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RESUMO

A dependéncia quimica € uma doenga cronica, progressiva e recidivante que se
caracteriza pela propensédo permanente dos pacientes a recaida. Estudos mostram
gue o condicionamento e a sensibilizacdo comportamental estdo envolvidos na
dependéncia quimica. O condicionamento € um tipo de aprendizagem associativa
resultante da interacdo de um estimulo com o ambiente e a sensibilizacdo é um
processo caracterizado por um aumento progressivo de uma determinada resposta
comportamental e/ou fisiolégica quando a mesma dose de um psicoestimulante é
administrada repedidamente. A dopamina € importante para o condicionamento e a
sensibilizacdo, pois o aumento da liberacdo de dopamina aumenta o efeito
excitatério dos psicoestimulantes ocasionando o condicionamento e sensibilizacao.
Com a finalidade de inibir ou atenuar esses processos de aprendizagem, o
tratamento de reconsolidacdo da memoria e o protocolo de contracondicionamento
podem ser empregados para o tratamento da dependéncia. A reconsolidacdo da
memoria pode ser utilizada para modificar memoarias jA consolidadas, ja que ao
serem evocadas, as memorias passam de um estado consolidado para um estado
vulneravel sujeito a modificacdo. O protocolo de contracondicionamento consiste em
substituir um estimulo associado a uma determinada resposta comportamental
inadequada por outro estimulo que atenue e/ou elimine essa resposta inadequada.
O objetivo do presente trabalho foi verificar se a apomorfina na dose baixa de 0,05
mg/kg (autorreceptor) utilizada no protocolo de contracondicionamento e no
tratamento de reconsolidacdo da memdria produziria inibicdo/atenuamento de uma
resposta locomotora condicionada e sensibilizada produzida por apomorfina 2 mg/kg
(dose que estimula os receptores dopaminérgicos D1 e D2 pds-sinapticos).
Realizou-se 4 experimentos; nos experimentos 1 e 2 utilizou-se o protocolo de
contracondicionamento e nos experimentos 3 e 4 utilizou-se o tratamento de
reconsolidacdo da memoria. Todos os experimentos tiveram fases comuns, como a
fase de indugdo que um grupo recebeu apomorfina 2,0 mg/kg e um outro grupo
recebeu veiculo. Imediatamente apds as administracdes, o0s animais foram
colocados em uma arena por 30 minutos, durante 5 dias consecutivos. Ap0s um
periodo de dois dias de retirada, houve o teste de condicionamento 1 no qual todos
0s animais receberam veiculo e foram colocados na arena por 5 minutos. No dia

posterior, ocorreu a reinducdo onde 0s animais receberam o mesmo tratamento



aplicado na fase de inducdo. Apdés essas fases comuns, o0s animais foram
subdividos e submetidos ao protocolo de contracondicionamento (experimentos 1 e
2) ou ao tratamento de reconsolidacédo (experimentos 3 e 4). No experimen 1, um
grupo de animais recebeu apomorfina 0,05 mg/kg e outro grupo recebeu veiculo e
foram colocados imediatamente na arena por 5 minutos. O experimento 2 foi
semelhante ao experimento 1 diferenciado-se somente que 0s animais foram
colocados na arena 15 minutos ap0s a administracdo dos tratamentos. No
experimento 3, inicialmente os animais receberam veiculo e foram colocados
imediatamente na arena por 5 minutos (teste de reativagdo da memoria).
Imediatamente apds o término do teste, um grupo de animais recebeu apomorfina
0,05 mg/kg e outro recebeu veiculo como tratamento de reconsolidacdo. O
experimento 4 foi semelhante ao experimento 3 diferenciado-se somente que o
tratamento de reconsolidacao foi aplicado 15 minutos apdés o teste de reativacdo da
memoria. No dia seguinte, houve o teste de condicionamento 2 e no dia seguinte
ocorreu o teste de sensibilizacdo no qual todos os animais receberam apomorfina 2
mg/kg, exceto o grupo veiculo. Os resultados mostraram que na fase de inducao
houve um aumento progressivo da locomoc¢ao no grupo apomorfina 2,0 mg/kg o que
caracteriza o desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora. Houve também a
expressdo de uma resposta locomotora condicionada nesse mesmo grupo. Os
resultados dos experimentos de contracondicionamento mostraram que esse
protocolo produziu o bloqueio da expressédo da resposta locomotora condicionada,
mas nao bloqueou/atenuou a resposta locomotora sensibilizada. Os resultados
mostraram que o tratamento de reconsolidagcao foi capaz de bloquear a expressao
da resposta condicionada e sensibilizada quando o tratamento foi administrado
imediatamente apos o teste de reativacdo. Esses resultados sugerem que a
reconsolidacdo da memoria pode se tornar uma nova abordagem terapéutica néo-
invasiva no tratamento de memorias mal-adaptadas, especialmente aquelas

relacionadas ao uso de psicoestimulantes.
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ABSTRACT

