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RESUMO 
 
 

INFLUÊNCIA DA EXPOSIÇÃO AO MODAFINIL SOBRE A 
PREFERÊNCIA POR ANFETAMINA EM DIFERENTES PERÍODOS DO 

DESENVOLVIMENTO 
 

AUTORA: Verônica Tironi Dias 
ORIENTADORA: Profa. Dra. Marilise Escobar Bürger 

 
A adição, a qual é caracterizada pelo desejo e busca pela droga apesar das consequências 
negativas, é um grave problema de saúde pública causando prejuízos para o indivíduo, sua famíllia e 
para a sociedade. Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias para o entendimento dos 
mecanismos neurobiológicos relacionados a esse transtorno são de extrema relevância. Estudos 
revelam que experiências adversas durante a adolescência, podem causar prejuízos aos circuitos 
neurais do indivíduo, facilitando o desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos, que podem se 
manifestar ao longo da vida e até na idade adulta. Em vista disso, o uso inadequado de fármacos 
psicoestimulantes de uso lícito com prescrição médica durante a adolescência têm se tornado um 
assunto preocupante na sociedade atual. O presente estudo teve por objetivo avaliar a influência da 
administração de modafinil (MOD), um psicoestimulante de prescrição, durante a adolescência sobre 
a preferência de lugar condicionada (PLC) e sobre a recaída por anfetamina (ANF) em ratos. Tal 
estudo baseia-se na hipótese de que a exposição prolongada ao MOD durante a adolescência 
poderia modificar a expressão de biomarcadores relacionados à plasticidade sináptica (pro-BDNF, 
BDNF, Trk-B, GDNF), assim como, alvos da via mesolímbica dopaminérgica (D1R, D2R, DAT, TH, 
VMAT-2), afetando o status oxidativo cerebral em áreas mesocorticolímbicas, relacionadas com a 
recompensa e adição, resultando em alterações comportamentais. A partir de um estudo piloto 
(protocolo experimental I), Destinado a avaliar a influência da exposição de ratos adolescentes ao 
MOD (64mg/kg, per oral, p.o.) durante 14 dias, observou-se que o MOD melhorou a memória recente 
sem alterar parâmetros locomotores ou de ansiedade dos animais. Em relação ao status oxidativo, o 
MOD aumentou a atividade da catalase, e diminuiu marcadores de dano oxidativo no córtex pré-
frontal, estriado e área tegmental ventral (ATV), exceto no hipocampo, onde o MOD não exerceu 
influência significativa sobre os parâmetros avaliados. No protocolo experimental II, animais 
adolescentes foram expostos ao MOD e, posteriormente, condicionados com ANF no paradigma de 
PLC na idade adulta, quando observou-se que o MOD reduziu a preferência pela droga, prevenindo 
alterações locomotoras, sinais de ansiedade e prejuízos de memória recente no período de 
abstinência da droga. O MOD também mostrou atividade antioxidante e efeitos benéficos sobre os 
biomarcadores relacionados à memória (pro-BDNF, BDNF, Trk-B) agindo como um modulador do 
sistema dopaminérgico hipocampal (DAT, D1R e D2R). O protocolo experimental III foi realizado com 
o objetivo de verificar se as mesmas influências benéficas do MOD seriam observadas quando os 
animais fossem expostos à ANF ainda na adolescência. Novamente, a exposição ao MOD reduziu a 
PLC por ANF, reduzindo comportamentos de ansiedade durante a abstinência da droga. Alterações 
do status oxidativo e moleculares no sistema dopaminérgico foram observadas na ATV e estriado 
desses animais, quando o MOD exerceu uma suprarregulação de alvos estriatais dopaminérgicos 
(TH, DAT, D1R e D2R) após a exposição à ANF, possivelmente prevenindo a redução nos níveis de 
dopamina durante a retirada da droga, o que pode ter sido refletido sobre os comportamentos 
apresentados. No protocolo experimental IV, a exposição ao MOD ocorreu após a PLC por ANF já 
estar estabelecida, assim o MOD foi proposto como um tratamento à recaída. Tal abordagem mostrou 
que o MOD preveniu a recaída pela ANF agindo beneficamente sobre a memória. Em nível 
molecular, o MOD causou alterações benéficas tanto no sistema dopaminérgico como em 
neurotrofinas relacionadas a manutenção dessa via, no estriado ventral, após a exposição à ANF. 
Como conclusão desses estudos, é possível inferir que o MOD exerceu efeitos comportamentais 
benéficos frente à preferência e à recaída por ANF quando administrado durante a adolescência, os 
quais ocorreram juntamente a respostas positivas sobre o status oxidativo e molecular em áreas 
cerebrais relacionadas à adição. Até o presente momento é possível propor que o MOD poderia estar 
agindo como um modulador do sistema dopaminérgico frente ao dano causado pela ANF em ratos. 
 
 
Palavras-chave: Adição. Adolescência. Anfetamina. Psicoestimulante. 



	
	

 



	
	

ABSTRACT 
 
 

INFLUENCE OF MODAFINIL EXPOSURE ON AMPHETAMINE 
PREFERENCE IN DIFFERENT PERIODS OF DEVELOPMENT 

 
AUTHOR: Verônica Tironi Dias 

ADVISOR: Marilise Escobar Bürger 
 

Addiction, which is characterized by the desire and the search for the drug, despite negative 
consequences, is a serious health problem, causing impairments to the individual, your family, and 
society. Thus, the developing of strategies to better understand neurobiological mechanisms related to 
this disorder are extremely relevant. Studies revealed that adverse experiences during the 
adolescence period could lead to neural circuit impairments facilitating neuropsychiatric disorders 
development, which could be manifested throughout life and even into adulthood. In this perspective, 
the inadequate use of licit prescribed psychostimulant drugs during adolescence has become a social 
concern nowadays. The objective of the current study was to evaluate the influence of modafinil 
(MOD) administration, a prescription drug, during adolescence on the conditioned place preference 
(CPP) for amphetamine (AMPH) in rats. The study is based on the hypothesis that prolonged MOD 
exposure during adolescence could modify the expression of molecular biomarkers related to memory 
(pro-BDNF, BDNF, Trk-B e GDNF) and targets of the mesolimbic dopaminergic pathway (D1R, D2R, 
DAT, TH e VMAT-2), affecting the cerebral oxidative status leading to behavioral alterations. From the 
pilot study (experimental protocol I), when we evaluate the MOD (64mg/kg p.o.) exposure influence on 
adolescent rats for 14 days, MOD improves short-term memory without causes changes in locomotor 
or anxiety parameters in the animals. Concerning the oxidative status, the MOD increased the 
catalase (CAT) activity decreasing oxidative damage markers in the prefrontal cortex, striatum and 
ventral tegmental área (VTA), as one exception the hippocampus, which MOD did not exert 
significative influence on the parameters evaluated. From the experimental protocol II, adolescent 
animals were exposed to MOD and consecutively conditioned with AMPH in the CPP paradigm in 
adulthood, when we observed that MOD reduced the preference for the drug, preventing locomotor 
alterations, anxiety-like symptoms, and memory impairments during withdrawal. MOD also showed 
antioxidant activity and beneficial influences on biomarkers related to memory (pro-BDNF, BDNF, and 
Trk-B), acting as a modulator of the hippocampal dopaminergic system (DAT, D1R, and D2R). The 
experimental protocol III was aimed to evaluate whether the same MOD beneficial influences would be 
repeated when these animals were AMPH-exposed still during adolescence. Again, MOD exposure 
reduced AMPH-CPP reducing the anxiety-like symptoms during withdrawal. Oxidative and molecular 
alterations in the dopaminergic system were observed in the VTA and striatum of this animals when 
MOD exerted an upregulation of striatal dopaminergic targets (TH, DAT, D1R, and D2R) after AMPH 
exposure, possibly preventing the decrease of dopamine levels during withdrawal and this could be 
reflected in the behaviors presented. From the experimental protocol IV, the MOD exposure occurred 
after AMPH-CPP was established, it was proposed as a treatment in the relapse. Such approach 
showed that MOD treatment prevented the AMPH relapse acting beneficially on memory. At the 
molecular level, the MOD caused beneficial changes in the dopaminergic system as well in 
neurotrophins related to the maintenance of this pathway upon AMPH exposure in the ventral 
striatum. In conclusion of these studies, it is possible to infer that MOD exerted beneficial behavioral 
effects on the preference and relapse for AMPH when administered during adolescence. Those 
behaviors occurred together with positive responses on oxidative status and molecular in brain areas 
related to addiction. So far, until this moment it is possible to propose that MOD could be acting as a 
modulator of the dopaminergic system against the damage caused by AMPH in rats. 
 
 
Keywords: Addiction. Adolescence. Amphetamine. Psychostimulant. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A adição1, caracterizada pela alta motivação em obter e usar a droga apesar 

das consequências negativas e também com tendência a recaídas após interrupção 

do uso (KATZUNG et al., 2012; STAHL, 2014), é um grave problema de saúde 

pública e objeto de intensa pesquisa científica. Classificada como uma doença pela 

Classificação Internacinal de Doenças (CID) - 10, sob os códigos F10 - F19 que 

correspondem a transtornos mentais e comportamentais devido ao uso de 

substância psicoativa. Além de causar prejuízos fisiológicos e psicológicos aos 

usuários, a drogadição causa enormes prejuízos econômicos para a sociedade 

(UHL; GROW, 2004; POTENZA et al., 2011; VOLKOW; BALER; GOLDSTEIN, 

2011), tornando de grande importância as pesquisas que buscam elucidar os 

mecanismos neurobiológicos e que possam carrear medidas preventivas e de 

tratamento desse distúrbio. 

Estudos clínicos revelam que indivíduos que iniciam o uso de substâncias 

psicotrópicas no início da vida são mais suscetíveis ao desenvolvimento de adição 

(HINGSON; HEEREN; WINTER, 2006; CHEN; STORR; ANTHONY, 2009; ZIMIC; 

JUKIC, 2012), possivelmente devido à maturação cerebral incompleta (SOWELL et 

al., 1999; DEAS et al., 2000; LEVY et al. 2014), o que favorece o desenvolvimento 

de distúrbios neuropsiquiátricos, incluindo a depressão (HEIM; NEMEROFF, 2001), 

o transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) (WILENS, 2004), o 

transtorno pós-traumático (YEHUDA; HALLIGAN; GROSSMAN, 2001), a 

esquizofrenia (HOWES et al., 2004), dentre outros. 

Estudos clínicos e pré-clínicos evidenciam a via mesolímbica dopaminérgica 

como um alvo central de ação de drogas aditivas e via final comum do reforço e da 

recompensa no cérebro (ROBINSON; BERRIDGE, 2003; VOLKOW; BALER; 

GOLDSTEIN, 2011; KATZUNG et al., 2012; STAHL, 2014). Essa via tem origem na 

área tegmental ventral (ATV) projetando-se para o nucleus accumbens (estriado 

ventral), amígdala, hipocampo e córtex pré-frontal (CPF). De uma forma geral, as 

drogas aditivas agem ativando essa via e, como diferentes circuitos cerebrais estão 

envolvidos, as consequências neurobiológicas podem ser diferentes nas diversas 

                                            
1 Adição: Padrão comportamental de uso abusivo de substância(s), caracterizado por 

envolvimento extremo com o uso dessa(s) (uso compulsivo) e com a obtenção de seu suprimento, 
bem como alta tendência à recaída após interrupção do uso (STAHL, 2014). 
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fases envolvidas incluindo a intoxicação inicial, a recompensa e sua busca (fissura), 

a dependência e os sintomas de abstinência em situações de privação 

(GOLDSTEIN; VOLKOW, 2002). 

Em vista disso, muitas drogas aditivas, tanto as estimulantes quanto as 

depressoras do sistema nervoso central (SNC), fazem parte do arsenal terapêutico 

clínico e são utilizadas no tratamento de transtornos neuropsiquiátricos, mas 

também possuem potencial de abuso, dependendo do contexto do seu emprego 

(LILE et al., 2005; WESTOVER; NAKONEZNY; HALEY, 2008; HEAL et al., 2013). 

Tal situação favorece a importância da compreensão das respostas 

comportamentais, bioquímicas e moleculares decorrentes da drogadição em busca 

de prevenção e tratamento. 

Os estimulantes são a segunda categoria de drogas mais amplamente 

utilizadas no mundo, correspondendo a 68 milhões de usuários apenas no de 2018 

(WORLD DRUG REPORT, 2019). Em vista disso, desde que os fármacos 

psicoestimulantes têm sido empregados como tratamento de primeira escolha no 

tratamento do TDAH em crianças e adolescentes (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013, SWANSON; BALER; VOLKOW, 2011), há uma grande 

preocupação sobre seus efeitos a longo prazo, dada a constatação de que o uso 

continuado de psicoestimulantes não prescritos (por exemplo cocaína, anfetamina e 

metanfetamina) podem produzir efeitos adversos no comportamento, incluindo 

sensibilização, paranóia, dependência e psicoses (DALLEY et al., 2005; MARCO et 

al., 2011). Como agravante, muitas vezes o diagnóstico do TDAH é realizado por 

médicos não especialistas em saúde mental (ANGOLD, 2000; VOLKOW; INSEL, 

2003; EVANS; MORRIL; PARENTE, 2010), levando a erros diagnósticos e, 

consequentemente, na inefetividade do tratamento (YANOFSKI, 2011). 

Além disso, o uso “off-label”, ou seja, o uso não aprovado, que não consta na 

bula, de fármacos psicoestimulantes tem se tornado popular entre pessoas 

saudáveis de diferentes idades, os quais utilizam esse tipo de medicação em busca 

de melhora na capacidade cognitiva para atividades relacionadas ao aprendizado, à 

vida acadêmica e também para prolongar o estado de vigília (MINZENBERG; 

CARTER, 2008; REPANTIS et al., 2010; GOZZI et al., 2012). 

Nesse sentido, o modafinil (MOD), um agente promotor da vigília, considerado 

um psicoestimulante com propriedades psicotrópicas distintas dos psicoestimulantes 

clássicos como as anfetaminas e derivados, não possui mecanismo de ação 
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totalmente elucidado (DOPHEIDE et al., 2007; ROWLEY et al., 2014), bem como 

seu potencial de abuso não está totalmente esclarecido (MINZENBERG; CARTER, 

2008; GOZZI et al., 2012). Este tem sido proposto como terapia alternativa para 

tratamento do TDAH em pacientes pediátricos e adolescentes, especialmente 

quando quando a medicação de primeira escolha (metilfenidato e/ ou 

dextroanfetamina) apresenta baixa eficácia clínica (RUGINO, 2007; GERRARD; 

MALCOM, 2007; GOEZ et al., 2012). Além disso, tem sido utilizado por indivíduos 

saudáveis em busca de melhora na cognição (KIM, 2012; SUDGEN, 2012). 

Neste contexto, é importante considerar a possibilidade de abuso do MOD 

quando utilizado durante a adolescência, devido ao fato de que nem todas as 

estruturas cerebrais estão completamente desenvolvidas nesse período, tornando-

as mais suscetíveis a diversos tipos de alterações exógenas (MARIN; PLANETA, 

2004; LEVY et al. 2014). Como consequência, o MOD poderá estar induzindo 

modificações e/ ou danos em distintas áreas cerebrais, principalmente na via 

mesolímbica dopaminérgica que está intimamente envolvida na adição a 

substâncias. 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 A EPIDEMIOLOGIA DA ADIÇÃO E AS ESTRUTURAS CEREBRAIS 

ENVOLVIDAS 

 

A adição é um dos distúrbios psiquiátricos que envolve uma grande quantia 

em gastos públicos, principalmente porque está relacionado com elevados custos 

médico-hospitalares, perda da produtividade do indivíduo dependente, além de 

pesados custos sociais relacionados à criminalidade e marginalização (UNITED 

NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME, 2014; MCLELLAN, 2017). A iniciação 

ao consumo de substâncias psicoativas até o desenvolvimento da adição envolve 

diversos fatores de risco que podem ser individuais (genéticos), culturais, biológicos, 

sociais e ambientais (OMS, 2004). 

