAO

O papel da PrP® nos processos de plasticidade do SNC ja foi
demonstrado previamente (Collinge, Whittington et al., 1994; Khosravani,
Zhang, Tsutsui et al., 2008). Entéo, seria razoavel hipotetizar que a PrP©
poderia influenciar no estabelecimento da adicdo as drogas, sendo este um
processo onde ocorrem alteragGes funcionais e estruturais profundas (Kauer
e Malenka, 2007). O presente estudo demonstra de maneira inédita que o
bloqueio farmacolégico ou delegdo genética da PrP® interfere com os
efeitos do etanol em camundongos, através de altera¢bes no sistema
dopaminérgico. Como citado anteriormente, o sistema dopaminérgico & um
dos sistemas de neurotransmissdo mais importantes na adi¢do as drogas,
sendo pela interferéncia direta no sistema dopaminérgico que a PrP° afeta o
estabelecimento da tolerancia e outras caracteristicas da adi¢cdo (como o
consumo oral voluntario, e a motivag&o).

A observacdo do aumento do comportamento de escalada
espontaneo nos camundongos Prnp®° foi nossa primeira pista, motivando
assim, um estudo mais detalhado sobre as alteracbes do sistema
dopaminérgico causados pela delecdo da PrP®. O comportamento de
escalada depende da ativagdo concomitante dos receptores dopaminérgicos
D; e D,, sendo que o blogueio independente de um destes sub-tipos de
receptores ja é suficiente para abolir esta resposta (Fetsko, Xu et al., 2003).
Tentamos, ainda que sem sucesso, induzir o comportamento de escalada
bloqueando farmacologicamente a PrP. Uma hipétese que explica este
resultado seria a de que o bloqueio agudo da PrP®, difere da delecdo génica,
no caso das duas linhagens de camundongos nocautes, imaginando-se que a
perda de fungdo da PrP® causada nestes animais é temporalmente muito
maior, e esteve presente em periodos seminais para maturagdo do SNC
(como a adolescéncia). Devemos ainda considerar o proprio papel da PrP®
no desenvolvimento, especialmente no processo de maturacdo e
diferenciacdo neuronal como descrito previamente (Bribian, Fontana et al.,
2012).

Apesar de o estriado ser uma estrutura chave na mediagdo do
comportamento de escalada (Protais, Costentin et al., 1976), nédo
encontramos nenhuma alteracdo nos niveis de dopamina nesta estrutura
cerebral. Em contrapartida, camundongos Prnp”® apresentaram uma
diminuicdo na densidade de receptores D; (mas ndo D, ou DAT) no
estriado, sugerindo que a PrP® tem papel importante na transmissio
dopaminérgica nesta estrutura cerebral, através da regulacdo da densidade
de receptores dopaminérgicos, ao invés da regulagdo dos niveis de DA.

Os efeitos do etanol sobre a atividade locomotora em roedores
também ocorrem via modificacdes da funcdo dopaminérgica (Mathews,
Brookshire et al., 2009). Nossos resultados indicam que o tratamento, tanto
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agudo quanto crénico, com etanol aumentou a resposta locomotora em
camundongos Prnp®, sugerindo a participacdo da PrP° nos efeitos
euforigénicos com aumento da atividade locomotora provocados pelo
etanol. Estes efeitos euforigénicos do etanol e sua relagdo com a locomocéo
também sdo observados em humanos, onde tanto a administracdo aguda de
baixas doses provoca euforia, mas também potencializa os efeitos
excitatérios em combinagdo com outras drogas como a cocaina
(Kirkpatrick, Gunderson et al., 2011). Ainda, a administracdo de baixas
doses de etanol em camundongos também produz o mesmo efeito de
aumento da locomogdo em administracfes agudas ou potencializando
efeitos da anfetamina (Griffin, Novak et al., 2010).