Drug abuse is a chronic, progressive and relapsing disease, characterized by the
permanent risk of patient relapse. Studies have show that conditioning and
behavioral sensitization are involved in drug addiction. Conditioning is a type of
associative learning which results from the interaction of a stimulus with the
environment and behavioral sensitization is a process characterized by a progressive
increase of a certain behavioral and/or physiological response when the same dose
of a psychostimulant drug is chronically administered. Dopamine is important for
conditioning and behavioral sensitization due the increased release of dopamine
increasing the excitatory effect of a psychostimulant, causing conditioning and
sensitization. In order to inhibit or reduce these learning processes, memory
reconsolidation and counter-conditioning protocols can be used for the treatment of
addiction. Memory reconsolidation can be used to modify memories already
consolidated, being evoked, memories pass from a consolidated to a vulnerable
state, subject to modification. The counter-conditioning protocol consists of replacing
a stimulus associated with a particular inadequate behavioral response with another
stimulus used to mitigate and/or eliminate this inadequate response. The objective of
this study was to determine whether a low dose of apomorphine 0,05 mg/kg
(autoreceptor dose) used in the counter-conditioning protocol and treatment of
memory reconsolidation could produce inhibition/attenuation of a conditioned and
sensitized locomotor response produced by apomorphine 2,0 mg/kg (dose which
stimulates the D1 and D2 postsynaptic dopaminergic receptors). In experiments 1
and 2 we used a counter-conditioning protocol; in experiments 3 and 4 we used a
memory reconsolidation protocol. All experiments had common phases. Induction
phase: when one group received Apomorphine 2,0 mg/kg and another group
received vehicle. Immediately after administration, the animals were placed on an
arena for 30 minutes for 5 consecutive days. After a period of two days of withdrawal,
conditioning test 1 was performed, in which all animals received vehicle and were
placed in the arena for 5 minutes. On the following day, reinduction occurred where
animals received the same treatment applied to the induction phase. After these
common phases, the animals were subdivided and subjected a counter-conditioning
protocol (experiments 1 and 2) or reconsolidation treatment (experiments 3 and 4). In

the first experiment, one group of animals received apomorphine 0,05 mg/kg and



another group received vehicle and were immediately placed in the arena for 5
minutes. Experiment 2 was similar to experiment 1, the only difference being that the
animals were placed in the arena 15 min after administration of the treatments. In
experiment 3, initially the animals received vehicle and were immediately placed in
the arena for 5 minutes (test reactivation of memory). Immediately after the test, a
group of animals received apomorphine 0,05 mg/kg and the other group received
vehicle as a reconsolidation treatment. The fourth experiment was similar to
experiment 3, the only difference was that that treatment of reconsolidation was
carried out 15 minutes after the memory reactivation test. On the following day,
conditioning test 2 was carried out and the day after that, the sensitization test was
carried out in which all animals received apomorphine 2,0 mg/kg, except the vehicle
group. The results showed that in the induction phase there was a progressive
increase in mobility in the apomorphine 2,0 mg/kg group, which characterizes the
development of locomotor sensitization. The expression of a conditioned locomotor
response was also observed in this group. The results of the experiments showed
that the counter-conditioning protocol blocked the expression of a conditioned
locomotor response, but did not block/attenuate the sensitized locomotor response.
The results showed that treatment of reconsolidation was able to block the
expression of the sensitized and conditioned response when treatment was
administered immediately after the reactivation test. These results suggest that
memory reconsolidation could be a new non-invasive therapeutic approach in the
treatment of maladapted memories, especially those related to the use of
psychostimulants.

Keywords: Memory Reconsolidation; Conditioning; Behavioral Sensitization;

Counterconditioning; Apomorphine; Locomotion; Dopamine.
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1. INTRODUCAO

A dependéncia quimica € uma doenca crbnica progressiva, recidivante,
caracterizada pela propensdo permanente dos individuos dependentes a recaida,
sendo um transtorno da funcéo cerebral ocasionado pelo consumo de substancias
psicoativas. Essas substancias afetam processos cerebrais como o senso de
percepcao, processos emocionais e motivacionais, de modo que quando o consumo
da droga é interrompido e a substancia ndo esta mais presente no corpo, ha uma
motivacao forte para a retomada do consumo, mesmo apds meses ou anos sem a
sua administracao.

Estudos sugerem que dois fatores estdo envolvidos e contribuem para o
quadro de dependéncia quimica. Um fator é o processo de sensibilizacdo
comportamental, que é caracterizado pelo aumento progressivo de uma determinada
resposta comportamental, quando a mesma dose da droga € administrada. A
sensibilizacdo se constitui em um modelo de neuroplasticidade, no qual as
alteracbes comportamentais produzidas pela droga, podem estar ligadas as
adaptacdes neurobiolégicas e moleculares permanentes produzidas pelo uso
cronico da mesma. Os estudos sobre como a sensibilizagdo contribui para o
comportamento dos usuarios de drogas, ndo estd claro, mas as adaptacdes
neuroplasticas relacionadas a sensibilizacdo comportamental acarretariam no
desenvolvimento do comportamento compulsivo de ingestao, desejo e recaida por
drogas.

O outro fator € o condicionamento, que é uma aprendizagem associativa, ou
seja, um tipo de aprendizagem na qual uma mudanc¢a comportamental apresentada
pelo individuo é resultado da sua interacdo com o ambiente. O condicionamento se
estabelece quando os efeitos das substancias psicoativas sado associados ao
ambiente, fazendo com que as lembrangas ambientais do local se tornem
associadas ao uso da droga e seus efeitos. O processo de condicionamento pode
ocorrer por um estimulo condicionado que € associado com um ambiente especifico,
ou estimulo incondicionado que € associado com a administracdo de uma droga ou
um farmaco psicoativo.

A propensao permanente de um dependente quimico a recaida sugere que

nao sdo somente os efeitos prazerosos ou os efeitos da abstinéncia que mantém o
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uso das drogas. Uma teoria da dependéncia proposta por EVERITT e colaboradores
(EVERITT et al.,, 2001; EVERITT e ROBBINS, 2005) sugere que a propensao
permanente para a recaida seja em consequéncia da formacdo de memdrias
associadas a droga, as quais podem manter os comportamentos de busca e
consumo de drogas e essas memarias também podem precipitar o comportamento
de procura pela droga no periodo de abstinéncia. Assim, o bloqueio e/ou atenuacao
do desenvolvimento do condicionamento e sensibilizacdo sdo objetivos altamente
desejaveis na terapia da dependéncia quimica.