Segundo o Relatório Mundial sobre Drogas, publicado em 2019, estima-se 

que 271 milhões de pessoas ou 5,5% da população adulta mundial usou drogas 

aditivas em 2017, mas o fato mais preocupante é que 35 milhões dessas pessoas 

que usaram drogas desenvolveram distúrbios relacionados ao seu uso, ou seja, o 
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uso é tão perigoso ao ponto de que os usuários desenvolvem dependência e 

necessitam de tratamento (WORLD DRUG REPORT, 2019). 

Os estimulantes são a segunda categoria de drogas mais amplamente 

utilizadas no mundo correspondendo a 68 milhões de usuários no ano passado 

(WORLD DRUG REPORT, 2019). Estima-se 29 milhões de usuários de anfetaminas 

e que fazem o uso indevido de estimulantes de prescrição médica e 21 milhões de 

usuários de “ecstasy” (WORLD DRUG REPORT, 2019). Na América Latina os 

psicoestimulantes mais usados são cocaína e estimulantes de prescrição sem 

propósitos médicos (WORLD DRUG REPORT, 2019). 

Segundo o III Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela População 

Brasileira publicado em 2017, a classe dos anfetamínicos aparece em terceiro lugar 

entre as classes de medicamentos mais consumidas de forma não prescrita ou 

consumidas de forma diferente da prescrita durante a vida. Não houve diferença 

entre os sexos, a faixa etária que apresenta maior prevalência de consumo é a de 

25-34 anos e o nível de escolaridade de maior prevalência foi o de pessoas que 

possuíam ensino superior completo ou mais (BASTOS et al., 2017). 

Assim sendo, se evidencia a relevância dessa problemática para a sociedade 

e sendo uma doença, o tratamento psicológico e farmacológico da adição é 

frequentemente seguido de recaídas ou reincidências. Como consequências, 

também ocorrem prejuízos neuropsiquiátricos que compreendem a instabilidade 

emocional, depressão, anedonia, impulsividade, agressividade, déficit de atenção, 

entre outros (MAJEWSKA, 1996; PAU; LEE; CHAN, 2002). 

Apesar da intensa pesquisa e dos avanços científicos na área, a adição 

continua sendo considerada um gravíssimo problema de saúde pública (POTENZA 

et al., 2011), que afeta não apenas os indivíduos dependentes, mas também a 

sociedade (VOLKOW; BALER; GOLDSTEIN, 2011). Estudos clínicos revelam que 

indivíduos que iniciam o uso de substâncias psicoativas antes da idade adulta 

tendem a desenvolver adição (HINGSON; HEEREN; WINTER, 2006; CHEN; 

STORR; ANTHONY, 2009) e acreditam que há envolvimento da maturação cerebral 

incompleta (SOWELL et al., 1999; DEAS et al., 2000). 

As substâncias psicoativas que produzem dependência são conhecidas por 

ativarem a via de recompensa – a via mesolímbica dopaminérgica (RANG et al., 

2016) provocando a liberação de dopamina (DA) frequentemente de maneira mais 

explosiva e mais prazerosa do que a liberação ocorrida naturalmente no estriado 
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ventral ou nucleus accumbens, conhecido como o “centro da recompensa ou centro 

do prazer hedônico” do cérebro (STAHL, 2014). Sendo assim, o circuito 

dopaminérgico mesolímbico é considerado a via final comum do reforço e da 

recompensa por drogas aditivas. 

O nucleus accumbens está relacionado ao aprendizado e à motivação, 

atingindo a maturidade somente no período médio da adolescência (ACQUAS et al., 

2002; GOGTAY et al., 2004; PETTENUZZO et al., 2008). Como várias estruturas 

cerebrais e neurotransmissores estão envolvidas na via de recompensa, as 

consequências geradas pelo abuso de drogas podem ser diferentes nas fases 

envolvidas: intoxicação, fissura, dependência e abstinência (GOLDSTEIN; 

VOLKOW, 2002). 

A intoxicação é caracterizada pelo uso abusivo, ou seja, autoadministração de 

qualquer substância que cause consequências adversas. Já a fissura é 

caracterizada pela compulsão, ações repetitivas de atos habituais (busca pela 

droga) mesmo diante de consequências adversas e pela impulsividade, ações 

arriscadas, não planejadas em resposta a estímulos externos, sem considerar as 

consequências negativas, tanto para o próprio usuário, como para outras pessoas. 

Quando o quadro de dependência se instala, ocorrem adaptações fisiológicas 

produzidas pela administração repetida da droga e quando o uso é abruptamente 

interrompido ocorre a abstinência física e psíquica (STAHL, 2014). 

Em relação aos estimulantes, a abstinência física caracteriza-se pela 

presença de sintomas e sinais físicos de quando o indivíduo pára de fazer o uso da 

droga como, por exemplo, fadiga crônica, sonolência profunda ou agitação, 

dificuldade de concentração, fome, letargia, irritabilidade e tremores. Já na 

abstinência psíquica, os sintomas mais comuns são ansiedade, depressão, 

sensação de vazio, pensamentos paranóicos e delírios, variando a intensidade de 

indivíduo para indivíduo, podendo até chegar ao desenvolvimento de síndrome 

psicótica (KATZUNG et al., 2012). 

As áreas cerebrais envolvidas nos circuitos afetados pelas drogas são 

inervadas por projeções que envolvem diversos sistemas de neurotransmissores e 

modificações nessas projeções modulam a maiorias das adaptações que ocorrem 

durante a adição (CRUZ et al., 2004; KATZUNG et al., 2012; STAHL, 2014). Ocorre 

a projeção dos neurônios dopaminérgicos da ATV para diversas estruturas cerebrais 

envolvidas nas emoções, pensamentos, memória e planejamento. 
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O sistema nigro-estriatal está envolvido na ativação motora e comportamento 

de motivação e é composto por neurônios dopaminérgicos projetados a partir da 

substância negra até o caudado-putamen (GERFEN, 1984). As estruturas do 

estriado são totalmente desenvolvidas no final da adolescência, entretanto suas 

funções são mediadas pelo córtex pré-frontal, o qual coordena funções executoras 

(SOWELL et al., 1999; ARES-SANTOS, 2012). Outras estruturas cerebrais 

envolvidas na drogadição que também são inervados pela via dopaminérgica 

mesolímbica são a amígdala, que desempenha um papel importante nos estados 

motivacionais que estão diretamente relacionados com a adição, (MEREDITH; 

CALLEN; SCHEUER, 2002) e o hipocampo, responsável pela memória e 

aprendizado (VOLKOW; FOWLER; WANG, 2003). De particular importância, o 

hipocampo é altamente sensível ao abuso de drogas durante períodos do 

desenvolvimento devido as suas contínuas alterações estruturais e funcionais 

durante a adolescência e idade adulta, as quais são vitais para a sua maturação e 

função neuronal (IZENWASSER, 2005). 

O desenvolvimento da drogadição é uma contínua progressão do uso 

recreacional e regular ao uso compulsivo, acompanhado de uma transição 

comportamental, que se dá do comportamento direcionado a um alvo inicial com 

uma associação resultado-ação a um comportamento habitual com uma associação 

resposta-estímulo. Acredita-se que essa transformação comportamental coincide 

com uma transição funcional do sistema dopaminérgico do estriado ventral para o 

estriado dorsal (LESSCHER; VANDERSCHUREN, 2012; EVERITT; ROBBINS, 

2013). 

Em vista disso, estímulos adversos em períodos de desenvolvimento como a 

adolescência, em que nem todas as estruturas cerebrais encontram-se totalmente 

desenvolvidas, podem tornar o indivíduo mais suscetível ao desenvolvimento de 

distúrbios neuropsiquiátricos. 

 
2.2 DROGAS PSICOATIVAS ESTIMULANTES 

 

As drogas psicoativas são aquelas substâncias que chegam ao SNC e 

causam alterações na função cerebral. Podemos classificá-las em drogas que 

exercem tanto efeitos estimulantes, quanto efeitos depressores sobre o SNC e ainda 
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dentro desses grupos podemos classificá-las como substâncias lícitas e ilícitas. 

(OMS, 2004). 

No grupo das drogas psicoestimulantes de uso lícito com prescrição médica 

se enquadram os anorexígenos anfetamínicos (anfepramona e femproporex), os 

derivados anfetamínicos empregados no tratamento do TDAH como o metilfenidato, 

a d-anfetamina e a lisdexanfetamina, os agentes promotores da vigília do tipo não 

anfetamínicos utilizados em casos de narcolepsia como o modafinil e o armodafinil. 

Além dessas, outras drogas psicoestimulantes como a metanfetamina, a 3,4-

metilenodioximetanfetamina (MDMA), popularmente conhecido como êcstasy, a 

dextroanfetamina, a cocaína e seus congêneres, como o crack, são de uso ilícito e 

apenas utilizadas com propósito de abuso (TIEGES et al., 2009; HOWARD et al., 

2010). 

Os psicoestimulantes, em geral, apresentam como efeito principal o aumento 

da vigília, redução da sensação de fadiga e alguns apresentam melhora na cognição 

a curto prazo, isso ocorre em administrações agudas e em doses baixas a 

moderadas. Esses efeitos relacionam-se ao aumento dos níveis de DA 

extraneuronal nas terminações nervosas dopaminérgicas (PEREIRA et al., 2006). 

Após doses elevadas ou longos períodos de uso, os psicoestimulantes podem 

produzir sintomas que incluem desde excitação, euforia, aumento da atividade 

locomotora, pensamentos desordenados até episódios psicóticos (alucinações e 

delírios), os quais necessitam de tratamento psiquiátrico (RANG et al., 2016). 

Além disso, o uso de psicoestimulantes causa sintomas físicos como tremor, 

inquietação, comportamento esterotipado e também hipertensão, inibição da 

motilidade gastrintestinal, taquicardia, hipertermia podendo chegar a insuficiência 

cardíaca, acidente vascular encefálico e convulsões, em casos mais graves 

(CARVALHO et al., 2012; STAHL, 2014). Experimentalmente, os psicoestimulantes 

aumentam a atividade locomotora e são facilmente auto-administrados pelo seu 

potente efeito aditivo ou de reforço (ROTHMAN; BAUMANN, 2003). 

As drogas psicoativas estimulantes constituem uma entidade terapêutica em 

alguns casos, mas também são passíveis de abuso, dependendo do contexto de seu 

emprego (LILE et al., 2005; WESTOVER; NAKONEZNY; HALEY, 2008). Nesse 

sentido, torna-se de grande importância elucidar seus efeitos e mecanismos de ação 

frente à adição. Assim, o desenvolvimento de novas estratégias para tentar 

compreender os mecanismos neurobiológicos visando a prevenção e tratamento da 
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adição podem ser consideradas prioridade, frente aos prejuízos causados às 

famílias e à sociedade. 

 

2.3 VIA MESOLÍMBICA DOPAMINÉRGICA 

 

Conforme mencionado anteriormente, as substâncias psicoativas que 

produzem adição são conhecidas por ativarem a via mesolímbica dopaminérgica, ou 

também conhecida como a via de recompensa, mencionada por alguns autores 

como “centro da recompensa ou centro do prazer hedônico do cérebro” (STAHL, 

2014; HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015; RANG et al., 2016). Logo, o circuito 

dopaminérgico mesolímbico é considerado a via final comum do reforço e da 

recompensa por drogas aditivas. 

Essa via tem origem na ATV que faz projeções para o nucleus accumbens 

(estriado), amígdala, hipocampo e CPF (Figura 1). De uma forma geral, as drogas 

aditivas agem ativando essa via e, como diferentes circuitos cerebrais estão 

envolvidos, as conseqüências neurobiológicas podem ser diferentes nas diversas 

fases envolvidas como a intoxicação, fissura, dependência e abstinência, pois as 

alterações que ocorrem nos níveis das monoaminas como a DA, noradrenalina (NA) 

e serotonina (5-HT) são responsáveis por múltiplos domínios que afetam desde a 

cognição até o comportamento motor (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2002, WISE, 2004). 
 

Figura 1 - Vias dopaminérgicas no cérebro. (a) via nigroestriatal, (b) via mesolímbica e mesocortical. 
 

 
 

Fonte: Adaptado de https://writepass.com/journal/2012/11/the-major-national-health-problems-

straining-the-health-care-system/. 

 

As drogas psicoativas agem provocando a liberação de DA de uma forma 

mais explosiva e prazerosa do que a liberação ocorrida naturalmente no estriado 
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ventral ou nucleus accumbens, uma parte do sistema límbico do cérebro, a qual 

acredita-se estar envolvida em muitos comportamentos emocionais, como sensação 

de prazer, euforia, motivação e recompensa, atingindo a maturidade somente no 

período médio da adolescência (ACQUAS et al., 2002; GOGTAY et al., 2004; 

PETTENUZZO et al., 2008; STAHL, 2014). Assim, a via mesolímbica desempenha 

um papel importante em vários comportamentos relacionados à adição. 

Em vista disso, acredita-se que a impulsividade e a tomada de decisões 

arriscadas, que são caracteristícas do indivíduo adicto, estão relacionadas a 

alterações dos impulsos nervosos que partem do estriado e chegam ao CPF, o qual 

está relacionado as funções executoras, assim como na cognição (SWANN, et al., 

2009; FLECK et al., 2012; MASON et al., 2014). 

Em vista do importante papel da DA na adição, sua síntese ocorre a partir do 

aminoácido tirosina (Figura 2), o qual é levado para dentro do terminal 

dopaminérgico através do transportador de tirosina e convertido a DA através da 

ação de várias enzimas, sendo a tirosina hidroxilase (TH) a mais importante e a 

enzima limitante do processo. 

 
Figura 2 - Sinapse dopaminérgica. TH: tirosina hidroxilase; DOC: dopamina descarboxilase; L-DOPA: 
levodopa; MAO: enzima monoaminoxidase; COMT: enzima catecol-o-metil transferase DAT: 
transportador de dopamina; VMAT: transportador vesicular de monoaminas; DOPAC: ácido 3,4-di-
hidroxifenilacético; HVA: ácido homovanílico; D1-5: receptores dopaminérgicos;  

 

 
 

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Dopamine#/media/File:Dopaminergic_synapse.svg. 
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Após a síntese da DA, a mesma é transportada para as vesículas sinápticas 

através do transportador vesicular de monoaminas do tipo 2 (VMAT-2) onde é 

estocada até a sua liberação na sinapse durante a neurotransmissão. A ação da DA 

na sinapse é terminada através de múltiplos mecanismos (SIEGEL, 2005; STAHL, 

2014). 

A DA liberada pode ser transportada para dentro do neurônio pré-sináptico via 

o transportador de dopamina (DAT) onde poderá ser estocada nas vesículas 

sinápticas para posterior uso ou ainda dentro do neurônio pré-sináptico, poderá ser 

destruída pela enzima monoamina-oxidase A ou B (MAO-A ou MAO-B, 

respectivamente). A ação da DA poderá ser terminada extracelularmente via outra 

enzima, a catecol-O-metil-transferase (COMT) (STAHL, 2014). 

Além disso, os receptores pré-sinápticos dopaminérgicos do tipo D2 (D2R) 

fazem o feedback negativo nos terminais pré-sinápticos. Existem também os 

receptores pós-sinápticos que regulam a neurotransmissão, esses incluem os 

receptores dopaminérgicos do tipo D1-D5 (D1R, D2R, D3R, D4R e D5R), cada qual 

com distintas ações, sendo expressos em diferentes quantidades em diversas áreas 

cerebrais. Todos esses receptores são transmembrana e acoplados à proteína G, os 

D1R e D5R ligam-se a Gs e estimulam a adenilato ciclase (AC) e a ativação da 

proteína quinase A (PKA). Os D2R, D3R e D4R ligam-se através da Gi e ativam os 

canais de potássio, bem como inibem os canais de cálcio e a AC (SIEGEL, 2005; 

RANG et al., 2016). 