Este aumento da atividade locomotora em camundongos Prnp®°
tratados com etanol manteve-se por 21 dias de tratamento repetido. E
importante ressaltar que é improvéavel que estas alteragdes comportamentais
observadas, estejam relacionadas a diferencas farmacocinéticas e efeitos
inespecificos ndo relacionados ao SNC, visto que monitoramos possiveis
diferencas na metabolizacdo do etanol (pela mensuracdo de etanol no
sangue), pela verificacdo histoldgica dos figados dos camundongos além de
acompanharmos a massa corpérea dos animais ao longo do tratamento,
sendo que ndo foram observadas diferencas de genétipo nestes parametros.
Observamos ainda que o bloqueio farmacoldgico agudo da PrP¢ no SNC
previniu a reducdo da atividade locomotora observada em camundongos
C57BI/6 ap6s uma Unica administracdo de etanol. A resposta de reducdo da
atividade locomotora ap6s administracéo de etanol (na mesma concentragao
que utilizamos 2 g/kg i.p) em animais C57BI/6 ja havia sido demonstrada
numa comparacao entre diversas linhagens de camundongos, sendo estes 0s
mais sensiveis aos efeitos do etanol (Mathews, Brookshire et al., 2009). De
maneira geral, estes resultados levantam dois pontos importantes: 1) ha uma
influéncia aguda da PrP° sobre os efeitos do etanol que transcendem neste
caso, alteracdes no desenvolvimento de animais nocautes para PrP¢ ; e 2)
talvez haja um impacto direto da modulagdo da PrP° sobre os efeitos do
etanol, de forma adicional a provavel influéncia sobre as alteracdes
dopaminérgicas, como descrevemos anteriormente.

Seguindo estes achados iniciais indicando a capacidade da PrP® em
modular os processos de neuroplasticidade induzidos pelo etanol,
submetemos os camundongos Prnp** e Prnp®° ao protocolo de tolerancia
répida, investigando assim a possivel influéncia da delecio genética da PrP®
nos processos de neuroadaptacdo ao etanol. A aquisigdo da tolerancia rapida
depende de mecanismos neuroadaptativos como a sintese proteica (Bitran e
Kalant, 1993) e a presenca de receptores dopaminérgicos D; e mecanismos
associados a este receptor, como a ativacdo da DARPP-32 (Kalant, 1998)
Além disso, o processo de tolerancia ao etanol contribui para o consumo
voluntéario de etanol sendo um indicativo de aumento na suscetibilidade ao
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alcoolismo (Kalant, 1998). A delecdo genética da PrP® previniu o
desenvolvimento da tolerancia rapida em animais testados no rotarod. Entéo
considerando a natureza do processo de tolerancia (Moonat, Starkman et al.,
2009), a auséncia da PrP® mantém a magnitude dos efeitos centrais do
etanol sustentada por periodos prolongados apds administracdo repetida, ou
como a propria PrP® controla processos de sintese proteica (Roffe, Beraldo
et al., 2010) talvez a etapa de aquisi¢do da tolerancia ndo se estabeleca em
camundongos que ndo expressam esta proteina. Além disso, o resultado
obtido no teste da tolerancia rapida esta de acordo com a diminuicdo da
densidade de receptores D; e da expressdo da DARPP-32 como citado
acima.