Pesquisas recentes relatam que as memorias formadas ou consolidadas
podem se tornar l4beis e susceptiveis a interrup¢cdes quando evocadas, por
processos conhecidos como reativacao, recordacdo, lembranca ou recuperacao.
Quando ocorre o processo de evocacao, as memaorias consolidadas retornam ao seu
estado vulneravel e precisam passar por um novo processo de estabilizacao, que
depende da sintese protéica e de outros mecanismos moleculares, chamado de
processo de reconsolidacéo.

Outro processo possivel de ser utilizado para o tratamento da dependéncia
quimica é o protocolo de contracondicionamento. Este protocolo consiste em
condicionar uma resposta contraria aquela produzida pelo estimulo condicionado,
em outras palavras, consiste em produzir uma resposta comportamental diferente da
resposta apresentada inicialmente por um individuo diante de alguma situacao de
medo ou desejo. Consequentemente produzird uma nova associacao e sera gerada
uma nova aprendizagem. O protocolo de contracondicionamento € utilizado para
eliminar respostas condicionadas indesejaveis (BRENDAN et al., 2012;
SCHWECKENDIEK et al., 2013) como fobias de aranhas (JONG et al., 2000) e o
medo de cdes a tempestades, objetos e barulhos como os de fogos de artificio
(LEVINE et al., 2011).

Trabalhos recentes do nosso laboratério utilizando um modelo experimental
de dependéncia de drogas utilizando o agonista direto de receptores dopaminérgicos
D1 e D2, apomorfina, mostraram que essa substancia psicomotora na dose de 2,0
mg/kg produz tanto uma resposta locomotora condicionada quanto sensibilizada
(BLOISE et al., 2007; BRAGA et al.,, 2009a, b; MATOS et al., 2010; DIAS et al.,
2010; CARRERA et al.,, 2011; CARRERA et al.,, 2012; CARRERA et al., 2013).
Trabalhos recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que uma dose baixa de

apomorfina (0,05 mg/kg), mas ndo uma dose elevada (2,0 mg/kg) diminuiu a
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resposta locomotora condicionada (CARRERA et al, 2011) e sensibilizada
(CARRERA et al., 2012) quando administrada em um protocolo de reconsolidacao
da memoria.

Sendo a dopamina um neurotransmissor envolvido na expressdo dos
processos de condicionamento e sensibilizacdo sera que uma mudanca no estado
dopaminérgico poderia afetar a expressdo destes processos? Para responder esta
hipétese o objetivo do presente trabalho foi verificar se a apomorfina 0,05 mg/kg
(autorreceptor) utilizada no protocolo de contracondicionamento administrado
imediatamente e 15 minutos antes da exposi¢cdo dos animais a arena experimental
(teste de reativacao da memoria) produziria a inibicdo/atenuamento de uma resposta
locomotora condicionada e sensibilizada produzida por apomorfina 2,0 mg/kg. Além
disso, verificou-se também o efeito do tratamento de reconsolidacdo da memoaria
com apomorfina 0,05 mg/kg, administrado imediatamente ou 15 minutos apds o
teste de reativacdo da memoria, sobre o condicionamento e a sensibilizacédo
comportamental.

A apomorfina em doses baixas (<0,1 mg/kg) atua preferencialmente em auto-
receptores D2 produzindo uma diminui¢do da atividade locomotora, ndo produzindo
o desenvolvimento de uma resposta condicionada e nem sensibilizacao
comportamental (BRAGA et al.,, 2009a). Assim, acredita-se que o protocolo de
contracondicionamento produza o bloqueio da resposta locomotora condicionada,
mas nado da resposta lococmotra sensibilizada. Por outro lado, acredita-se que o
tratamento de reconsolidagdo com apomorfina 0,05 mg/kg administrado
imediatamente apés o teste de reativagcdo da memoria, mas ndo o administrado 15
minutos apds o teste de reativacdo, atenue a expressdo do condicionamento e da

sensibilizacao locomotora.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CONDICIONAMENTO CLASSICO OU PAVLOVIANO

O condicionamento constitui um modelo de aprendizagem, no qual, ocorre o

processo de modificacdo comportamental dos individuos, resultantes de suas
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interacbes com o ambiente (BEAVER, 2001), ocorrendo uma incorporagao de novas
informacgdes, que possivelmente podem passar pelo processo de consolidacdo na
memoria (LENT, 2002).

O condicionamento difere-se em dois tipos, o condicionamento paviloviano
classico e o condicionamento operante. O condicionamento pavloviano classico é
um processo que reflete a capacidade de estimulos ambientais originalmente
neutros adquirirem propriedades motivacionais positivas apds serem apresentados
repetidamente na presenca de um outro estimulo ou substancia com potencial de
abuso (SANCHIS e SPANALGEL, 2006). O condicionamento operante ou
instrumental reflete um aumento na probabilidade de recorréncia de um determinado
comportamento, quando a resposta esperada é positiva, ou seja, a ocorréncia da
administracdo ativa da cocaina pelo proprio usuario devido a obtencao subsequénte
de um reforcador subjetivamente prazeroso (BARDO e BEVINS, 2000), sendo
negativa, além de diminuir a probabilidade de sua ocorréncia futura, gera outros
efeitos colaterais (SKINNER, 1982).