A maioria dos corpos celulares dopaminérgicos tem origem no mesencéfalo, 

na ATV e na substância negra (SN). A DA é liberada da ATV e SN e alcança seus 

alvos através de diferentes vias axonais. O nível da atividade funcional 

dopaminérgica nessas vias vai depender da quantidade de DA que será liberada, 

das ligações nos terminais pré e pós-sinápticos, dos eventos catabólicos na sinapse, 

da atividade dos transportadores pré-sinápticos e do número e tipos de receptores 

pós-sinápticos que estão presentes na região cerebral em especial (STAHL, 2014). 

 

2.4 EFEITOS DA ANFETAMINA SOBRE O SNC 

 

A anfetamina (ANF), pertencente ao grupo das drogas psicoestimulantes, é 

uma amina simpaticomimética que exerce poderosas ações estimulantes sobre o 

SNC (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). A estrutura química (Figura 3) da 
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anfetamina apresenta um anel fenólico com uma cadeia lateral de hidrocarbonetos e 

um grupamento amino possuindo um grupamento alfa-metil. Essa estrutura básica é 

compartilhada por outros psicoestimulantes do tipo anfetaminícos. 

 
Figura 3 - Estrutura molecular da anfetamina 

 

 
 

Fonte: http://psychotropicon.info/amphetamin/. 
 

Devido a sua rápida absorção no trato gastrointestinal, a ANF penetra 

livremente pela barreira hematoencefálica, o que explica os seus efeitos 

pronunciados sobre o SNC, assim como sua distribuição na maior parte dos tecidos. 

É excretada de forma inalterada na urina, sendo a excreção aumentada quando a 

urina está mais ácida. A meia vida plasmática da ANF pode variar de 5 até 30 horas 

dependendo da quantidade ingerida, do fluxo urinário e do pH (VREE, 1973; RANG 

et al., 2016), em ratos o tempo de meia vida da ANF é menos de 1 hora (CHO et al., 

1973). 

Do ponto de vista clínico, a administração oral de doses clinicamente 

aprovadas de ANF bloqueia os transportadores de noradrenalina (NET), de DA 

(DAT) e serotonina (SERT). A droga age como um inibidor competitivo e um 

pseudosubstrato desses transportadores ligando-se ao mesmo sítio das 

monoaminas e, como consequência, inibe a recaptação das monoaminas como a 

NA, a DA e a 5-HT (STAHL, 2014; SULZER, 2011; KUCZENSKI, 1995). A ANF 

possuí isômeros, o dextrógiro (d) e o levógiro (l). O isômero d é mais potente que o l 

para ligação ao DAT, enquanto que ambos isômeros exercem potência de ação 

equivalente sobre o NET. Assim, os sais mistos de d, l-anfetamina possuem ação 

relativamente maior sobre o DAT do que sobre o NET (STAHL, 2014). 

Entretanto, em indivíduos que fazem uso abusivo, a ANF desencadeia outros 

efeitos devido as altas doses utilizadas, assim como compete com as monoaminas 

devido a sua similaridade estrutural, não só atuando como substratos para os 

transportadores de monoaminas, mas também porque entram no neurônio pré-

sináptico (CAO, 2016). Após a inibição competitiva do DAT, a ANF é transportada 
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para o terminal dopaminérgico pré-sináptico e pode agir como inibidor competitivo do 

VMAT-2 o que desencadeia um deslocamento de DA das vesículas promovendo um 

aumento da liberação de DA, assim como inibe a atividade da enzima MAO, 

reduzindo o metabolismo citosólico da DA (SULZER, 2011). 

Essa DA liberada pode acumular-se no citoplasma do neurônio pré-sináptico 

e sofrer auto-oxidação (HERMIDA-AMEIJEIRAS, 2004), promover a abertura dos 

canais e também inverter a direção do DAT liberando mais DA na sinapse. Essas 

ações não estão ligadas a qualquer possível ação terapêutica da ANF, e sim 

contribuem para o reforço, recompensa, euforia e uso abusivo (TEIXEIRA-GOMES 

et al., 2015; CAO, 2016). 

Estudos experimentais evidenciam que a ANF assim como os seus análogos 

são capazes de produzir neurotoxicidade, esse fenômeno foi primeiramente descrito 

por Pletscher et al. em 1963. Nesse sentido, os efeitos tóxicos da ANF podem levar 

à depleção de DA a longo prazo, decréscimo no número de transportadores e 

degeneração de neurônios e terminais nigroestriatais dopaminérgicos (CADET et al., 

2007; CARVALHO et al., 2012; ARES-SANTOS et al., 2012). 

A ANF é conhecida por induzir a oxidação de lipídios e proteínas e aumentar 

a formação de espécies reativas (ER) tanto no cérebro de indivíduos que fazem uso 

abusivo (FITZMAURICE et al., 2006), assim como em ratos expostos à droga (DA-

ROSA et al., 2012; CUNHA-OLIVEIRA, REGO, OLIVEIRA, 2013; TUNG et al., 2017). 

Em um estudo com primatas, a grande produção de ER geradas pela ANF foi 

correlacionada a uma redução na atividade do DAT no estriado de macacos devido 

a reação das ER com os grupos sulfidrílicos do transportador (HASHIMOTO, 2004). 

Da mesma forma, em um estudo em cultura de células, uma única exposição de 

ANF diminuiu a função do DAT (GERMAN et al., 2012). 

A exposição repetida ou altas doses de ANF em roedores causa déficits 

dopaminérgicos persistentes incluindo redução no conteúdo estriatal da densidade 

do DAT, na atividade da TH e na função do VMAT-2, o que resulta em déficits 

persistentes de DA (VOLZ et al., 2007; CRUZ et al., 2010; RAINERI et al., 2012). 

Além disso, a administração repetida de psicoestimulantes inicia uma transiente 

dessensibilização dos D2R, resultando em aumento nos disparos e amplificação da 

liberação de DA e, por fim, em alterações nos mecanismos de transdução de sinais 

(ANDERSON, PIERCE, 2005). Assim, estudos em animais têm mostrado uma 

relação entre a diminuída disponibilidade dos D2R e a aumentada motivação pela 
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recompensa a drogas, refletindo-se em uma vulnerabilidade à adição à ANF 

(TOURNIER et al., 2013). 

Já os D1R são críticos em processos relacionados à recompensa 

independente da droga de abuso administrada (MARTINEZ-RIVERA et al., 2015). 

Foi demonstrado que a inativação do D1R exerceu um efeito protetor frente à 

neurotoxicidade induzida por metanfetamina prevenindo perda neuronal 

dopaminérgica e gliose no cérebro de camundongos (ARES-SANTOS et al., 2012). 

Além disso, agonistas D1R levam à preferência pela droga no modelo animal de 

preferência de lugar condicionada (PLC), enquanto antagonistas bloqueiam esse 

comportamento (BENINGER; MILLER, 1998; YOUNG; GEYER, 2010). 

Como os neurônios dopaminérgicos são encontrados em diversas áreas 

cerebrais, as consequências geradas devido ao aumento de monoaminas a curto 

prazo ou a longo prazo causado pelo uso de ANF são distintas, afetando desde a 

cognição, até a o sistema de recompensa e o comportamento motor, o que se 

explica, em parte, devido a possível e irreversível perda de corpos neuronais e 

terminais axônicos (WISE, 2004; CAO, 2016). 

 

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO 

 
Considerando o potencial da DA, uma catecolamina que modula sinalizações 

sinápticas (SEAMANS; YANG, 2004), em afetar o funcionamento do SNC na adição, 

o aumento da atividade dopaminérgica gera níveis elevados de DA nas sinapses, os 

quais são uma fonte para produção de ER no cérebro (REES et al., 2007). As ER 

são átomos ou moléculas de alta instabilidade e meia-vida curta que rapidamente 

reagem podendo danificar proteínas, lipídeos e DNA quando em excesso (Figura 4) 

(YU; ANDERSON, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

 
Figura 4 - Via do estresse oxidativo. ER: espécies reativas; O2

-. : ânion superóxido; H2O2: peróxido de 
hidrogênio; HO-: radical hidroxil; e-: elétrons desemparelhados; H+: hidrogênio. 

 

 
 
Fonte: Autor. 
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Entretanto, em quantidades fisiológicas, as ER são necessárias durante 

alguns processos como a destruição de patógenos invasores, também atuam como 

segundos mensageiros nas células nervosas, estão envolvidas na regulação do 

cálcio intracelular e na fosforilação de proteínas e ativação de fatores de transcrição 

(VALKO, 2007). 

Mecanisticamente, a DA pode ser metabolizada via enzima MAO, ou sofrer 

auto-oxidação resultando na produção de ER, tais como o ânion superóxido (O2
-), 

peroxinitrito (ONOO-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido dihidroxifenilacético ou, 

ainda, pode sofrer uma hidroxilação não enzimática na presença do íon ferro (Fe2+) e 

H2O2 levando à formação de seu metabólito tóxico, a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

(CHIUEH et al., 1992; HERMIDA-AMEIJEIRAS, 2004; CAO, 2016). Ambas as vias 

possuem potencial para causar uma disfunção celular, pela elevada produção de ER 

e metabólitos tóxicos. 

Neste sentido, o organismo humano possui um sistema de defesas 

antioxidantes que atuam na inativação ou detoxificação desses compostos. Essas 

defesas antioxidantes podem ser classificadas como enzimáticas e não enzimáticas 

(HALLIWELL, 2007). Entre as enzimáticas podemos citar a glutationa peroxidase 

(GPx), a catalase (CAT) e a superóxido dismutase (SOD). A GPx é responsável por 

transformar o H2O2 em água, através da conversão da glutationa reduzida (GSH) em 

oxidada (GSSG). A SOD promove a conversão do radical O2
- em H2O2 e, por fim, a 

CAT, a mais importante peroxidase em detoxificar o H2O2 em excesso, remove o 

H2O2 através da sua conversão em H2O, prevenindo a produção do radical hidroxil 

(MATÉS; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999). Dentre as defesas não enzimáticas, podemos 

citar a GSH, coenzima Q, o ácido ascórbico (vitamina C), os tocoferóis, carotenoides 

e flavonóides, entre outros, os quais são descritos como agentes redutores não 

enzimáticos neutralizadores de ER (HALLIWELL, 2007). 

O cérebro é altamente vulnerável aos efeitos nocivos das ER devido a sua 

alta taxa metabólica e à concentração elevada de ácidos graxos poliinsaturados e à 

presença de metais de transição, além de apresentar baixas concentrações de 

antioxidantes e capacidade reduzida de regeneração (FLOYD, 1999; REYNOLDS et 

al., 2007). Tanto as ER quanto os metabólitos tóxicos formados pela degradação da 

ANF podem depletar essas defesas antioxidantes (CADET, 2007; YAMAMOTO; 

RAUDENSKY, 2008) levando ao estresse oxidativo (EO) cerebral. O EO é uma 
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consequência da prevalência da geração de ER em detrimento da sua degradação 

ou inativação pelas defesas antioxidantes (BERK et al., 2011). 

A carbonilação de proteínas é um biomarcador amplamente utilizado para 

avaliar o dano oxidativo às proteínas. Grupos carbonil são introduzidos nas 

proteínas por uma variedade de vias oxidativas. ER podem reagir diretamente com 

as proteínas ou podem reagir com moléculas como açúcares e lipídeos gerando 

produtos (espécies reativas carboniladas) que, por sua vez, reagem com as 

proteínas (DALLE-DONNE et al., 2006). Dessa forma o acúmulo de proteínas 

carboniladas nos tecidos neurais estão associados com uma variedade de doenças 

neurodegenarativas, assim como com a adição (DIAS et al., 2017; SEGAT et al., 

2016; METZ et al., 2019). 

A peroxidação de lipídeos é também uma das consequências do dano 

cerebral induzido por ER. A peroxidação lipídica altera a fluidez e a permeabilidade 

das membranas celulares, o que consequentemente prejudica a atividade de 

enzimas presentes nas membranas, a ligação de moléculas aos seus receptores, as 

interações celulares, o transporte de nutrientes e a função de segundos 

mensageiros (MEAGHER; FITZGERALD, 2000). 

Sendo os efeitos das drogas de abuso sobre o SNC cruciais para o 

desenvolvimento da drogadição (LESHNER, 1997), muitas evidências dão suporte 

ao papel do EO na toxicidade induzida pela ANF em diferentes órgãos como 

cérebro, coração, fígado e rins (CUNHA-OLIVEIRA; REGO; OLIVEIRA, 2013). 

Foram encontrados níveis aumentados de peroxidação lipídica e oxidação de 

proteínas no cérebro de usuários dessa droga (FITZMAURICE et al., 2006), e ratos 

expostos a ANF apresentaram níveis elevados de ER em diferentes áreas cerebrais 

(CUNHA-OLIVEIRA; REGO; OLIVEIRA, 2013). 

A exposição tanto aguda como crônica à ANF aumentou os danos às 

proteínas e aos lipídeos em diversas áreas cerebrais de ratos, assim como causou 

alterações na atividade enzimas antioxidantes como a SOD e CAT (CASTRO et al., 

2009; FREY et al., 2006a,b). Além disso, essas alterações na via oxidativa estão 

relacionadas às alterações comportamentais observadas na drogadição (DA-ROSA 

et al., 2012; CUNHA-OLIVEIRA; REGO; OLIVEIRA, 2013). 

Em vista disso, estudos evidenciam o envolvimento do EO na adição à drogas 

como a ANF (YAMAMOTO; RAUDENSKY, 2008; STEINKELLNER, 2011; SEGAT et 
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al., 2014, 2016; TUNG et al., 2017; DIAS et al., 2017; METZ et al., 2019), sendo uma 

das vias que se encontram descompensadas durante a adição. 

 

2.6 PLASTICIDADE SINÁPTICA 

 

As bases biológicas da adição mostram ser um quadro complexo de interação 

entre cascatas de sinalização intracelular envolvidas na neuroplasticidade e 

sobrevivência neuronal, bem como a relação destes com fatores ambientais e suas 

consequências para o organismo (RUSSO et al., 2009; GHITZA et al., 2010; 

KIRKPATRICK; JOHANSON; DEWIT, 2013; STAHL, 2014). Em vista disso, a 

literatura dá suporte à ideia que uma das vias que sofre influência na adição é o 

gene-alvo do fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), uma neurotrofina que 

modula a atividade neuronal e a plasticidade sináptica (RUSSO et al., 2009; GHITZA 

et al., 2010; KUHN et al., 2015b). 

O BDNF e sua cascata de sinalização constituem um alvo proposto para a 

adição, como local de possível falha na transdução de sinais pelas monoaminas. 

Assim, desempenha um papel importante em uma ampla variedade de processos 

neurais durante o desenvolvimento tanto de animais como de humanos (POST, 

2007). Durante o Período do desenvolvimento, o BDNF é importante para os 

processos de neurogênese, sobrevivência neuronal e maturação normal das vias 

neurais. Já em adultos, o BDNF é importante para a plasticidade sináptica e 

crescimento dendrítico. Desta forma, alterações nessa neurotrofina são bem 

documentadas no curso da adição (GHITZA et al., 2010). 

A expressão do gene do BDNF pode ser regulada por mecanismos 

epigenéticos, ou seja, mecanismos que não envolvam alterações na sequência de 

nucleotídeos como, por exemplo, a metilação do DNA ou uma modificação na 

histona. Adicionalmente, a liberação de BDNF pode ser constitutiva ou mais 

frequente regulada por estímulos (WATERHOUSE; XU, 2009), o que pode ser um 

importante fator na adição. Em relação a síntese e liberação dessa neurotrofina, em 

nível nuclear, podem ser produzidas diferentes transcrições do ácido ribonucleico 

mensageiro (RNAm) do BDNF que estão prontas para serem transcritas do núcleo 

para o citoplasma. Já no retículo endoplasmático, essa molécula é traduzida para a 

forma de pró-BDNF. O pró-BDNF recém-sintetizado se dirige ao complexo de Golgi 

e pela ação de endoproteases é clivado em BDNF maduro. As vesículas contendo 
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BDNF fundem-se à membrana, em um processo dependente de cálcio e o BDNF é 

liberado para o meio intracelular (LU; PANG; WOO, 2005; GRANDE et al., 2011). 