A auséncia de toleréncia também interfere no consumo voluntario
do etanol. Quando alteracfes de adaptagdo ao etanol (como no caso da
tolerancia) acontecem de maneira normal, subsequentemente espera-se um
aumento no consumo de etanol, tipicamente observado em humanos.
Confirmamos esta afirmacéo utilizando o teste de Consumo oral voluntario
oral de etanol com concentragdes crescentes. Quando testamos o consumo
de solugBes com baixas concentracbes de etanol (3% e 6%), ambos 0s
genotipos consumiram quantidades semelhantes de etanol; porém
camundongos Prnp” consumiram menores quantidades de concentrages
mais elevadas de etanol (10% e 20%) em compara¢do com 0s camundongos
Prnp**. O bloqueio farmacoldgico da PrP® confirmou estes resultados,
também revelando um consumo reduzido da solucdo de etanol 10% quando
animais C57BI/6 foram previamente tratados com o anticorpo anti-prion (o-
GST-PrP%). De maneira inesperada e curiosa, quando avaliamos
temporalmente o perfil de consumo da solucdo de 10% de etanol, os
camundongos Prnp”® na verdade consumiram mais etanol que os controles
(Prnp*™) no primeiro dia, mas este padrdo foi revertido com o passar dos
dias. Esta observacdo indica que: 1) alterages do sistema dopaminérgico
nos camundongos Prnp”® confere maior sensibilidade ao etanol (dia 1); e 2)
a falta de adaptacdo apropriada aos efeitos do etanol (como a falta de
tolerancia) talvez levem estes animais a reduzir o consumo de etanol com o
passar dos dias. O envolvimento chave das modificacdes do sistema
dopaminérgico neste controle do consumo de etanol mediado pela PrP®, foi
ainda confirmado pelo impacto da administracdo de antagonistas
dopaminérgicos sobre o consumo de etanol em camundongos nocautes
comparados com o0s controles. O pré-tratamento com antagonistas D; e D,
bloguearam o padrdo de consumo escalar de etanol em camundongos
Prnp**. Em contraste, somente o antagonismo do receptor D; alterou o
perfil do consumo de etanol (especialmente no dia 1), indicando o papel
fundamental deste receptor nas alteracBes agudas ao etanol em

camundongos Prnp®°.
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Os niveis de dopamina ap6s a administracdo aguda de etanol tendem
a aumentar, porém com 0 contato repetido, respostas neuroadaptativas de
sensibilizacdo fazem com que esses niveis de dopamina ndo aumentem mais
ao etanol (Ding, Rodd et al., 2009). De maneira contraria, em relacdo a
densidade de receptores dopaminérgicos D;, 0 contato repetido ao etanol
promove uma diminuicdo destes receptores, também esta sendo uma
resposta adaptativa e com relagdo proxima a tolerancia (Vasconcelos,
Macedo et al., 2003; Philibin, Hernandez et al., 2011) .

Com estas alteracGes adaptativas em mente, resolvemos avaliar as
respostas neuroguimicas do metabolismo da DA e a densidade de receptores
em resposta a0 tratamento repetido com etanol nos animais Prnp** e
Prnp®®. Niveis aumentados de DA foram observados no CPF de
camundongos Prnp®°, mas ndo nos Prnp™*, apés 21 dias de tratamento
consecutivo com etanol, enquanto que ndo observamos alteragdes nos niveis
de DA no estriado de nenhum dos gendtipos. A falta de alteracdo nos niveis
de DA nos camundongos Prnp™ era esperada pela capacidade que
camundongos “normais” tém de se adaptar a exposicdo ao etanol,
assumindo um estado alostatico (Koob, 2003). Por outro lado, e como ja
mostrado no experimento de tolerancia rapida, os camundongos Prnp®® ndo
tem a mesma capacidade de ativar mecanismos de plasticidade neuronal e
de se adaptarem a exposicdo ao etanol, e desta forma ndo estabelecem um
balanco alostéatico, pelo menos no periodo de nossas andlises. Esta
observacdo estd de acordo com nossos resultados de autorradiografia Apés
21 dias de tratamento consecutivo de etanol, o grupo controle (Prnp™*)
apresentou diminuicdo da densidade de receptores D; no estriado, mas a
densidade dos mesmos receptores permaneceu semelhante no grupo de
mesmo gendtipo, mas tratado com salina. Este resultado esta de acordo com
a descricdo prévia deste processo de adaptacdo causado pelo contato
prolongado com o etanol em humanos (Volkow, Fowler et al., 2003) e
roedores (Moonat, Starkman et al., 2009). O mesmo tratamento repetido
com etanol ndo alterou a densidade de receptores D; em camundongos
Prnp®°. De maneira geral, estes achados demonstram que as adaptagdes do
sistema dopaminérgico causadas pelo etanol, sdo dependentes da presenca
da PrP©.