O condicionamento classico foi desenvolvido pelo fisiologista russo Ivan
Petrovitch Pavlov no inicio do século XX para um estudo de aprendizado. Seu
experimento foi desenvolvido através de observacdes do comportamento de um céo
diante da apresentacdo de um som de uma sineta e de um alimento (CATANIA,
1999). Em seu experimento, Pavlov observou a quantidade de saliva produzida pelo
céo de acordo com a qualidade do alimento apresentado. Acidentalmente descobriu
que outros estimulos além da comida também estavam produzindo salivacdo no
cdo, como 0s sons de suas pegadas ao chegar ao laboratério ou simplesmente a
aproximacdo da hora em que o0s experimentos eram realizados (MOREM e
MEDEIRQOS, 2007).

Basicamente em seu experimento Pavlov utilizou o método da associacéo, ou
seja, apresentar um estimulo e logo em seguida apresentar outro para o cao, a
carne (estimulo que naturalmente eliciava a resposta de salivacdo) e o som da
sineta (estimulo que néo eliciava a resposta de salivagdo), medindo a quantidade de
gotas de saliva produzidas (resposta) quando os estimulos eram apresentados. O
som da sineta era incapaz de promover a salivacdo € denominado de estimulo
neutro, pois ndo evoca a salivagcdo logo de inicio. Uma vez que o estimulo neutro
comeca a eliciar uma resposta condicionada, chama-se estimulo condicionado (EC).

Na segunda fase do experimento ocorreu a colocacdo de uma pequena quantidade
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de p6é de carne na boca do animal, que imediatamente comeca a salivar. A
quantidade de pé de carne € denominada de estimulo incondicionado (El) e a
resposta de salivacdo é denominada de resposta incondicionada (RI). A terceira fase
do experimento buscou estabelecer a associacdo entre o estimulo neutro e o
estimulo incondicionado, de modo que os dois estimulos comecam a ser
apresentados simultaneamente, sendo o som da sineta apresentado um pouco
antes do alimento, para levar o cédo a aprender que o som e a comida vinham juntos
(ATINKSON, 1995; MOREM e MEDEIROS, 2007).

Apébs executar cerca de 60 emparelhamentos dos estimulos (carne e som da
sineta), Pavlov apresentou para 0 cdo apenas 0 som da sineta, e mediu a
guantidade de saliva produzida. Ele observou que o som da sineta havia eliciado no
céo a resposta de salivacdo, ou seja, o cao havia aprendido um reflexo de salivar ao
ouvir o som da sineta, houve a associagao do som da sineta com a comida (MOREM
e MEDEIROS, 2007).

Em um experimento posterior, Pavlov utilizou uma droga, a apomorfina, como
estimulo incondicionadado. Foram realizadas administragdes por via subcutanea,
em caes, apos dois ou trés minutos decorridos da administracdo da droga, um som
era emitido. Os efeitos fisiolégicos causados pela apomorfina nos cdes eram
inquietacBes, salivacdo excessiva e tendéncia a émese, classificando assim as
respostas fisioldgicas produzidas pelos efeitos da droga, como respostas
incondicionadas. Apdés varias associacdes entre o som (estimulo condicionado) e a
administracdo de apomorfina (estimulo incondicionado), Pavlov verificou que
somente apresentacdo do som ja era capaz de produzir os efeitos gerados pela
droga, também denominados efeitos condicionados, pois foram adquiridos por meio
de um processo de aprendizagem associativa (PAVLOV, citado por MCKIM, 2000).

O processo de condicionamento exerce um grande poder sobre o0s
dependentes quimicos, uma vez que 0s estimulos contextuais apresentados
continuamente sao transformados em estimulos condicionados, de modo que estes
estimulos podem reforcar e motivar o comportamento viciante (ROBINSON e
BERRIDGE, 1993; ROBINSON e BERRIDGE, 2001). Ap0s varias associacoes entre
0 ambiente e os efeitos das drogas, o ambiente por si s6 € capaz de eliciar efeitos
similares aos produzidos pelas drogas (BROWN et al., 1992; FONTANA et al.,1993).

A exposicao de um estimulo condicionado (dicas ambientais) sem a presenca

da droga € suficiente para eliciar um desejo intenso de consumo da droga que
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frequentemente leva ao quadro de recaida (SELF e NESTLER, 1998). Atualmente,
varios experimentos tém demonstrado que os efeitos psicomotores estimulantes de
drogas agonistas dopaminérgicas de acdo indireta (cocaina e anfetamina) e
agonistas dopaminérgicas de acédo direta (apomorfina) podem tornar-se associadas
com os estimulos ambientais, levando ao desenvolvimento do processo de
condicionamento (FEIFEL e PRIEBEM, 2002; CAREY e GUI, 1997; DIAS et al., 2006).
A utilizacdo de uma droga psicoestimulante como a apomorfina, por exemplo, foi
utilizada em uma dosagem de 2,0 mg/kg associada a um contexto ambiental,
produzindo um aumento da atividade locomotora, em testes de indugdes utilizando
um modelo animal (CAREY et al., 2008; BRAGA et al.,, 2009; CARRERA et al.,
2011).

No experimento realizado por BRAGA e colaboradores (2009a, 2009b), a
apomorfina foi a droga de escolha para induzir respostas comportamentais
condicionadas e sensibilizadas utilizando um protocolo de condicionamento
pavioviano. No protocolo pavloviano, o tratamento utilizando a mesma droga é
administrado a grupos diferentes, com tratamentos pares ou impares para o teste no
ambiente. Tem sido relatado (BRAGA et al., 2009a,b; DIAS et al., 2010) que o efeito
de hiperlocomog¢éo da apomorfina € expressada com uma resposta condicionada ou
com uma resposta sensibilizada, ocorrendo apenas nos grupos de tratamento
associados ao ambiente.