A diferenciação dos efeitos das formas de pró-BDNF e BDNF maduro são de 

grande importância porque essas moléculas possuem ações biológicas distintas por 

atuarem em diferentes receptores (LU; PANG; WOO, 2005). A ligação do BDNF 

maduro ao receptor de tirosina quinase tipo B (TrKB) é responsável por efeitos 

benéficos como, por exemplo, eficiência sináptica, conectividade neuronal e 

neuroplasticidade, exercendo um papel crucial nas funções cognitivas que incluem a 

formação e consolidação da memória no hipocampo (MATSUMOTO et al., 2008). 

Por outro lado, a ligação do pró-BDNF ao receptor pan-neurotrófico (p75NTR) está 

relacionada a mecanismos de apoptose celular (GRANDE et al., 2011). 

O BNDF é amplamente expresso no SNC e sua expressão encontra-se 

alterada em várias condições patológicas (NAGAHARA, TUSZYNCKI, 2011; LU et 

al., 2013, FRIES et al., 2015), incluindo a adição (ANGELUCCI et al., 2007; SHEN et 

al., 2014). Dependendo da área ceberal estudada diferentes são as alterações 

encontradas nessa neurotrofina. Ratos que receberam repetidas exposições à d-

ANF apresentaram níveis diminuídos de BDNF hipocampal, fato relacionado com 

déficits na memória de reconhecimento (DE LIMA et al., 2011). Em um estudo 

avaliando a exposição de doses repetidas (7 dias) e (35 dias) à ANF e a memória de 

ratos, foram encontrados prejuízos de memória nos dois grupos expostos, sendo 

mais pronunciado nos animais do grupo crônico. Além disso, esses prejuízos foram 

acompanhados de um aumento nos níveis do mRNA do BDNF no CPF e amígdala e 

de uma diminuição no hipocampo (VALVASSORI et al., 2015). Um outro estudo 

evidenciou a diminuição dos níveis do BDNF no córtex e hipotálamo de ratos 

expostos crônicamente à ANF, correlacionando estes achados com a toxicidade 

induzida pela ANF em neurônios dopaminérgicos (ANGELUCCI et al., 2007). 

Entretanto, outros estudos apresentam resultados diferentes frente a 

parâmetros de adição em relação aos níveis dessa neurotrofina. Um recente estudo 

mostrou um aumento na expressão do mRNA do BDNF no CPF medial após o 

restabelecimento da PLC por d-ANF (SHEN et al., 2014). Também foi encontrado 

um aumento da expressão do BDNF após repetidas administrações de ANF na 

amígdala, córtex e hipotálamo de ratos (MEREDITH; CALLEN; SCHEUER, 2002). 

Em 1993, um novo fator neurotrófico de neurônios dopaminérgicos cerebrais 

foi identificado, o fator neurotrófico derivado da glia (GDNF, do inglês glial cell-
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derived neurotrophic factor) (LIN et al., 1993). O GDNF é expresso no SNC durante 

o desenvolvimento. No cérebro adulto ele é expresso em áreas mais restritas, 

podendo ser encontrado em altos níveis no estriado (dorsal e ventral), tálamo, córtex 

e hipocampo (CARNICELLA; RON, 2009). 

O GDNF e seus diferentes receptores são reconhecidos como uma das 

principais redes neurotróficas do SNC, importantes para o desenvolvimento, 

manutenção e função de uma variedade de neurônios e células gliais. O GDNF faz 

parte do controle de múltiplos processos, desde a sobrevivência neuronal até a 

orientação axonal e formação da sinapse no SNC em desenvolvimento, além do 

controle da função sináptica e respostas regenerativas no SNC adulto (LOVE et al, 

2005; IBANEZ; ANDRESSOO, 2016). Nesse sentido, exerce influências em diversos 

distúrbios do SNC, incluindo a adição (CARNICELLA; RON, 2009). 

O primeiro estudo relacionando à sinalização do GDNF com a adição reportou 

que a sua injeção intracranial na ATV suprimiu os efeitos da administração 

prolongada de cocaína, incluindo várias adaptações bioquímicas e comportamentais 

relacionadas ao uso da droga (MESSER et al., 2000). Drogas psicoestimulantes 

como a ANF são conhecidas por modular a expressão do GDNF e sua sinalização, 

entretanto, os resultados variam de acordo com o regime (agudo ou crônico) de uso 

da droga (CARNICELLA; RON, 2009). 

Um importante papel para o GDNF endógeno na regulação do 

comportamento aditivo é sugerido por estudos que fazem o uso de anticorpos anti-

GDNF e estudos com camundongos mutantes para o gene do GDNF, os quais 

apresentaram aumentada sensibilização aos efeitos da cocaína e metanfetamina. 

Além disso, o GDNF endógeno parece ser relevante para controlar a ingestão de 

etanol no período da abstinência (CARNICELLA; RON, 2009). Dessa forma, o GDNF 

desempenha um papel regulatório na ação das drogas de abuso e a maioria dos 

estudos sugere que a ativação da via do GDNF resulta em atenuação de alterações 

comportamentais e bioquímicas observadas após a exposição de roedores a drogas 

de abuso (CARNICELLA; RON, 2009). 

Sendo assim, a principal hipótese que guia a atual pesquisa neurobiológica 

sobre a drogadição e recaída a drogas de abuso é que a exposição crônica a drogas 

causa neuroadaptações de longa duração e alterações na plasticidade sináptica que 

contribuem para a vulnerabilidade à preferência por drogas de abuso assim como à 

recaída durante períodos de abstinência e são distintas de acordo com a área 
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cerebral avaliada (NESTLER, 2001). Nesse sentido, o uso de modelos animais para 

elucidar as alterações que ocorrem nas vias moduladas por fatores neurotróficos são 

de grande importância para o melhor entendimento de alvos moleculares da adição. 

 

2.7 EFEITOS DO MODAFINIL SOBRE O SNC 

 

O MOD é classificado como um fármaco psicoestimulante do tipo não 

anfetamínico (Figura 5). Ele é um agente promotor de vigília de ação comprovada, 

cujo mecanismo de ação molecular exato não é totalmente conhecido (STAHL, 

2014). O MOD é o primeiro metabólito do adrafinil, um fármaco que foi introduzido 

para o tratamento da narcolepsia na década de 1980. Desde 1994 o modafinil está 

disponível como fármaco (RANG et al., 2016) aprovado pelo Food and Drug 

Administration (FDA) para o tratamento da sonolência diurna excessiva (hipersonia) 

e da narcolepsia (BALLON; FEIFEL, 2006). 

 
Figura 5 - Estrutura molecular do modafinil 

 

 

 

 

 
 

Fonte: https://www.gratispng.com/png-5m2u9u/. 

 

O MOD é rapidamente absorvido após uma única ou múltiplas doses orais 

alcançando o pico de concentração plasmática 2 a 4 horas após a sua administração 

(WONG et al., 1999). A presença de alimentos no trato gastrointestinal pode deixar 

mais lenta a taxa de absorção, mas não afeta a extensão total de sua absorção. É 

altamente lipofílico e se liga a aproximadamente 60 % das proteínas plasmáticas, 

primariamente à albumina. Os principais metabólitos circulantes devido a 

degradação do MOD não parecem exercer nenhuma atividade significante no 

cérebro e na periferia (ROBERTSON; HELLRIEGEL, 2003). O tempo de meia vida 

de eliminação do MOD é de aproximadamente 12 a 15 horas de uma dose clínica 
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(WONG et al., 1999), além disso pode ser determinado no plasma e urina (TSENG 

et al., 2005). 

Tentativas clínicas têm sido realizadas para seu uso na fadiga, adição à 

metanfetamina, cocaína e nicotina, TDAH em crianças e adultos, depressão, 

transtorno bipolar, esquizofrenia e na doença de Alzheimer e Parkinson (GERRARD; 

MALCOM, 2007, REICHEL; SEE, 2010, SCORIELS; JONES; SAHAKIAN, 2012, 

SOYKA; MUTSCHLER, 2016). O MOD também é usado na apneia obstrutiva do 

sono e transtorno do ciclo circadiano (MINZENBERG; CARTER, 2008). Ainda, 

possui uso off-label como “smart drug” ou “pílula da inteligência”, pela sua possível 

ação de melhora na cognição com baixo potencial de abuso (MINZENBERG; 

CARTER, 2008, SCORIELS; JONES; SAHAKIAN, 2012). Entretanto, alguns relatos 

de caso evidenciam que o MOD quando utilizado em altas dosagens possui efeito de 

reforço, sendo relatados um caso de psicose, sintomas de retirada, dependência e 

de abuso (KATE; GROVER; GHORMODE, 2012; KRISHNAN; CHARY, 2015; 

SOYKA; MUTSCHLER, 2016). 

Embora o MOD aumente o controle cognitivo pela clara modificação das 

funções cerebrais (MOREIN-ZAMIR; TURNER; SAHAKIAN, 2007; SCHMAAL et al., 

2013), seu mecanismo de ação não é totalmente elucidado e, por ação em nível 

celular, seu uso ainda é questionado. Acredita-se que os efeitos do MOD ocorrem 

devido a fraca inibição do DAT, ou seja, ele inibe a recaptação da DA por se ligar ao 

DAT, mas com baixa potência (RANG et al., 2016). 

Além disso, há estudos evidenciando que o MOD age sobre diversos NT do 

SNC, ou seja, aumenta a liberação de 5-HT (FERRARO et al., 2000; 2002), diminui 

o ácido gama-aminobutírico (GABA) no nucleus accumbens e aumenta os níveis de 

glutamato no hipocampo e tálamo (FUXE, 1997; FERRARO et al., 1998, STONE et 

al., 2002). Também, tem sido sugerido que o MOD ativa neurônios de orexina no 

hipotálamo lateral (CHEMELLI et al., 1999), levando à liberação de histamina e 

orexina e indução do estado de vigília (ISHIZUKA; MUROTANI; YAMATODANI, 

2010). Entretanto, a ativação do hipotálamo lateral não parece ser necessária para a 

ação do MOD, visto que ele é capaz de promover a vigília em pacientes com perda 

de neurônios orexinérgicos hipotalâmicos na narcolepsia. Essa ativação pode ser 

secundária às ações do MOD sobre os neurônios dopaminérgicos (STAHL, 2014). 

Ainda assim, alguns estudos destacam os efeitos neuroprotetores do MOD 

(AGUIRRE et al., 1999, VAN VLIETA et al., 2008; SANTOS, 2012) envolvendo 
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alguns processos oxidativos (XIAO et al., 2004) com a hipótese de que ele poderia 

agir diretamente sobre algum alvo antioxidante que ainda permanece desconhecido 

e, assim, reduzir os níveis de radicais livres (GERRARD; MALCOLM, 2007). 

Em relação aos efeitos do MOD sobre o sistema dopaminérgico, as 

concentrações de fármaco após administração oral produzem uma substancial ação 

sobre o DAT e as concentrações plasmáticas são sustentadas por 6 a 8 horas, 

ocorrendo ocupação completa do DAT. Estas características poderiam ser ideais 

para a atividade tônica da DA, promovendo a vigília ao invés de intensificar a 

atividade dopaminérgia fásica a qual é responsável pelo reforço e uso abusivo 

(STAHL, 2014). 

Tal como acontece com diversas drogas aditivas, os efeitos comportamentais 

do MOD têm sido estudados em modelos animais e em humanos. Estudos pré-

clínicos evidenciam que o MOD pode exercer primariamente seus efeitos sobre a 

excitação neuronal através da interação com o DAT e, subsequentemente, aumentar 

a neurotransmissão dopaminérgica (MADRAS et al., 2006; KOROTRKOVA et al., 

2007; QU et al., 2008; ZOLKOWSKA et al., 2009; FEDERICI et al., 2013) 

semelhantemente, mas com menor afinidade (MIGNOT et al., 1994), que a cocaína 

(RITZ et al., 1987). Um estudo com tomografia de emissão de pósitrons revelou que 

o MOD se liga a mais de 50% dos DAT e 44% dos NET no estriado de macacos 

(MADRAS et al., 2006). Um estudo com o uso de animais insensitivos à cocaína, 

demonstrou que o MOD potencializa os sinais dopaminérgicos no cérebro pela 

inibição do DAT e, dessa forma, poderia atuar no mesmo local de ligação da cocaína 

(FEDERICCI et al., 2013). Entretando, Deroche-Gamonet et al. (2002) mostraram 

que sob um regime de diferentes doses (32-256 mg/kg, intraperitoneal, i.p.) o MOD 

não induziu PLC. Um recente estudo demonstrou que o pós-tratamento com MOD 

foi neurorestaurativo levando a um aumento da DA em neurônios dopaminérgicos 

estriatais em camundongos tratados com 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

(MPTP) (ANDO et al., 2018). 

Além disso, um estudo clínico, no qual foram avaliadas uma ampla gama de 

doses em adultos saudáveis e sem histórico de abuso de drogas, o MOD e a d-ANF 

produziram qualitativamente e quantitativamente efeitos semelhantes (MAKRIS et 

al., 2007). Já em um relato de caso, um paciente adulto com TDAH e que fazia o 

abuso de ANF quando passou a ser tratado com MOD apresentou melhora na 
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inatenção e hiperatividade assim como o paciente cessou o uso de ANF (MANN; 

BITSIOS, 2009). 

Até o momento, os estudos com animais revelam resultados que muitas 

vezes são contraditórios sobre os efeitos comportamentais e neurobiológicos do 

MOD. Dessa forma, a pesquisa com roedores torna-se de grande importância na 

tentativa de elucidar os possíveis mecanismos desse medicamento. 

 

2.8 ESTUDOS EXPERIMENTAIS NEUROFARMACOLÓGICOS EM ROEDORES 

 

São crescentes os estudos que utilizam roedores em diferentes modelos 

animais para investigação do processo da adição elucidando efeitos 

comportamentais, neuroquímicos e fisiológicos (ARES-SANTOS et al., 2012; 

MOREIRA-SILVA et al., 2014), especialmente, os estudos no nosso grupo de 

pesquisa (ANTONIAZZI et al., 2014; KUHN et al., 2015a, 2015b, SEGAT et al., 2015, 

2016; VEY et al. 2015; ROVERSI et al., 2016; MILANESI et al., 2017). Algumas 

drogas psicoativas utilizadas de forma abusiva devido a sua habilidade de agir como 

reforçadoras, como conseqüência, padrões comportamentais como a procura e 

administração da droga ocorrem para garantir o seu consumo. O reforço induzido 

por drogas é avaliado em animais de laboratório por diferentes métodos. 

Nesse sentido, o teste da PLC pela droga, um paradigma clássico baseado no 

condicionamento estímulo-ambiente, tem sido empregado devido as suas inúmeras 

possibilidades de avaliações comportamentais e simplicidade de realização 

(SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006; TZSCHENTKE, 2007). O teste da PLC 

emprega diferentes contextos ambientais que originalmente são neutros e após eles 

serem apresentados repetidamente na presença de uma substância com potencial 

abusivo como, por exemplo, a ANF, o animal passa a adquirir propriedades de 

reforço através da associação contexto ambiental-droga, estabelecendo a PLC 

relacionada à droga (EVERITT; ROBBINS, 2005). 
Geralmente, o aparato da PLC consiste em uma caixa contendo três 

compartimentos. O compartimento neutro menor e outros dois compartimentos de 

tamanhos iguais, porém apresentando contextos ambientais diferentes. Um 

compartimento é associado com a administração da droga enquanto o outro é 

associado com a administração do veículo. Após o condicionamento, ou seja, 

repetidas exposições da droga pareada com o veículo (dose e duração de acordo 
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com a droga de escolha), o teste (livre de administração de droga ou veículo) é 

realizado, no qual o animal tem livre acesso aos compartimentos. Dessa forma, o 

tempo gasto no compartimento associado à droga é considerado como preferência 

pela droga e o tempo gasto no compartimento associado com o veículo é 

considerado como aversão pela droga (SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006). 