Como o aspecto motivacional é um elemento chave na adicdo ao
etanol (Tzschentke, 2007), avaliamos os camundongos Prnp™* e Prnp® no
protocolo da PCL. Confirmando nossos achados de aumento de
sensibilidade ao etanol em camundongos Prnp®, estes animais
desenvolveram a PCL em uma concentracdo baixa de etanol (0,5 g/kg/i.p.),
enquanto que camundongos Prnp*’+ desenvolveram a PCL somente na
maior concentracdo testada (2 g/kg/i.p). Estes resultados reforcam a
diferenca de impacto do etanol nos camundongos Prnp®®. O CPF e o0 EST
foram previamente descritos como regides cerebrais importantes para a
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aquisicdo da PCL (Tzschentke, 2007), e neste trabalho demonstramos
alteracOes dopaminérgicas importantes (concentracdo de dopamina no CPF
e densidade de receptores D; no EST) nestas duas regides cerebrais.
Sugerimos que a alteracdo na variacdo dos efeitos bifasicos do etanol
(euforia/disforia) podem ser fundamentalmente dependentes de alteracdes
dopaminérgicas no CPF e EST, estruturas com alta expressao da PrP°.

Esta nova hipétese dopaminérgica de interpretar o impacto da PrP©
nos efeitos centrais do etanol ndo exclui a possibilidade de que a PrP® possa
também controlar os efeitos do etanol em sinapses glutamatérgicas, como
proposto recentemente em sinapses hipocampais (Petit-Paitel, Menard et al.,
2012). Apesar de a sensibilizacdo as drogas psicoativas estar sendo
reconhecida como resultado de alteragBes adaptativas em sinapses
glutamatérgicas, seria mais l6gico que estas fossem moduladas no estriado e
ndo no hipocampo (Nestler, 2001). De acordo com nossa hip6tese de que o
bloqueio farmacolégico da PrP¢ altera a sensibilizagdo ao etanol,
resolvemos investigar se a PrP® controla a transmissdo e a plasticidade
glutamatérgica em sinapses cortico-estriatais. Observamos que o bloqueio
farmacolégico agudo da PrP® em uma preparacéo in vitro, permite a uma
concentragdo sub-efetiva de etanol induzir a depressdo da transmissdo
sindptica. Este resultado esta de acordo com as conclusfes derivadas do
teste do campo aberto e da PCL, onde o bloqueio da PrP° afeta a resposta
euforia/disforia ao efeito agudo do etanol. As observagGes combinadas de
que a manipulagdo da PrP® afeta simultaneamente os processos de
plasticidade em sinapses cortico-estriatais e a expressdo de um efetor
intracelular chave em neurbnios espinais médios, a DARPP-32
(Svenningsson et al., 2004), sugere um link entre os efeitos da PrP® sobre os
sistemas glutamatérgicos e dopaminérgicos.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho demonstramos o envolvimento da PrP nos efeitos
do etanol em camundongos e que a manipulacBes genética e farmacoldgica
desta proteina alteram indicadores comportamentais e neuroquimicos da
adicdo ao etanol. A falta de adaptacdo comportamental observada em
camundongos Prnp® confirma a importancia desta proteina na
neuroplasticidade. Evidéncias obtidas no presente estudo sugerem que a
PrP® influencia o balango da transmissdo sinéptica em algumas é&reas
cerebrais sabidamente envolvidas com o processo de adicdo as drogas,
contribuindo para certa resiliéncia aos efeitos do etanol. De forma geral, 0s
resultados do presente estudo indicam que a PrP¢ é fundamental para a
transmissao dopaminérgica na via mesocorticolimbica, levando ao controle
adaptativo da densidade dos receptores dopaminérgicos D;. Desta maneira,
sugerimos a possibilidade da PrP® ser um novo alvo terapéutico para o
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alcoolismo. Como esta manipulacdo afeta os efeitos de outras drogas com
potencial aditivo é ainda uma questdo em aberto que certamente merece
futuras investigacdes.
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