A administracao repetida de agonistas de dopamina, num contexto ambiental,
consiste em resultados de condicionamento classico da ativacdo locomotora para o
ambiente, a ativacdo locomotora pode ser subsequéntemente induzida pela
administracdo de uma droga biologicamente inerte (por exemplo, solucdo salina) que
é administrado em mesmo contexto ambiental (MATTINGLY e GOTSICK, 1989). A
atividade locomotora induzida por agonista da dopamina (KELLY et al., 1975; CARR
e WHITE, 1987), sdo mediadas pela transmissdo de dopamina aumentada na via
mesolimbica (SWERDLOW et al., 1990). Estimulos variados, como cor, textura,
tamanho ou odores podem ser usados na obtencdo de um condicionamento
contextual (BARDO e BEVINS, 2000), tendo sido evidenciado em quase sua
totalidade em roedores. (BARDO e BEVINS, 2000; WEERTS et al., 2007).

E incontestavel a influéncia do contexto ambiental na modulaco dos efeitos

comportamentais produzidas por drogas psicomotoras (ROBINSON et al., 1998).
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2.2 A SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL

O processo de sensibilizacdo comportamental é conceituado como um
aumento progressivo de uma determinada resposta comportamental quando a
mesma dose de uma droga psicoestimulante ou psicomotora é administrada
repetidamente (ROBINSON e BECKER, 1986; KALIVAS e STEWART, 1991). Pode
ser verificado neste processo caracteristicas como um aumento da atividade
locomotora, comportamento rotacional e comportamento estereotipado, devido a
administracdo repetida de drogas de abuso (ROBINSON e BERRIDGE, 2000).

A ativacdo psicomotora ocorre em grande parte pela sobreposi¢cdo das vias
neurais que a controlam, com as vias dopaminérgicas responsaveis pelos efeitos
das substancias psicoestimulantes, incluindo a via mesocorticolimbica. Uma vez que
essas vias se sobrepbem, pode-se avaliar o efeito das substancias psicoativas
através do comportamento locomotor (WISE, 1987). Evidéncias demonstram que a
sensibilizagdo comportamental envolve alteracées duradouras nos circuitos de
recompensa relacionados ao nucleo acumbens (ROBINSON e BERRIDGE, 2000), e
resulta em adaptacfes neuroquimicas na via mesocorticolimbica sendo
classicamente demonstrado que a sensibilizacdo da atividade locomotora esta
relacionada ao aumento da liberacdo de dopamina no nulcleo acumbens em
resposta as substancias psicoativas (WOLF et al., 1993; ZAPATA et al., 2003). O
processo de sensibilizacdo comportamental compbe em um modelo de
neuroplasticidade no qual alteracbes comportamentais produzidas por um
psicoestimulantes podem estar ligadas as adaptacdes neurobiolégicas e
moleculares (ROBINSON e BECKER, 1986; KALIVAS e STEWART, 1991).

As adaptacdes neuroplasticas relacionadas ao processo de sensibilizacao
comportamental segundo SEGAL e KUCZENSKI (1991), ocasionariam o0
desenvolvimento do comportamento compulsivo de ingestdo, desejo e recaida por
drogas. Uma teoria proposta por ROBINSON e BERRIDGE (1993) mostrou que a
sensibilizagdo representaria um incentivo para o uso abusivo de drogas, assinalando
gue o desejo de buscar a droga seria um estado de incentivo resultante da liberacao
de dopamina por neurbnios dopaminérgicos, sensibilizados pela exposicao repetida

a drogas psicoestimulantes, principalmente, em areas mesocorticolimbicas. Por
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exemplo, a sensibilizacdo comportamental a cocaina relaciona-se a um aumento nos
niveis extracelulares de dopamina no nacleo acumbens (KALIVAS e DUFFY, 1991),
sendo visto como um dos principais mecanismos subjacentes aos efeitos
comportamentais e fisiologicos observados da cocaina. Este aumento leva a uma
ativacdo da via mesocorticolimbica dopaminérgica conhecida como uma via do
sistema de recompensa/prazer (CANNON e BSEIKRI, 2004).

Estudos sugerem que receptores de dopamina estdo envolvidos no
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental quando ocorre a administracéao
de agonistas dopaminérgicos (PERIS e ZAHNISER, 1989; UJIKE et al., 1989;
HAMAMURA et al.,, 1991; BRAGA et al., 2009; CARRERA et al., 2011), pois a
administracdo de antagonistas de receptores dopaminérgicos inibe o0
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental (VEZINA e STEWART, 1989;
VEZINA, 1996, DIAS et al.,, 2010). As drogas como anfetaminas, apomorfina,
cocaina, opibéides, podem produzir sensibilizacdo comportamental, que pode ser
persistente, assim como a dependéncia, podendo persistir por meses ou anos apos
a interrupcao do tratamento (KARLER et al., 1990, PAULSON, CAMP e ROBINSON,
1991; CASTNER e GOLDMAN-RAKIC, 1999, HOPE et al., 2006).

A apomorfina é classificada como uma droga agonista dopaminérgico de acao
direta em receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D2, é frequentemente utilizada em
estudos do comportamento associados ao sistema dopaminérgico (ESTRELLA et
al., 2002; ELLENBROEK e COOLS, 2002).

Trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que
administragdes repetidas de apomorfina em dose elevada (2,0 mg/kg) produziram o
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental e condicionamento, ocasionando
uma alteracdo comportamental nos animais caracterizado pelo aumento da atividade
locomotora dos animais. Esses efeitos sdo em decorréncia da agao da apomorfina,
gue na dose de 2 mg/Kg, atua preferencialmente em receptores dopaminérgicos do
tipo D1 e D2 pés-sinapticos (BRAGA et al., 2009ab; CAREY et al., 2008; DE MATOS
etal.,, 2011; CARRERA et al., 2011,2012,2013; BASTOS et al., 2013).

Quando uma droga é administrada repetidamente em um determinado
ambiente, o estimulo ambiental, através de sua historia de associacdo com a
exposicdo a droga, promovera a expressao tanto dos efeitos comportamentais,
guanto dos efeitos bioquimicos da droga (DREW e GLICK, 1988). O contexto

ambiental e histérico de exposicdo as drogas modula os efeitos das drogas; tanto
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efeitos comportamentais quanto de expressdo génica e plasticidade neural. Um
contexto ambiental pode promover comportamento de busca pela droga mesmo
apos longos periodos de abstinéncia (CAPRIOLI et al., 2007; BADIANI e
ROBINSON, 2004).

O processo de aprendizado associativo (associacdo dos efeitos da droga com
determinado contexto) pode modular a sensibilizacdo neural e consequéntemente o
comportamento (ANAGNOSTARAS e ROBINSON, 1996; ROBINSON et al., 1998).
Quando animais desenvolvem a sensibilizacdo comportamental somente no
ambiente em que receberam a droga, diz-se que a sensibilizacdo é especifica ao
contexto (PERT, POST e WEISS, 1990; ANAGNOSTARAS e ROBINSON, 1996).
Segundo TODTENKOPF e CARLEZON (2006), a dose da droga e o tempo que 0S
animais permaneceram no ambiente experimental influenciaram a magnitude da
resposta comportamental em longo-prazo em ratos que receberam anfetamina e
cocaina repetidamente.

Estudos realizados por ANAGNOSTARAS e ROBINSON (1996), observaram
gue a sensibilizacdo induzida pela anfetamina desenvolveu o comportamento
rotacional quando o animal era colocado em um ambiente no qual se desenvolveu a
sensibilizacdo anteriormente, entretanto, esse fenbmeno nao ocorre em um
ambiente ndo associado. Os fatores extra-farmacol6gicos sdo responséaveis, em
grande parte, pela modulacdo dos efeitos de desenvolvimento e de expressao da
sensibilizacdo comportamental (BADIANI e ROBINSON, 1995).

A sensibilizagdo comportamental ndo € um simples fenbmeno farmacoldgico
segundo ROBINSON e BERRIDGE 1995, a inducdo como a expressao da
sensibilizacdo pode ser modulada por fatores nédo farmacoldgicos, incluindo dicas

ambientas associadas a administracdo da droga.

2.3 O SISTEMA DOPAMINERGICO

A dopamina € um neurotransmissor que desempenha sua acao no sistema
nervoso central, onde também ocorre sua sintese, entretanto, ocorre uma pequena
producdo na por¢cdo medular das glandulas adrenais, podendo também ser

detectada em alguns tecidos nao-neuronais, como no pancreas e na hipdfise
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anterior (BEN-JONATHAN e HNASKO, 2001). Pertence a classe das catecolaminas
enddgenas, tendo influéncia em varias atividades celulares, como por exemplo, nas
atividades comportamentais, sintese e liberacdo de horménios, pressdo sanguinea e
controle motor (CAVALLOTTI et al., 2004), e pode atua em receptores
dopaminérgicos pré e pos sinapticos (GRAEFF e GUIMARAES, 2001).

A sintese da dopamina (DA) inicia-se a partir da tirosina, um aminoacido
aromatico essencial (figura 1). Esse aminoacido, no entanto, pode ser sintetizado a
partir da fenilalanina no figado. A tirosina entra no neurbnio por meio de um
mecanismo sédio-dependente, onde a sua conversdo para dopamina depende da
acdo de duas enzimas: a) tirosina hidroxilase (TH) e b) aminoacido aromético
descarboxilase (DCC), que catalisam a formacéo da dihidroxifenilalanina (LDOPA) e
da dopamina, respectivamente (TARAZI et al., 2004).

A DA é, entdo, translocada para vesiculas secretérias para armazenagem,
protecdo e secrecdo. A fusdo das vesiculas secretorias com a membrana plasmatica
resulta na liberacdo de dopamina na fenda sinaptica ou no espaco extracelular,
como é o caso de neurdnios dopaminérgicos tubero-hipofisarios (BOULTON e
EISENHOFER,1998). O neurotransmissor liga-se, assim, aos receptores de
membrana acoplados a proteina G, com o inicio dos efeitos intracelulares nas
células alvo. Na fenda sinaptica, a dopamina que nao se liga nos receptores é
recaptada pelos transportadores de dopamina (DTA), localizados na membrana

plasmatica dos neurénios pré-sinapticos (ABRAHAM, 2003).
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Figura 1: Neurotransmissdo dopaminérgica. A dopamina (DA) é sintetizada no citoplasma e
transportada em vesiculas secretoras pela acdo de um antiportador de prétons ndo seletivo de
monoaminas (VMAT), que é impulsionado pelo gradiente eletroquimico criado por uma ATPase de
protons. Com estimulagdo da célula nervosa, a DA é liberada na fenda sinaptica, onde o
neurotransmissor pode estimular receptores dopaminicos pdés-sinapticos e auto-receptores
dopaminicos pré-sinapticos. A DA é transportada para fora da fenda sinaptica pelo transportador de
dopamina (DAT) seletivo acoplado ao Na+. A DA citoplasmatica é retransportada para dentro das
vesiculas secretoras pelo VMAT ou degradada pela enzima monoamina oxidase (MAO).
STANDAERT, G.D; GALANTER, J.M. Farmacologia da Neurotransmissdo Dopaminérgica,
cap.12, p.168, 2002.