Diversas drogas aditivas apresentam diferente capacidade em produzir PLC. 

Enquanto os opiáceos e drogas psicoestimulantes produzem intensa PLC sob uma 

ampla gama de condições experimentais, outras drogas como o etanol, nicotina e 

canabinóides produzem resultados mais inconsistentes (CUNNINGHAM et al., 2003; 

TZSCHENTKE, 2007). Em geral, uma clara preferência é atingida quando as drogas 

são administradas imediatamente antes da exposição ao ambiente de contexto e 

quando a rota de administração garante rápida e altas concentrações cerebrais da 

droga (SANCHIS-GEGURA; SPANAGEL, 2006). Dessa forma o aparato da PLC 

torna-se uma ferramenta útil para a avaliação dos efeitos comportamentais frente à 

exposição a drogas de abuso. 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 
O uso de fármacos psicoestimulantes têm se tornado frequente entre as 

pessoas saudáveis em busca de melhora da memória e das funções de cognitivas e 

entre pacientes com diagnósticos errôneos do TDAH, levando à exposição 

prolongada e desnecessária a esse tipo de fármaco. Sendo o MOD um fármaco 

psicoestimulante, torna-se importante avaliar a influência de seu uso durante a 

adolescência e se tal exposição pode predispor o indivíduo ao uso de drogas 

psicoativas como a ANF em diferentes períodos da vida. 

 

4 OBJETIVOS 
 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a influência da exposição de doses repetidas ao MOD durante a 

adolescência sobre a preferência e recaída por ANF em diferentes períodos do 

desenvolvimento, além de seus efeitos comportamentais, bioquímicos e moleculares 

em áreas cerebrais envolvidas na adição em ratos machos. 
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4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Protocolo I:  

Investigar a influência da administração de doses repetidas de MOD em 

animais adolescentes frente a parâmetros comportamentais e de estresse oxidativo 

em áreas cerebrais envolvidas na adição. 

 

Protocolo II:  

Avaliar a influência da administração de doses repetidas de MOD em animais 

adolescentes sobre a preferência por ANF na idade adulta mensurando: 

• comportamentos de locomoção, ansiedade e memória após a retirada da 

droga; 

• alterações no status oxidativo do hipocampo; 

• parâmetros moleculares dopaminérgicos como DAT, D1R e D2R no 

hipocampo; 

• níveis de BDNF, um indicador de sobrevivência e plasticidade neuronal, bem 

como seu precurssor, pró-BDNF, e seu receptor Trk-B, no hipocampo. 

 

Protocolo III: 

Avaliar a influência da administração de doses repetidas de MOD sobre a 

preferência por ANF em animais adolescentes mensurando: 

• comportamentos de ansiedade após a retirada da droga; 

• alterações no status oxidativo na ATV e estriado; 

• parâmetros moleculares dopaminérgicos como TH, DAT, D1R, D2R na ATV e 

estriado. 

 

Protocolo IV: 

Avaliar a influência do tratamento de doses repetidas com MOD sobre a 

recaída por ANF em animais adolescentes através da análise de: 

• comportamentos de locomoção e memória; 

• parâmetros moleculares dopaminérgicos como VMAT-2, DAT, D1R, D2R no 

estriado ventral; 
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• níveis de GDNF e BDNF, parâmetros moleculares indicadores de 

sobrevivência e plasticidade neuronal, bem como do precurssor do BDNF 

(pró-BDNF) e de seu receptor Trk-B no estriado ventral. 

 

5 METODOLOGIA 

 
5.1 ANIMAIS 

 
Foram utilizados ratos Wistar machos jovens, com 21 dias de idade, 

provenientes do biotério central da UFSM, mantidos em grupos de quatro animais 

por gaiolas plásticas com livre acesso a água e comida, em uma sala com 

temperatura controlada (22-23°C) e ciclo de 12h claro/ escuro (luzes acesas às 

07:00h a.m.). Os animais foram manuseados de acordo com os princípios éticos de 

experimentação animal elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). O presente projeto foi aprovado pelo comitê de 

ética e bem-estar animal dessa universidade (UFSM/ CEUA n° 9429030215). 

 

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os animais foram designados a diferentes protocolos experimentais conforme 

detalhamento abaixo. 

 

5.2.1 Protocolo experimental I 
 

Este estudo foi realizado como um piloto para avaliar os efeitos 

comportamentais e bioquímicos da administração de doses repetidas de MOD 

durante o período da adolescência (dia pós-natal, DPN 28-42) (TIRELLI; LAVIOLA; 

ADRIANI, 2003) (Figura 1). De acordo com a literatura, os estudos realizados com o 

MOD envolvem uma ampla gama de doses (SCORIELS; JONES; SAHAKIAN, 

2012), enquanto que a dose utilizada nesse estudo foi escolhida devido ao fato de 

ser uma dose que foi administrada pela via oral em roedores e também por ser a 

dose correspondente a máxima dose utilizada em humanos (WONG et al., 1999; 

WATERS et al., 2005, TSANOV et al., 2010). 
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Figura 1 - Desenho experimental do Protocolo I. DPN: dia pós-natal; MOD: modafinil; TCA: teste do 
campo aberto; LCE: labirinto em cruz elevado; TRON: teste do reconhecimento do objeto novo. 

 

 
 

Fonte: Autor. 
 

Foram utilizados ratos recém-desmamados (DPN 21, n=14), os quais após 

aclimatação de 7 dias foram divididos em dois grupos: i) CONTROLE (grupo veículo, 

n=7, volume equivalente a MOD, p.o.) e ii) MOD (grupo modafinil, n=7, 64 mg/kg, 1 

ml/kg, p.o.). Estes animais receberam uma dose diária de MOD (64 mg/kg, 1 ml/kg, 

p.o.) ou veículo por gavagem durante 14 dias consecutivos. No dia seguinte, estes 

animais foram submetidos a avaliações comportamentais do teste do campo aberto 

(TCA), labirinto em cruz elevado (LCE) e teste de reconhecimento do objeto novo 

(TRON) descrito nos itens 5.3.1, 5.3.2, 5.3.3. Vinte e quatro horas após as 

avaliações comportamentais, os animais foram anestesiados (tiopental, 50 mg/kg, 1 

ml/kg, i.p.) e eutanasiados, o encéfalo foi dissecado em CPF, hipocampo, estriado e 

região da ATV para análises do status oxidativo conforme item 5.4. 

 

5.2.2 Protocolo experimental II 
 

Este estudo foi realizado para avaliar os efeitos da administração de doses 

repetidas de MOD durante a adolescência (DPN 28-42) frente a PLC por ANF na 

idade adulta (DPN 60) (Figura 2). Foram utilizados ratos recém-desmamados (DPN 

21, n=28) que após aclimatação de 7 dias foram divididos em dois grandes grupos: i) 

Controle (grupo veículo, n=14, volume equivalente MOD p.o.) e ii) MOD (grupo 

modafinil, n=14, 64 mg/kg, 1 ml/kg, p.o.) conforme protocolo de administração oral 

descrito anteriormente. Ao final do tratamento oral, esses animais não foram 
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manuseados até a idade adulta (DPN 60), exceto para pesagem semanal e limpeza 

das caixas. 

 
Figura 2 - Desenho experimental do Protocolo II. DPN: dia pós-natal; MOD: modafinil; TCA: teste do 
campo aberto; LCE: labirinto em cruz elevado; TRON: teste do reconhecimento do objeto novo. 

 

 
 

Fonte: Autor. 
 

Aos 60 dias de idade, cada grande grupo de animais (Controle e MOD) foi 

subdividido gerando 4 sub-grupos experimentais para realização do protocolo da 

PLC por ANF conforme item 5.3.4: i) Controle (grupo controle (n=7): recebeu injeção 

de solução salina 0.9%, i.p., volume equivalente ao de ANF; ii) MOD (grupo 

modafinil (n=7): recebeu injeção de solução salina 0.9%, i.p., volume equivalente ao 

de ANF; iii) ANF (grupo anfetamina (n=7): recebeu ANF na dose de 4 mg/kg, 1 

ml/kg, i.p. (ANTONIAZZI et al., 2014; KUHN et al., 2015a) e iv) MOD+ANF (grupo 

modafinil + anfetamina: recebeu ANF na dose de 4 mg/kg, 1 ml/kg, i.p.). 

Um dia após o teste da PLC foram realizadas as análises comportamentais do 

TCA (item 5.3.1), LCE (item 5.3.2) e TRON (item 5.3.3). Vinte e quatro horas após as 

análises comportamentais, os animais foram anestesiados (tiopental, 50 mg/kg, 1 

ml/kg, i.p.) e eutanasiados para a retirada do encéfalo, do qual foi dissecado o 

hipocampo (PAXINOS; WATSON, 2007) para determinação do status oxidativo (item 

5.4) e para análises moleculares (item 5.5). 

 

5.2.3 Protocolo experimental III 
 

Para a avaliação dos efeitos da administração doses repetidas de MOD (DPN 

28-42) frente a PLC por ANF na adolescência (Figura 3), foram utilizados ratos 
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recém-desmamados (DPN 21, n=28). Após aclimatação de 7 dias, os animais foram 

divididos em dois grandes grupos: i) CONTROLE (grupo veículo, n=14, volume 

equivalente MOD, p.o.) e ii) MOD (grupo modafinil, n=14, 64 mg/kg, 1 ml/kg, p.o.) 

conforme protocolo de administração oral descrito anteriormente.  

 
Figura 3 - Desenho experimental do Protocolo III. DPN: dia pós-natal; MOD: modafinil; TCA: teste do 
campo aberto; LCE: labirinto em cruz elevado. 

 

 
 

 
Fonte: Autor. 
 

No DPN 43, cada grande grupo de animais (CONTROLE e MOD) foi 

subdividido gerando 4 sub-grupos experimentais para realização do protocolo da 

PLC por ANF conforme item 5.3.4.: i) Controle (grupo controle (n=7): recebeu injeção 

de solução salina 0.9%, i.p., volume equivalente ao de ANF; ii) MOD (grupo 

modafinil (n=7): recebeu solução salina 0.9%, i.p., volume equivalente ao de ANF; iii) 

ANF (grupo anfetamina (n=7): recebeu ANF na dose de 4 mg/kg, 1ml/kg, i.p.; iv) 

MOD+ANF (grupo modafinil + anfetamina: recebeu ANF na dose de 4 mg/kg, 1 

ml/kg, i.p.). 

Um dia após o teste de PLC, as análises comportamentais do TCA (item 

5.3.1) e LCE (item 5.3.2) foram realizadas com os grupos experimentais. Vinte e 

quatro horas após a última observação comportamental, os animais foram 

anestesiados (isoflurano inalatório) e eutanasiados para remoção do encéfalo, do 

qual foram dissecados o estriado e a região da ATV (PAXINOS; WATSON, 2007). 

As estruturas cerebrais foram utilizadas para determinação do status oxidativo (item 

5.4), como também para análises moleculares (item 5.5). 
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5.2.4 Protocolo experimental IV 

 
Para a avaliação dos efeitos do tratamento de doses repetidas de MOD após 

a PLC por ANF já estabelecida na adolescência (Figura 4), foram utilizados ratos 

recém-desmamados (DPN 21, n=28). Após aclimatação de 7 dias, os animais foram 

separados em dois grandes grupos, e submetidos ao protocolo de PLC conforme 

item 5.3.4: i) Controle (grupo controle, n=14, foi administrado solução salina 0.9%, 

i.p.), volume equivalente ao de ANF) e ii) ANF (grupo anfetamina, n=14, foi 

administrado solução de ANF na dose de 4 mg/kg, 1ml/kg, i.p.). 

 
Figura 4 - Desenho experimental do Protocolo IV. DPN: dia pós-natal; MOD: modafinil; TCA: teste do 
campo aberto; TRON: teste do reconhecimento do objeto novo. 

 

 
 
Fonte: Autor. 

 

No DPN 39, cada grande grupo de animais (Controle e ANF) foi subdividido 

em 4 sub-grupos experimentais para o tratamento diário de MOD por gavagem, 

resultando nos seguintes grupos: i) Controle (grupo controle (n=7), recebeu veículo 

por gavagem, em volume equivalente ao de MOD; ii) MOD (grupo modafinil (n=7), 

recebeu solução de MOD na dose de 64 mg/kg, 1ml/kg, p.o.); iii) ANF (grupo 

anfetamina (n=7), recebeu veículo por gavagem em volume equivalente ao de MOD; 

e iv) ANF+MOD (grupo anfetamina + modafinil (n=7), recebeu solução de MOD na 

dose de 64 mg/kg, 1ml/kg, p.o.). O tratamento com MOD consistiu em uma 

administração diária durante 14 dias. No DPN 53, os animais foram re-

condicionados com ANF por 3 dias e no quarto dia foi realizado o teste da PLC por 

ANF (SEGAT et al, 2016). 

Um dia após o teste da PLC foram realizadas com todos os 4 grupos 

experimentais as análises comportamentais do TCA (item 5.3.1) e TRON (item 

5.3.3). Vinte e quatro horas após a última análise comportamental, os animais foram 
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anestesiados (isoflurano inalatório) e eutanasiados para a retirada do encéfalo, do 

qual foi dissecado o estriado ventral (PAXINOS; WATSON, 2007) para a realização 

das avaliações moleculares (item 5.5). 

 

5.3 ANÁLISES COMPORTAMENTAIS 

 

5.3.1 Teste do campo aberto (TCA) 
 

O TCA avalia a atividade locomotora e exploratória dos animais. Cada rato foi 

colocado individualmente, durante 5 minutos, no centro de um aparato de madeira 

quadricular de área de campo aberto nas dimensões de 40 x 40 x 30 cm, subdividido 

em nove quadrantes iguais conforme descrito por Kerr et al. (2005). Foram 

quantificados durante este período o número de cruzamentos (crossings, quadrados 

horizontais cruzados com as quatro patas) e o número de levantamentos (rearings, 

movimentos verticais) que são utilizados como medidas de atividade locomotora e 

comportamento exploratório, respectivamente. Além dessas avaliações, foi 

quantificado o número de cruzamentos no quadrante central e o número de pellets 

fecais que são utilizados como medidas adicionais de ansiedade (RAMOS; 

MORMEDE, 1988). O aparato foi limpo com uma solução de álcool 20% e toalhas de 

papel antes da introdução de cada animal. 

 

5.3.2 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE) 

 

Esse teste se baseia no medo e/ou aversão inata que os roedores 

apresentam a espaços abertos e elevados avaliando respostas de ansiedade 

(PELLOW et al., 1985). O aparato de madeira é elevado a 50 cm do chão e consiste 

em 4 braços, dois braços opostos (50 x 10 cm) são fechados por paredes de 40 cm 

de altura, enquanto os outros dois braços não têm paredes. Os quatro braços 

possuem um ponto de intersecção, uma plataforma central (10 x 13,5 cm) que 

permite o acesso a qualquer um dos quatro braços. No início de cada ensaio, o rato 

é colocado na plataforma central voltado para um braço aberto para exploração do 

aparato por 5 minutos (min) (WALF; FRYE, 2007). O aparelho é limpo com uma 

solução de álcool etílico a 20% e toalhas de papel antes da introdução de cada 

animal. 
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Os comportamentos quantificados são o tempo gasto nos braços abertos e 

fechados; o número de entradas nos braços abertos e fechados; a exploração total 

(número de entradas em todos os braços do aparato) e, ainda, outra medida 

etológica avaliada é a frequência de mergulhos de cabeça (do inglês head-dipping, 

movimento exploratório de cabeça sobre os lados dos braços abertos em direção ao 

chão). A entrada em qualquer braço do aparato é definida quando o animal entra no 

braço com as quatro patas. A exploração total é calculada como o número de 

entradas em todos os braços do aparato (WALF; FRYE, 2007). 

A partir dessas quantificações é realizado o cálculo do índice de ansiedade 

que integra as medidas comportamentais conforme segue: 

Índice de ansiedade = 1 - [((tempo gasto nos braços abertos/ tempo total no 

aparato) + (número de entradas nos braços abertos/ exploração total no aparato)) / 

2] 

Os valores do índice de ansiedade vão de 0 a 1, sendo que valores mais 

próximos de 1 expressam comportamento de ansiedade aumentado (COHEN et al., 

2012). 

 

5.3.3 Teste de reconhecimento do objeto novo (TRON) 
 

Este teste é relacionado a motivação natural dos animais a explorar 

novidades, sendo considerado um instinto inato que o animal usa para reconhecer o 

ambiente (HELDT et al., 2007).  

O TRON é conduzido no mesmo aparato do TCA e a memória de 

reconhecimento foi avaliada como previamente descrito por De Lima et al. (2005): o 

piso do aparato foi coberto com maravalha durante o teste de memória. No primeiro 

dia, os ratos tiveram uma sessão de treinamento na qual foram expostos a dois 

objetos idênticos (A1 e A2, brinquedos Lego®), que estavam posicionados em dois 

cantos adjacentes, 5 cm das paredes, e os ratos tiveram livre acesso para explorar o 

aparato e os objetos por 10 min (sessão de treinamento). 

Uma hora após a sessão de treinamento é realizado o teste que avalia a 

memória de curto prazo (1h após o treinamento). Durante a sessão de teste, os 

ratos tiveram 5 min para explorar o aparato na presença de dois objetos: o objeto 

familiar A e um segundo novo objeto B, que estavam colocados na mesma posição 

da sessão de treinamento. Todos os objetos apresentavam texturas, cores e 
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tamanhos similares, mas diferentes formas (cilíndricas ou quadradas). Entre as 

sessões, os objetos foram limpos com uma solução de álcool 20%.  

A exploração é definida como cheirar ou tocar o objeto com o nariz. Um índice 

de reconhecimento é calculado para cada animal e expressado pela razão TN/(TF + 

TN) (TF = tempo gasto explorando o objeto famíliar; TN = tempo gasto explorando o 

novo objeto).  

 

5.3.4 Preferência de lugar condicionada com anfetamina 
 

A PLC é um modelo animal usado para avaliar os efeitos hedônicos de drogas 

que causam dependência. O aparato da PLC consiste em uma caixa dividida em 

dois compartimentos de (45 x 45 x 50 cm) cada um com diferentes estímulos visuais, 

e ambos acessíveis a partir de uma área exterior retangular (18 x 36 x 50 cm) com 

piso e paredes lisas na cor cinza. Os compartimentos são iluminados indiretamente 

por luz incandescente (60W) e possuem equivalente intensidade de luz. Um 

compartimento possui piso liso e paredes brancas listradas, enquanto o outro 

compartimento possui piso listrado e paredes brancas lisas. O aparato foi limpo com 

álcool etílico 20% usando esponja e toalha de papel antes da inserção de cada 

animal. 

A PLC com ANF foi realizada através das seguintes etapas: habituação, pré-

teste, condicionamento e teste. Os animais são colocados por 15 min em cada 

compartimento para a habituação, totalizando 30 min O objetivo deste procedimento 

é excluir o comportamento exploratório que é comum em novos ambientes durante 

as etapas posteriores (pré-teste e condicionamento) evitando, assim, interpretações 

equivocadas. 

No dia seguinte, o tempo gasto pelos animais em cada compartimento é 

monitorado durante 15 min, o que é considerado o pré-teste. Esta etapa é realizada 

para determinar o lado em que o animal receberá a droga. A partir desses 

resultados, o compartimento em que cada rato passar mais tempo durante o pré-

teste será definido como o compartimento preferido inicialmente, enquanto que o 

compartimento em que passar menos tempo será escolhido para o condicionamento 

com a droga. Os animais que durante a fase de pré-teste passam mais que 75% do 

tempo de exploração em um dos compartimentos, são excluídos (VAZQUEZ et al., 

2006). 
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A etapa de condicionamento de preferência de lugar é conduzida por uma 

injeção diária da droga (ANF) durante 8 dias no compartimento onde cada animal 

permaneceu menos tempo durante o pré-teste, pareado com uma injeção de veículo 

(0,9% de NaCl), depois de um intervalo de 4 h (MARTIN; ITZHAK, 2000) no outro 

compartimento. Grupos controle, tratados com veículo, recebem duas injeções 

diárias de solução de 0,9% de NaCl em ambos os compartimentos da PLC em 

turnos alternados. Depois de cada administração da droga (ANF ou veículo), os 

ratos são imediatamente colocados e mantidos no interior do mesmo compartimento, 

durante 25 min. Este mesmo procedimento é realizado quatro horas mais tarde, 

quando todos os ratos recebem uma injecção de veículo, sendo mantido no interior 

do compartimento oposto por mais 25 min (CARLEZON et al., 2002).  

Ao final da etapa de condicionamento, todos os animais são submetidos ao 

teste de 15 min sem a administração da droga ou veículo. Esta avaliação está 

relacionada à preferência pela droga (ANF) e é realizada 24 h após a última sessão 

de condicionamento. Os resultados são expressos como a porcentagem de tempo 

em que os animais de cada grupo experimental permanecem no compartimento 

associado com a ANF durante o período de abstinência. 

Além da preferência pela ANF, é possível avaliar a recaída pela droga, ou 

seja, após a preferência pela droga já estar estabelecida, os animais recebem algum 

tipo de tratamento e é então realizado o re-condicionamento com a droga (ANF) por 

três dias, e no quarto dia os animais são submetidos ao teste de recaída pela droga 

(SEGAT et al., 2014). 

 

5.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

Parte do encéfalo foi dissecado em regiões específicas, as quais foram 

homogeneizadas com tampão Tris-HCl 10 mM (pH=7,4) na proporção 1:10 para as 

análises bioquímicas de avaliação do status oxidativo. 

 

5.4.1 Determinação da atividade da catalase (CAT) 

 

A atividade da CAT foi determinada de acordo com Aebi (1984), através do 

monitoramento da degradação do H2O2 no tecido estudado, mensurado 
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espectrofotometricamente em 240 nm. A atividade enzimática é expressa em 

Unidades (U)/ mg tecido (1 U decompõe 1 µmol H2O2/min em pH=7 a 25˚C). 

 

5.4.2 Determinação de espécies reativas (ER) 
 

Os níveis de ER foram mensurados usando a 2’,7’-diclorofluoresceína 

diacetato (DCHF-DA), um oxidante fluorescente, segundo a metodologia de Hempel 

et al. (1999), onde a intensidade da fluorescência é diretamente proporcional à 

quantidade de ER no meio. A oxidação da DCHF-DA a diclorofluoresceína (DCF) 

fluorescente foi determinada a 488 nm para excitação e 525 nm para emissão. O 

conteúdo de proteína foi normalizado pela quantificação de acordo com Lowry et al. 

(1951). Os resultados são expressos em % do grupo controle. 

 

5.4.3 Determinação da peroxidação lipídica 
 

Determina-se a lipoperoxidação baseando-se na dosagem de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA). Segundo a metodologia de Ohkawa, Ohishi e 

Yagi (1979), esta técnica consiste em aquecer o material biológico com TBA, em 

meio ácido, e medir a formação de um produto de cor rósea, dosado 

espectrofotometricamente em 532 nm. Os resultados são expressos em nmol 

malondialdeído (MDA)/g tecido. 

 

5.4.4 Determinação de proteína carbonilada (PC) 
 

Conforme a metodologia de Yan et al. (1995), esta técnica baseia-se na 

reação da 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) com os grupos carbonila das proteínas. 

Como resultado obtém-se um cromógeno de cor amarela que pode ser dosado 

espectrofotometricamente em 370 nm e os resultados são expressos em nmol 

carbonila/ g tecido. 

 

5.5 AVALIAÇÕES MOLECULARES POR WESTERN BLOT 

 

Os tecidos foram homogeneizados em tampão de lise contendo 137mM NaCl, 

20mM Tris-HCl pH=8,0, 1%NP40, 10%glycerol, 1mM fenilmetilsulfonilofluoreto 
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(PMSF), 10µg/mL-1 aprotinina, 0,1mM cloreto de benzetônio e 0,5mM vanadato de 

sódio. Os homogenatos foram centrifugados a 12000g por 30 min e o sobrenadante 

utilizado para a dosagem da concentração total de proteínas de acordo com o kit 

MicroBCA (Pierce, IL, USA), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 

As amostras de proteína foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida de 8%-12%, de acordo com a proteína de interesse, e 

eletrotransferidas para membrana de PVDF (Millipore, MA, USA). Os locais de 

ligação não específicos foram bloqueados com solução de Tris tamponado com 

salina (TBS), pH=7,6, contendo 5% de leite seco sem gordura. 

As membranas foram lavadas em tampão (0,05% Tween-20 in TBS) e depois 

incubadas com anticorpos primários: anti-GDNF (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, 

CA, USA), anti-BDNF (1:500; sc-546, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e 

(1:1000; Abcam, Cambridge, UK), anti-pro-BDNF (1:500; sc-546 Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA e 1:1000; Abcam, Cambridge, UK), anti-TrkB (1:500; sc-12, 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) anti-tirosina hidroxilase (TH) (1:1000; sc-7847 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-VMAT-2 (1:1000; Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA), anti-DAT (1:500; sc-14002, Santa Cruz Biotechnology, 

CA, USA) anti-D1R (1:500; sc-14001, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) anti-D2R 

(1:500, sc-9113 Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e anti-actina (1:2.000; sc-1616, 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA e 1:50.000; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

seguidos pelos correspondents anticorpos secundários conjugados a peroxidase sc-

2020 ou sc-2054 (1:40.000; Santa Cruz Biotechnology). 

A actina foi utilizada como controle interno de carregamento dos géis de tal 

forma que os dados são normalizados pelos seus valores. Após algumas lavagens 

com tampão, os imunocomplexos foram revelados por quimioluminescência usando 

ECL kit (GE Healthcare Life Sciences, NJ, USA) e visualizados em 

fotodocumentador. As bandas foram digitalizadas e quantificadas utilizando o 

software ImageJ. 

 

5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Os dados obtidos foram tabelados e expressos em média ± desvio/erro 

padrão. No estudo piloto os dados foram analisados através de ANOVA de uma via 

seguido pelo teste post hoc de Tukey. Nas outras análises foi aplicado o teste de 
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Levene para a verificação da distribuição normal dos dados. Dados paramétricos 

foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido pelo teste post hoc de 

Tukey quando apropriado pelo software Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) versão 10. Valores de p<0.05 são considerados estatísticamente 

significativos em todas as comparações feitas. 

 

6 RESULTADOS  
 

6.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL I 

 

Influência da administração de doses repetidas de MOD durante a 
adolescência: estudo piloto 

 

Resultados 
 

Ganho de peso 
A administração de doses repetidas de MOD durante o período da 

adolescência não alterou o ganho de peso semanal dos animais quando comparado 

com o grupo controle (dados não mostrados). 

 

Atividade locomotora e exploratória 
A administração de doses repetidas de MOD no período da adolescência não 

alterou a atividade locomotora e exploratória dos animais, as quais foram avaliadas 

no TCA. 

Tanto os animais do grupo controle, quanto os do grupo MOD apresentaram 

locomoção semelhante (número de crossings) (p=0,42), assim como semelhante 

atividade locomotora vertical exploratória (número de rearings) (p=0,54). Além disso, 

ambos os grupos apresentaram resultados similares para o número de visitas ao 

centro do aparato (p=0,73) e número de pellets fecais (p=0,84), sendo esses dois 

parâmetros considerados indicativos de ansiedade (Figura 1). 

 

Sinais de ansiedade 

A administração de doses repetidas de MOD no período da adolescência não 

alterou os sinais de ansiedade avaliados no teste do labirinto em cruz elevada. 
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Tanto os animais do grupo controle, como os do grupo MOD não 

apresentaram resultados estatísticamente significativos no tempo de permanência 

nos braços abertos (p=0,66), no número de entradas nos braços abertos (p=1,00), 

no número de entradas totais (p=0,59), assim como no índice de ansiedade (p=0,84) 

(Figura 2). 

 

Memória de curto prazo 
A administração de doses repetidas de MOD no período da adolescência 

melhorou a memória recente dos animais, a qual foi avaliada no TRON 

(F(1,12)=7,67, p=0,01). 

Os animais do grupo MOD apresentaram um maior índice de reconhecimento 

quando comparados com o grupo controle (Figura 3). 

 

Avaliação do status oxidativo cerebral 
A administração de MOD durante 14 dias no período da adolescência causou 

alterações no status oxidativo em diferentes áreas cerebrais dos animais. 

Na ATV, o grupo MOD apresentou um aumento na atividade da CAT 

(F(1,12)=171,57, p=0,00), nenhuma alteração na geração de ER junto com uma 

redução da peroxidação lipídica (F(1,12)=25,56, p=0,00) e aumento na carbonilação 

de proteínas (F(1,12)=13,45, p=0,00), (Figura 4A-B). 

No estriado, o grupo MOD apresentou atividade da CAT aumentada 

(F(1,12)=40,60, p=0,00), maior geração de ER (F(1,12)=7,43, p=0,01) e menor 

carbonilação de proteínas (F(1,12)=19,09, p=0,00), sem alteração dos níveis de 

peroxidação lipídica (Fig. 5A-B). 

No CPF, o grupo MOD apresentou atividade da CAT aumentada 

(F(1,12)=84,28, p=0,00), diminuição da geração de ER (F(1,12)=7,56, p=0,01) e 

menor carbonilação de proteínas (F(1,12)=25,70, p=0,00), sem alterar os níveis de 

peroxidação lipídica (Fig. 6A-B). 

No hipocampo, o MOD não exerceu influências significativas quando 

comparado com os animais do grupo controle nos mesmos parâmetros avaliados 

(Fig 7A-B). 
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Discussão 

A partir dos resultados preliminares obtidos neste estudo piloto, podemos 

verificar que a administração de doses repetidas de MOD na dose de 64mg/kg 

(corresponde a dose máxima utilizada por humanos) (TSANOV et al., 2010) em 

ratos Wistar machos adolescentes, durante 14 dias não alterou o ganho de peso dos 

animais, a atividade locomotora ou sinais de ansiedade. Entretando foi capaz de 

melhorar a memória de curto prazo. 

Em relação ao status oxidativo cerebral, o MOD apresentou distintas 

influências, de acordo com a área cerebral avaliada. Entretanto, uma alteração que 

pôde ser observada em todas as áreas avaliadas, com exceção do hipocampo, foi o 

aumento na atividade da CAT, uma enzima que atua na defesa antioxidante (BERK 

et al., 2011). Já nos marcadores de danos oxidativos, no geral, podemos dizer que o 

MOD reduziu esses marcadores ou não causou alterações significativas, desde que, 

apenas duas áreas avaliadas não mostraram tal benefício. 