Um grande namero de doencas como a Doenca de Parkinson, esquizofrenia e
as psicoses, podem incidirem quando acontecem alteracdes no sistema
dopaminérgico. No eixo neuroendocrino, disfuncbes da dopamina hipotalamica ou
nos receptores hipofisarios levam a hiperprolactinemia e a disturbios reprodutivos, ja
que a dopamina é a principal reguladora da expressdo do gene e da secrecdo de
prolactina (BENJONATHAN e HNASKO, 2001).

Existem cinco principais sistemas dopaminérgicos centrais onde sdo tambéem

conhecidos como as vias dopaminérgicas (figura 2). A primeira via € a mesolimbico-
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mesocortical que se projeta dos corpos celulares proximos da substancia negra para
o sistema limbico e o neocortex. A segunda via é a nigroestriatal que consiste dos
neurdnios que se projetam da substancia negra até os nucleos caudado e putamem
(corpo estriado). A terceira via € a tubero-infundibular que liga os ndcleos arqueados
e neurdnios periventriculares ao hipotalamo e a hipdéfise posterior. A quarta via do
sistema dopaminérgico € a medular-periventricular formada pelos neurdnios no
nacleo motor do vago, cujas projecdes ainda ndo estdo bem definidas. A quinta via &
a incerta-hipotalamica que estabelece conexfes entre a zona incerta medial, o
hipotdlamo e a amigdala (BRANDAO, 1993; GREENSPAN e GARDNER, 2004;
COSENZA, 2005; KATZUNG, 2005; VOLKOW et al., 2011).

. |

Via Mesolimbica

Via Mesolimbica

Figura 2: Representagéo das vias dopaminérgicas principais relacionadas a dependéncia quimica.
Gravura modificada extraida da pagina eletrdnica:
http://dameunsilbidito.wordpress.com/2009/12/21/dopamina-esa-gran-desconocida/

A ativacdo dos receptores dopaminérgicos resulta na expressdo de genes
imediatos, no entanto, a propria expressdo genética, também modula a acdo da
dopamina e sua sinalizacdo (MISSALE et al., 1998). Os receptores de dopamina sao
expressos amplamente em neurbnios pelo cérebro e em certas populacdes de
células neuronais (TOME, 2004). S&o classificados como metabotropicos, tendo
caracteristicas estruturais, com a presencga de sete segmentos alfa-helicoidais, que
os torna membros de uma familia de proteinas receptoras com sete dominios
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transmembrana acoplados a proteinas G (MISSALE et al,. 1998). Podem ser
encontrados em neurénios pré-sinapticos e em neurdnios pos-sinapticos, esta classe
de receptores sdo subdividos em cinco tipos distintos de receptores dopaminérgicos
de membrana, agrupados em duas subfamilias, de acordo com as propriedades
bioguimicas e farmacoldgicas: a) ligados ao D1 “like”, que incluem os receptores D1
e D5, e b) os ligados ao D2 “like”, que incluem D2, D3, D4 (VALLONE, PICETTI,
BORRELLI, 2000; BEN-JONATHAN e HNASKO, 2001; GOODMAN e GILMAN,
2007; DALL'IGNA et al.,, 2005; DZIEDZICKA et al., 2006). A atividade desses
receptores esta acoplada a proteina G, na membrana plasmatica, sendo que a) D1,
ligado a subunidade excitatéria (Gs), aumenta a concentracdo intracelular do AMP-
ciclico (AMPC) e b) D2, ligado a inibitéria (Gi), reduz a concentracdo do AMPC
intracelular (VALLONE et al., 2000; GOODMAN e GILMAN, 2007; HOENICKA e
ARAGU, 2007).

Os receptores D1 e D2 estdo presentes em grande quantidade no caudado,
putamen, nos nudcleos acumbentes e no tubérculo olfatério. O hipotalamo possui
guantidade moderada dos dois receptores e, dessa forma, a dopamina pode
desempenhar papel fisiol6gico como um neurotransmissor hipotalamico no controle
da termo regulacédo (COX et al., 1980). Os receptores D2 também estao presentes
na substancia negra, area tegumentar ventral e hipocampo, enquanto a amigdala
contém principalmente receptores D1 e poucos D2. Os lobos anterior e intermediario
da hipéfise possuem expressao elevada de RNAm do receptor D2 (MANSOUR et al.,
1990 e O'CONNELL, 1996).

Os receptores D1 tem um papel importante nas funcbes da memoéria e na
adicdo de farmacos para tratamentos de enfermidades neuropsiquiatricas. Nao é
possivel determinar a localizacdo neuroanatomica exata de receptores Dla e D1b a
qual o receptor D1 se divide, pois ndo existe um antagonista seletivo que permita
fazer esta diferenciagdo (CAVALLOTTI, 2004).