Deste modo, este estudo piloto mostrou que o MOD exerceu influência sobre 

a memória recente dos animais, como também sobre o status oxidativo em distintas 

áreas cerebrais avaliadas. Visto que apenas alguns estudos descrevem os efeitos 

do MOD sobre a via do estresse oxidativo (XIAO et al., 2004; ORNELL et al., 2014), 

tais observações apresentam importante aspecto frente à adição. 
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FIGURAS 

 

 
Figura 1. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre a atividade locomotora 
dos animais. Número de crossings (A), número de rearings (B), número de visitas ao quadrante 
central (C), número de pellets fecais (D). Dados são expressos como média ± media do desvio 
padrão. p<0.05. C: grupo controle; MOD: grupo modafinil. 
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Figura 2. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre sinais de ansiedade dos 
animais. Tempo gasto nos braços abertos (segundos) (A), número de entradas nos braços abertos 
(B), número de entradas totais nos braços abertos e fechados (C), índice de ansiedade (D). Dados 
são expressos como média ± media do desvio padrão. p<0.05. C: grupo controle; MOD: grupo 
modafinil. 
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Figura 3. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre a memória de curto 
prazo dos animais. Dados são expressos como média ± media do desvio padrão. p<0.05. C: grupo 
controle; MOD: grupo modafinil. 
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Figura 4. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre o status oxidativo da 
area tegmental ventral. Atividade da catalase (A), geração de espécies reativas (B), peroxidação 
lipídica (C), carbonilação de proteínas (D). Dados são expressos como média ± media do desvio 
padrão. * Indica diferença significativa do grupo controle. p<0.05. C: grupo controle; MOD: grupo 
modafinil; CAT: catalase; DCF-RS: 2’7’-diclofluoresceinadiacetato; TBARS: substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico. 
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Figura 5. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre o status oxidativo do 
estriado. Atividade da catalase (A), geração de espécies reativas (B), peroxidação lipídica (C), 
carbonilação de proteínas (D). Dados são expressos como média ± media do desvio padrão. * Indica 
diferença significativa do grupo controle. p<0.05. C: grupo controle; MOD: grupo modafinil; CAT: 
catalase; DCF-RS: 2’7’-diclofluoresceinadiacetato; TBARS: substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico. 
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Figura 6. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre o status oxidativo do 
córtex pré-frontal. Atividade da catalase (A), geração de espécies reativas (B), peroxidação lipídica 
(C), carbonilação de proteínas (D). Dados são expressos como média ± media do desvio padrão. * 
Indica diferença significativa do grupo controle. p<0.05. C: grupo controle; MOD: grupo modafinil; 
CAT: catalase; DCF-RS: 2’7’-diclofluoresceinadiacetato; TBARS: substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico. 
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Figura 7. Influência da administração de doses repetidas de modafinil sobre o status oxidativo do 
hipocampo. Atividade da catalase (A), geração de espécies reativas (B), peroxidação lipídica (C), 
carbonilação de proteínas (D). Dados são expressos como média ± media do desvio padrão. * Indica 
diferença significativa do grupo controle. p<0.05. C: grupo controle; MOD: grupo modafinil; CAT: 
catalase; DCF-RS: 2’7’-diclofluoresceinadiacetato; TBARS: substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico. 
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6.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL II 
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6.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL III 
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6.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL IV 

 

Manuscrito científico em fase de submissão para periódico internacional 
 

Modafinil recovers BDNF and GDNF levels in the ventral striatum and 
amphetamine-induced conditioned place preference is not reinstated in young 

rats 
 

Verônica Tironi Dias1, Lívia Ferraz D’avila1, Domenika Rubert Rossato2, Laura 
Hautrive Milanesi1 and Marilise Escobar Burger1,2 

 

1 Graduate Program of Pharmacology, Federal University of Santa Maria (UFSM) - 
RS, Santa Maria, Brazil 
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(UFSM) – RS, Santa Maria, Brazil 
 

Abstract 

Drug abuse and addiction are considered major health problems and social 

concerns nowadays. Based on previous studies of our research group, the rats that 

received modafinil (MOD) during adolescence before amphetamine (AMPH) showed 

less preference for the drug in the adolescence and adulthood periods. The objective 

of this study is to show if MOD could be useful in the treatment of AMPH relapse in 

adolescent rats and also verify the MOD influences on the molecular status of the 

ventral striatum of these animals. Besides that, the behavioral influence of MOD on 

locomotor activity and short-term memory were evaluated. Our findings showed that 

adolescent animals developed AMPH preference and relapse without locomotor or 

memory impairment. Although, the rats treated with MOD do not present relapse for 

the drug and presented memory enhancement. Regarding the molecular status of the 

ventral striatum, MOD treatment upon AMPH exposure increased DAT, VMAT-2, 

D1R and D2R levels which were decreased by AMPH exposure. About the molecular 

markers involved in the maintenance of dopaminergic neurons, MOD treatment upon 

AMPH exposure increased TrK-B, pro-BDNF, BDNF and GDNF levels, which were 

also decreased by AMPH exposure. So far, MOD treatment upon AMPH exposure 

prevented relapse as it also improved memory of rats during the adolescence. These 

outcomes were accompanied by an up-regulation of dopaminergic targets and 
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neurotrophins related to the maintenance of this important system in drug addiction. 

Thus, evidencing the MOD neuroprotective effects on the ventral striatum of rats. 

 

Keywords: relapse; dopaminergic system; neurotrophins; addiction. 

 

Introduction 
Drug abuse continues to be a major health problem worldwide nowadays 

(UNODC, 2018). Addiction is a chronic disease that causes physiologic and 

psychological impairments to the individual and as consequence leads to economic 

burden to society (POTENZA, 2011). The stimulant drugs are the second category of 

drugs most used in the world corresponding to 68 million of users only in the 2018 

year (WORLD DRUG REPORT, 2019). Particularly, the amphetamines are drugs 

frequently abused by adolescents (SCHELLE et al., 2014, BASTOS et al., 2017) and 

existing studies have found a high correlation between adolescent abuse and 

becoming a problem drug user in adulthood (CHEN, STORR, ANTHONY, 2009). 

During adolescence, the brain is not completely mature and any exogenous factor, 

such as amphetamine (AMPH), could lead to more prejudicial impairments in the 

brain in development and the consequences could be presented at the moment that 

the impairment occurs and/ or persists over life (CREWS et al., 2007). 

Regarding drug abuse and AMPH, the neurotransmitter dopamine (DA) is 

highly involved.  AMPH is known to activate the reward pathway causing DA release 

in a more explosive and pleasurable manner than the release that naturally occurs in 

the ventral striatum or nucleus accumbens. AMPH acutely increases extracellular 

concentrations of DA mainly by its blockade reuptake involving actions on the DA 

vesicular transporter (DAT), the vesicular monoamine transporter 2 (VMAT-2) and 

monoamine oxidase (MAO) (VAUGHAN, FOSTER, 2013). 

Based on previous studies of our research group (DIAS et al., 2017, 2019) 

modafinil (MOD) administration when given before AMPH exposure was able to 

reduce the preference for AMPH in adolescence and young adulthood periods. MOD 

(2-[(diphenylmethyl) sulfinyl] acetamide) is a wake-promoting drug distinct from 

classical stimulants approved by FDA to treat narcolepsy besides its off label uses. It 

improves wakefulness with few peripheral or central side effects (WOOD et al., 2013) 

and the main mechanism of action is the weak DAT inhibition (MINZENBERG, 

CARTER, 2008). From this point of view, the objective of this study was to expose if 
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MOD, when given as a treatment for AMPH addiction in rats, could present the same 

positive results observed in previous studies. 

 

Materials and methods 
 

Animals 
Twenty-eight young male rats (postnatal day (PND) 21, weighing 100-150g) 

were housed in groups of four animals per cage in a room with controlled 

temperature (23 ± 1 °C), on a 12-h light/ dark cycle (lights turned on at 7 a.m.). 

Animals had free access to food and water ad libitum during all phases of the 

experiment. The experimental procedures followed international norms of care and 

animal maintenance approved by the Research Ethics Committee of the Federal 

University of Santa Maria (UFSM-9429030215), which is affiliated to the National 

Council for the Control of Animal Experiments (CONCEA). 

 

Experimental design 

To evaluate the effects of MOD repeated doses after the CPP already 

established by AMPH in the adolescence of rats, after 7 days of acclimation, rats 

were designed to two experimental groups (PND 28) and submitted to the CPP 

protocol: control group (received saline, 0,9% NaCl solution, i.p., n=14) and 

amphetamine (AMPH) group (received 4mg/ kg i.p. of AMPH, n=14) (KUHN et al., 

2015). One day after the CPP test half of each group was subdivided resulting in the 

following groups: control group, MOD group, AMPH group and, AMPH+MOD group. 

They received MOD (64 mg/ kg p.o.) or vehicle for 14 days of treatment. On the PND 

53, the animals were reconditioned with AMPH for 3 days and on the next day 

submitted to the relapse test (SEGAT et al. 2016). 48 hours after the last AMPH 

dose, locomotor activity and short-term memory were assessed. On the next day, the 

rats were anesthetized with isofluorane, euthanized and their brains were dissected 

to extract the ventral striatum (PAXINOS; CHARLES, 2013) for western blot analysis. 

 

Drugs 
Modafinil tablets (Stavigile; Libbs, São Paulo, Brazil) were pulverized by 

sonication in distilled water and the DMSO (0.1% v/v) was added to form a 

suspension. The treatment was administered by gavage at the dose of 64 mg/ kg. 
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The d, l-amphetamine (AMPH; Merck, Germany) dose chosen was 4 mg/ ml, 

i.p., which is known to induce CPP (DIAS et al., 2017). 

 

Conditioned place preference (CPP) 
The CPP is a box with two compartments of equal size (45 x 45 x 50 cm) and 

different environmental stimuli (one compartment had a smooth with floor and 

smooth white walls. Both compartments were accessible through a central 

compartment (18 x 36 x 50 cm) separated by manual doors. 

The AMPH-induced CPP was performed according to the following steps: 

habituation, pre-test, conditioning and, test. On the PND 28, habituation was 

conducted. This phase consisted of leaving the animals for 15 minutes in each 

compartment, reaching the total time of 30 minutes. The purpose of this phase is to 

exclude exploratory behavior that is common in new environments to avoid 

misinterpretations. On the following day (PND 29) the pre-test was conducted. This 

phase consists in placing the animal in the central compartment with free access to 

the entire apparatus. The time spent in each compartment by the rat was assessed 

for 15 minutes. This phase was carried out to determine the innate environmental 

compartment preference. Based on these results, each rat was conditioned with 

AMPH in the compartment that it spent less time and with saline in the compartment 

that it spent more time during the pre-test. 

The conditioning phase (PND 30-37) was carried out for 8 days. Each animal 

received AMPH (one daily injection) in the less preferred compartment paired with 

vehicle in the opposite compartment after a 4-h interval. Immediately after each 

AMPH/ vehicle injection, the rat was confined in the compartment for 25 minutes 

(CARLEZON et al., 2002). The vehicle-treated groups received two daily injections of 

saline in both CPP compartments. 

The test, without drug/ vehicle administration, was conducted on PND 38 

(preference) and PND 56 (relapse), and the time spent in each compartment was 

assessed for 15 minutes. Results express the percentage of time spent by the 

animals in the compartment associated with AMPH during the period of abstinence. 

 

Locomotor activity 
The locomotor activity was evaluated in the open-field (OF) test paradigm. 

Each rat was placed individually in the center of an arena (40 x 40 x 30 cm) enclosed 
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by black matte walls and floor divided into squares, as described by Kerr et al. 

(2005). The number of crossings (horizontal squares crossed with four paws) was 

analyzed for 5 min. 

 

Short-term memory 

The short-term memory was evaluated in the novel object recognition task 

(NORT). The analysis consisted first in the training session in which rats were 

exposed to two identical objects (A1 and A2, double Lego toys) positioned in two 

adjacents corners, and they were allowed to freely explore the objects for 10 min. 

The short-term memory test was performed 1 hour after the training session and the 

rats were allowed to freely explore the arena for 5 min. in the presence of two 

objects: a familiar object A and a second novel object B, placed at the same locations 

as in the training session. The objects had similar textures, colors and, sizes but 

distinctive shapes. Every time the rats sniffed at or touched the object with the nose 

was defined as exploration. A recognition index was calculated by the ratio time 

spent exploring the novel object/(time spent exploring the familiar object + time spent 

exploring the novel object) (DE LIMA et al., 2005). 

 

Statistical analysis 
The results from behavioral and molecular assays were expressed as the 

mean ± standard error (S.E.M.) and analyzed by Student’s t-test or two-way ANOVA 

followed by Tukey’s post hoc test (software package Statistica 10.0). A value of 

p<0.05 was considered statistically significant for all comparisons made. 

 

Results 
 

Body weight gain 
No differences in the body weight gain were observed among the experimental 

groups (data not shown). 

 

AMPH-CPP and influence of MOD treatment during adolescence 
Student’s t-test showed that AMPH was able to induce CPP in adolescent rats 

(p<0.05) (Figure 1A). 
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Two-way ANOVA of CPP revealed a significant main effect of MOD and 

AMPH x MOD interaction [F(1,24)=6,16 and F(1,24)=8,08, p<0.05], respectively on 

AMPH re-conditioning. Tukey’s test showed that AMPH re-conditioning increased 

time spent in the drug-conditioned compartment, while MOD treatment did not induce 

AMPH-CPP (Figure 1B). 

 
Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on 
locomotor activity 

No differences were observed in the crossing number among the experimental 

groups (data not shown). 

 
Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on 
short-term memory 

Two-way ANOVA of short-term memory revealed a significant main effect of 

AMPH and MOD [F(1,24)=5.78 and F(1,24)=15.21, p<0.05], respectively. Tukey’s 

test revealed that the MOD group presented an increased recognition index 

compared to the control group. While the AMPH+MOD group presented an increased 

recognition index compared to the AMPH group and presented a decreased 

recognition index compared to the MOD group (Figure 2). 

 
Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on 
dopaminergic targets 

Two-way ANOVA revealed a significant main effect of MOD and AMPH x 

MOD interaction [F(1,24)=37.64, F(1,24)=80.93, p<0.05, respectively] on DAT, 

[F(1,24)=13.08, F(1,24)=4.37, p<0.05, respectively] on D1R, a significant main effect 

of AMPH and AMPH x MOD interaction [F(1,24)=21.19, F(1,24)=45.07, p<0.05, 

respectively] on D2R, and a significant main effect of AMPH and MOD [F(1,24)=6.51, 

F(1,24)=18.41, p<0.05, respectively] on VMAT-2 immunoreactivity (Figure 3). 

Tukey’s test showed that MOD decreased per se only the D2R levels, while 

AMPH reconditioning decreased DAT and D2R levels in the ventral striatum. AMPH 

re-conditioned animals and treated with MOD showed increased DAT and VMAT-2 

levels compared to both AMPH and MOD groups, as also showed increased D1R 

and D2R levels compared to AMPH group (Figure 3a-d). 
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Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on 

synaptic plasticity related-neurotrophins 
Two-way ANOVA revealed a significant main effect of AMPH and AMPH x 

MOD interaction [F(1,24)=5.86, F(1,24)=42.71, p<0.05, respectively] on TrK-B, 

[F(1,24)=26.15, F(1,24)=6.27, p<0.05, respectively] on pro-BDNF, a significant main 

effect of AMPH, MOD and AMPH x MOD interaction [F(1,24)=114.49, F(1,24)=4.86 

and F(1,24)=8.29, p<0.05, respectively] on BDNF, and a significant main effect of 

MOD and AMPH x MOD [F(1,24)=10.30, F(1,24)=11.40, p<0.05, respectively] on 

GDNF immunoreactivity (Figure 4). 

Tukey’s test showed that MOD decreased per se only the TrK-B levels, while 

AMPH re-conditioning decreased TrK-B, pro-BDNF, BDNF, and GDNF levels in the 

ventral striatum. AMPH re-conditioned animals and treated with MOD showed 

increased TrK-B, pro-BDNF, BDNF, and GDNF levels compared to AMPH group, as 

also showed increased TrK-B and decreased BDNF levels compared to MOD group 

(Figure 4a-d). 

 

Discussion 

From partial results of the current study, it was possible to observe that the 

AMPH conditioning (4mg/kg, i.p.) was able to induce conditioned place preference in 

adolescent rats. After 14 days of MOD treatment (64mg/kg) or vehicle, the AMPH re-

conditioning induced CPP only in the AMPH group, while MOD treatment did not 

induce AMPH-CPP. This finding is agreeing with our previous studies, which showed 

that pretreatment with MOD reduced AMPH-CPP in both, adolescence and young 

adulthood periods (DIAS et al., 2017, 2019). This is a very interesting outcome since 

it indicates that MOD could be a useful tool in the management of AMPH addiction, 

especially in the drug relapse.  

This study is in accordance with other that show beneficial influences of MOD 

treatment related to increased periods of abstinence in cocaine addicts with comorbid 

alcohol dependence (ANDERSON et al., 2009), as also with pre-clinical studies, 

MOD decreased methamphetamine self-administration (HOLTZ et al., 2012), it was 

effective at reducing cocaine-mainteined responding in non-primates (NEWMAN et 

al., 2010). In a model of relapse, MOD attenuating the reinstatement of 

methamphetamine seeking behavior following conditioned cues and drug-priming 

injections (REICHEL; SEE, 2010). 
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Besides that, the short-term memory of animals was influenced by MOD per 

se and MOD treatment upon AMPH exposure, increasing the recognition index. This 

outcome is agreeing with other studies that showed MOD beneficial effects on 

cognition, including enhancement of working memory performance, learning 

acquisition, spatial memory, improved sustained attention and recognition memory in 

both rats and humans (MINZENBERG; CARTER, 2008; SASE et al., 2012; GARCIA 

et al., 2013; SCORIEL, JONES, SAHAKIAN, 2013; GONZÁLEZ et al., 2014). 

Although, after AMPH-reconditioning during adolescence, it was not observed 

pronounceable AMPH detrimental effects, since AMPH and control group presented 

similar effects on short-memory, even though AMPH abuse is known to cause 

cognitive deficits (BROADBENT et al., 2010). 

Additionally, we investigated at the molecular level some targets of the 

dopaminergic pathway and some neurotrophins related to maintenance and survival 

of dopaminergic neurons in the ventral striatum of rats, since they are directly 

affected by psychostimulants such as AMPH (CARNICELLA; RON, 2009). 

Concerning dopaminergic targets, MOD treatment upon AMPH exposure resulted in 

increased DAT, VMAT-2, D1R, and D2R levels, which were decreased by AMPH 

exposure. As we discuss in our previous study, we believe that MOD exerted a 

modulatory activity in the striatum to reestablish the dopaminergic homeostasis 

maintaining the adequated dopamine levels and this was reflected in the behavior 

(DIAS et al., 2019). 

To reinforce these results, MOD treatment upon AMPH exposure resulted in 

increased TrK-B, pro-BDNF, BDNF, and GDNF levels, which were also decreased by 

AMPH exposure. These results are very interesting and innovative; at the moment, 

this is the first study to show influences of MOD on GDNF levels upon AMPH 

exposure and supports previous research that suggests the regulatory role of GDNF 

in addiction. The activation of the GDNF pathway results in the attenuation of 

biochemical and behavioral changes caused by abused drugs since it promotes 

maintenance and survival of dopaminergic neurons (CARNICELLA; RON, 2009). 

Thus, the up-regulation of GDNF could be a valuable strategy to counteract addiction 

as stated by other authors, although it is unlikely that GDNF by it-self could be used 

as a therapeutic agent because it is a 24KDa protein that cannot rapidly cross the 

blood-brain barrier (KASTIN et al., 2003). Likewise, the studies involving BDNF 

influences in facilitating or inhibiting drug-taking behaviors are dependent on the drug 
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type, brain area, the addiction phase (initiation, maintenance, or abstinence/relapse) 

(GHITZA et al., 2010). Given that, drugs such as MOD that exert positive influences 

on these endogenous neurotrophins could be useful for the treatment of drug abuse. 

Taken together, these findings and the outcomes obtained from previous 

protocols, we can hypothesize that treatment with MOD upon AMPH exposure 

prevented relapse as also improved memory of adolescent rats. These behavioral 

outcomes were accompanied by an up-regulation of dopaminergic targets and 

neurotrophins related to the survival of dopaminergic neurons evidencing the MOD 

neuroprotective effects on ventral striatum. 
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FIGURES 

 

 
Figure 1. AMPH-CPP before (A) and after MOD treatment (B). Data are expressed as mean ± S.E.M. 
*indicates significant differences of treatment (vehicle/ MOD) in the same conditioning (saline/ AMPH) 
(P<0.05). +indicates significant differences of conditioning (saline/ AMPH) in the same treatment 
(vehicle/ MOD) (P<0.05). Abbreviations: MOD: modafinil; AMPH: amphetamine. 
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Figure 2. Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on short-term 
memory. Data are expressed as mean ± S.E.M. *indicates significant differences of treatment (vehicle/ 
MOD) in the same conditioning (saline/ AMPH) (P<0.05). +indicates significant differences of 
conditioning (saline/ AMPH) in the same treatment (vehicle/ MOD) (P<0.05). Abbreviations: MOD: 
modafinil; AMPH: amphetamine. 
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Figure 3. Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on 
dopaminergic targets. Data are expressed as mean ± S.E.M. *indicates significant differences of 
treatment (vehicle/ MOD) in the same conditioning (saline/ AMPH) (P<0.05). +indicates significant 
differences of conditioning (saline/ AMPH) in the same treatment (vehicle/ MOD) (P<0.05). 
Abbreviations: MOD: modafinil; AMPH: amphetamine. 
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Figure 4. Influence of MOD treatment upon AMPH-reconditioning during adolescence on synaptic 
plasticity related-neurotrophins. Data are expressed as mean ± S.E.M. *indicates significant 
differences of treatment (vehicle/ MOD) in the same conditioning (saline/ AMPH) (P<0.05). +indicates 
significant differences of conditioning (saline/ AMPH) in the same treatment (vehicle/ MOD) (P<0.05). 
Abbreviations: MOD: modafinil; AMPH: amphetamine. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Considerando os resultados apresentados na íntegra desta tese, o estudo 

piloto (protocolo experimental I) que consistiu na exposição subcrônica dos animais 

adolescentes ao MOD, durante 14 dias, não modificou comportamentos de 

locomoção ou indicativos de ansiedade, mas contrariando nossas expectativas, 

mostrou influência benéfica sobre a memória recente desses animais. Entretanto, a 

maioria dos estudos pré-clínicos com MOD evidenciam seus efeitos benéficos sobre 

a cognição frente a um dano já instalado (SCORIELS; JONES; SAHAKIAN, 2012; 

FARHOUDI et al., 2013; GONZÁLEZ et al., 2014; WADHWA et al., 2015), por outro 

lado, um outro estudo que avaliou a neurogênese hipocampal em animais mostrou 

que o MOD tem um impacto agudo benéfico sobre a proliferação e sobrevivência de 

células precurssoras no giro denteado do hipocampo, mas que em tratamentos mais 

longos perde essa habilidade (BRANDT; ELLWARDT; STORCH, 2014). 

Como até o momento poucos estudos avaliaram as possíveis influências do 

MOD sobre a via do estresse oxidativo (XIAO et al., 2004; ORNELL et al., 2011), 

sendo que seu exato mecanismo de ação não está bem elucidado, decidimos 

investigar seus efeitos sobre essa via em áreas cerebrais envolvidas na drogadição. 

Nesse sentido, nossos estudos mostraram que o tratamento subcrônico com MOD 

durante a adolescência foi capaz de modificar o status oxidativo de áreas cerebrais, 

como a ATV, o estriado e o CPF. Na verdade, foi possível observar um aumento na 

atividade da enzima antioxidante CAT em todas as áreas cerebrais aqui estudadas, 

com exceção do hipocampo, independentemente da existência de danos oxidativos. 

Assim, o MOD poderia estar agindo, diretamente ou indiretamente, aumentando a 

atividade de enzimas antioxidantes e como consequência atuando na prevenção de 

danos oxidativos. Esse achado corrobora com o estudo de Xiao et al. (2004) no qual 

o MOD aumentou os níveis da defesa antioxidante GSH. 

A partir desses achados preliminares, no protocolo experimental II decidimos 

investigar a influência da administração de MOD durante a adolescêcia frente a PLC 

por ANF na idade adulta. Nossa hipótese inicial era de que sendo o MOD, uma 

droga psicoestimulante, quando fosse utilizada no período da adolescência poderia 

predispor o indivíduo ao uso de drogas aditivas na idade adulta. Entretanto, 

contrariando nossa hipótese inicial, a pré-exposição de doses repetidas ao MOD 

durante a adolescência mostrou benefícios frente a PLC por ANF quando avaliada 
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na idade adulta, já que o grupo exposto ao MOD apresentou menor preferência pela 

droga. Além disso, após a retirada da ANF, os animais previamente tratados com 

MOD não apresentaram alterações locomotoras ou comportamentos de ansiedade, 

apresentando melhor performance de memória recente, indicando que não houve 

desenvolvimento de sintomas de abstinência, ou ainda, esses foram minimizados 

pelo MOD. 

Em relação ao status oxidativo hipocampal dos animais, novamente o MOD 

mostrou influências benéficas prevenindo os danos causados pela ANF como 

observado pelo aumento da atividade da CAT, diminuição da geração de ER e da 

carbonilação de proteínas, com exceção da peroxidação lipídica. 

No que diz repeito aos alvos moleculares relacionados à memória e ao 

sistema dopaminérgico, semelhantemente o MOD foi capaz de prevenir os danos 

causados pela ANF, agindo como um modulador do sistema dopaminérgico 

hipocampal. Acreditamos que a administração de MOD numa dose adequada (64 

mg/kg, p.o.) durante a adolescência pode ser capaz de promover alterações 

benéficas a longo prazo, em nível celular e molecular. Dessa forma, o MOD age 

preparando o hipocampo para uma situação extrema, tal como o aumento excessivo 

da ativação dopaminérgica, o qual ocorre durante o uso de uma droga com elevado 

potencial de abuso, como a ANF. 

Seguindo na mesma linha de raciocínio, a partir do protocolo experimental III 

nós decidimos avaliar se os efeitos comportamentais benéficos do MOD se 

repetiriam se a exposição à ANF ocorresse ainda no período da adolescência. 

Novamente, o MOD foi benéfico, diminuindo a PLC por ANF e também reduzindo 

sinais de ansiedade, comumente relacionados à abstinência (KITANAKA; 

KITANAKA; TAKEMURA, 2008). Nesse experimento resolvemos investigar a 

influência do MOD na ATV e estriado, as quais constituem importantes áreas da via 

mesolímbica dopaminérgica diretamente relacionadas com a adição, de especial 

importância o estriado, onde se encontra o nucleus accumbens, reconhecidamente 

sinalizado por ser o centro hedônico ou de recompensa e por se a área cerebral que 

apresenta a maior concentração de DA (LUSCHER; MALENKA, 2011; STAHL, 

2014). 

Em relação ao status oxidativo da ATV, o MOD preveniu os danos causados 

pela ANF, aumentando a atividade da CAT, reduzindo a geração de ER e da 

peroxidação lipídica, com exceção da carbonilação de proteínas. Já no status 
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oxidativo do estriatal, o MOD aumentou a atividade da CAT e a carbonilação de 

proteínas, enquanto reduziu a geração de ER e não exerceu influência sobre a 

peroxidação lipídica. 

Na sequência desse estudo, os alvos moleculares dopaminérgicos foram 

avaliados na ATV, evidenciou-se que o MOD preveniu as alterações causadas pela 

ANF sobre a TH, DAT, D1R sem modificar os níveis de D2R. Já no estriado, o MOD 

preveniu as alterações causadas pela ANF sobre a TH e DAT, além disso causou 

um aumento nos níveis de D1R e D2R, o que não foi observado nos animais 

expostos à ANF. Nós acreditamos que o MOD atue prevenindo os prejuízos 

causados pela ANF em diferentes alvos dopaminérgicos moleculares na tentativa de 

manter em equilíbrio os níveis de DA. 

Tomados em conjunto, os achados desse estudo nos permitem propor que o 

MOD pode estar agindo como um modulador do sistema dopaminérgico e do status 

antioxidante na ATV e no estriado durante o período da adolescência em animais. 

Tais resultados indicam uma atividade moduladora dopaminérgica do MOD frente à 

ANF. Essa hipótese baseia-se no fato de que a exposição contínua à ANF provoca 

um aumento da atividade dopaminérgica, levando a uma depleção dos estoques 

nesse neurotransmissor durante sua abstinência (STAHL, 2014). Assim, nós 

acreditamos que o MOD exerceu uma supra-regulação dos alvos dopaminérgicos 

durante a abstinência à ANF para prevenir a diminuição dos níveis de DA e isso 

pôde ser refletido sobre os efeitos benéficos comportamentais diminuindo a 

preferência por ANF e reduzindo sinais de ansiedade durante o período da 

abstinência. 

Levando em consideração os dois protocolos em que o MOD foi administrado 

durante adolescência e verificada a PLC por ANF tanto na idade adulta como na 

adolescência, podemos propor que tais achados são inovadores, já que até o 

momento, nenhum estudo mostrou que a exposição ao MOD durante adolescência 

pode induzir neuroadaptações de curto e de longo prazo, tornando o indivíduo 

menos suscetível aos efeitos hedônicos comuns a drogas psicoestimulantes, como a 

ANF. 

Na seqüência dos estudos e em vista dos resultados obtidos anteriormente, o 

quarto protocolo experimental foi realizado para avaliar a influência do MOD como 

forma de tratamento da recaída à ANF. Com os resultados obtidos a partir das 
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observações comportamentais no paradigma da PLC, foi possível observar que o 

tratamento subcrônico com MOD foi capaz de prevenir o comportamento de recaída 

pela droga. Além disso, o tratamento com MOD exerceu influência benéfica sobre a 

memória recente desses animais. Nesse sentido, as análises moleculares do 

estriado ventral nos permitem inferir que o MOD reverteu os prejuízos causados pela 

ANF, tanto nos alvos dopaminérgicos (DAT, VMAT-2, D1R e D2R) quanto nas 

neurotrofinas relacionadas a manutenção desse sistema (Trk-B, pro-BND, BDNF e 

GDNF). Assim, acreditamos que as alterações a nível molecular refletem os efeitos 

benéficos do MOD sobre a recaída por ANF e sobre a memória desses animais 

evidenciando um efeito neuroprotetor do MOD durante o período da adolescência. 

Levando em consideração os achados apresentados nesta tese, os quais 

foram obtidos a partir de diferentes protocolos experimentais, é possível propor que: 

a) a exposição ao MOD durante a adolescência exerceu influências sobre o 

status oxidativo de áreas cerebrais diretamente relacionadas com a drogadição, em 

especial aumentando a atividade de uma enzima antioxidante, a CAT; 

b) quando administrado durante a adolescência, o MOD modulou o sistema 

dopaminérgico de áreas cerebrais como o hipocampo, ATV e estriado, prevenindo 

prejuízos comportamentais (preferência pela droga, atividade locomotora e 

exploratória, sinais de ansiedade e memória) induzidos pela exposição à ANF tanto 

na idade adulta como durante a adolescência; 

c) o tratamento com MOD durante a retirada da ANF modulou o sistema 

dopaminérgico e as neurotrofinas relacionadas à manutenção do mesmo no estriado 

ventral prevenindo a recaída à ANF; 

c) O MOD foi capaz de prevenir e/ou reverter os prejuízos comportamentais, 

bioquímicos e moleculares causados pela ANF, os quais são mais pronunciados 

quando os animais são expostos à droga na vida adulta do que quando comparados 

com o período da adolescência. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Através dos resultados apresentados nesta tese, podemos propor que a 

exposição ao MOD durante a adolescência é capaz de exercer efeitos moduladores 

sobre o status oxidativo, sistema dopaminérgico e neurotrofinas relacionadas a 

plasticidade sináptica especialmente em regiões cerebrais como hipocampo, ATV, 

estriado e estriado ventral de ratos, frente a exposição à ANF ainda na adolescência 

bem como na idade adulta. 

Além disso, considerando os diferentes períodos em que os animais foram 

expostos à droga aditiva, ANF, foi possível observar que na idade adulta, as 

alterações comportamentais locomotoras, de ansiedade e perda de memória são 

mais intensamente afetadas do que quando tal exposição ocorreu durante a 

adolescência, indicando diferenças nos mecanismos de neuroadaptação do sistema 

dopaminérgico de acordo com o período do desenvolvimento. 

Nesse sentido, o MOD apresenta influências benéficas quando um prejuízo 

ocorre no SNC, podendo ser uma ferramenta útil no tratamento à recaída por ANF. 

Entretanto, o MOD quando administrado em ratos adolescentes saudáveis pode 

levar a alterações moleculares em distintas áreas cerebrais relacionadas à adição, o 

que indica que seu uso deve ser feito com muita cautela. 
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