Em comparagéo com os receptores D1 e D2, os receptores D3 sdo menos
abundantes e concentram quase exclusivamente em regifes limbicas do cérebro,
tais como o nucleo acumbens, tubérculo olfatorio. Estas regides sdo associadas com
as funcdes emocionais, comportamentais, cognitivas, mecanismos de recompensas
e envolvimento na esquizofrenia, doenca de Parkinson e dependéncia de drogas,
sendo que estas regifes estdo sendo alvo de estudos para o desenvolvimento

terapéutico promissor, para o tratamento de tais disturbios, onde existem pesquisas



29

que estdo trabalhando para desenvolver potentes ligantes e seletivos para os
receptores D3 (VARADY e SHAOMENG, 2006).

A expressao dos receptores D4 é mais elevada nas regides corticais e limbica
do cérebro humano, com diferentes niveis no cerebelo e no talamo, sendo que
possui uma quantidade substancialmente mais baixa nos ganglios basais (TARAZI
et al., 2004), e os receptores D5 apresentam uma distribuicdo esparsa e séo
expressos em baixos niveis, principalmente no hipocampo, tubérculo olfatorio e
hipotalamo, codificados por um gene no cromossoma quatro, e também produzem

acréscimos na concentracdo de AMP ciclico (HOLLISTER, 1998).

2.4 APOMORFINA

A apomorfina é um alcaldide cristalino pertencente a classe dibenzoquinolona,
uma droga bastante hidrossoluvel e susceptivel a oxidacéo pelo ar e luz. Através do
aquecimento da morfina num ambiente acido obtém-se a apomorfina e, apesar de
ser um derivado da morfina, ndo detém propriedades narcéticas (LE WITT, 2004).
Quando a apomorfina passa por um processo de metabolizacdo por N-demetilacéo,
leva a formacdo de norapomorfina, e quando passa por um processo de
autoxidacao, leva a formacédo de semiquinonas e quinonas (EL-BACHA et al., 2000;
DELEU et al., 2002; GARRIDO et al., 2002).
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Figura 3: Estrutura quimica da apomorfina. Gravura extraida da pagina eletrdnica:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9f/Apomorphine_Structural_Formulae.png.
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As acOes farmacoldgicas da apomorfina sdo resultantes da amina terciaria e
policiclica presentes em sua estrutura que apresenta homologia com a molécula de
dopamina. Devido a esta homologia, a apomorfina exerce uma potente atividade
dopaminérgica nos receptores dopaminérgicos (LE WITT, 2004). Devido a suas
caracteristicas estruturais, a apomorfina é classificada como um agonista
dopaminérgico D1/D2, que prontamente entra no cérebro e se acumula no estriado
(nucleos caudado e putamen) (BIANCHI e LANDI, 1985; DELEU et al., 2002).

Em comparacdo com farmacos agonista indiretos que ativam todos o0s
receptores dopaminérgicos, 0s agonistas diretos sdo mais seletivos e incluem
agonistas D2 tal como bromocriptina (HOFFMAN e WISE, 1993), e agonista D1 e D2
tal como apomorfina (MATTINGLY e GOTSICK 1989; BRAGA et al., 2009a,b).

A apomorfina apresenta um alto metabolismo hepatico de primeira passagem,
0 que o torna ineficaz se administrada por via oral, devido este fator a via
subcutanea € a rota de administracdo parenteral mais utilizada, tendo-se o inicio do
efeito da apomorfina em sete a dez minutos e sua duracdo por mais de noventa
minutos em pacientes parkisonianos (LE WITT, 2004).

A apomorfina, sendo um agonista dopaminérgico, é frequentemente utilizada
em estudos comportamentais, associados ao sistema dopaminérgico (DAVIES et al.,
1974; ICHIHARA et al., 1988; DALLEY et al., 2002, ESTRELLA et al.,, 2002;
ELLENBROEK e COOLS, 2002). Em experimentos comportamentais, utilizando a
apomorfina, foi observado que quando utilizada em doses mais altas, o alvo da
apomorfina sao os receptores D1/D2 pos-sinapticos e o efeito comportamental é o
estimulo da atividade locomotora (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a), sendo
que, quando utilizada em uma dose baixa, a apomorfina atua em receptores
dopaminérgicos pré-sinapticos do tipo D2, onde seu efeito pode ser demonstrado
pelo enfraquecimento da resposta condicionada e sensibilizada, caracterizada pela
diminuicao da atividade locomotora (CARRERA et al., 2013).

As pesquisas realizadas por BRAGA e Colaboradores (2009a) mostram que
os efeitos da apomorfina 2,0 mg/kg, administrada por via subcutanea em ratos wistar
imediatamente antes de ir para 0 ambiente experimental, sdo vistas entre 7,5 e 10
minutos dentro dos 20 primeiros minutos apos a administracao.

A apomorfina em doses de 2,0 mg/kg tem sua atividade em receptores de
pos-sinapticos, aumentando a atividade locomotora em ratos, e a dose de 0,05

mg/Kg tem sua atividade localizada em receptores pré-sinapticos, diminuindo a
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atividade locomotora nos animais (BRAGA et al., 2009; DIAS et al., 2010; Carrera et
al., 2011). A apomorfina pode induzir dois tipos diferentes de comportamentos
estereotipados observados em ratos, um comportamento € caracterizado pela acéo
repetitiva do animal de farejar e o outro comportamento é caracterizado pela acéao de
autolimpeza (lamber) (GERMEYER et al., 2002).

Apés ser distribuida sistemicamente, a apomorfina possui uma elevada
porcentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas. Seu metabolismo ocorre através
de varias vias enzimaticas, incluindo oxidacdo, n-desmetilacdo, sulfatacao,
glicuronidacéo e metabolismo pela COMT (catecol-o-metil-transferase), assim como,
por oxidagdo ndo enzimatica (LE WITT, 2004).

2.5 CONSOLIDACAO E RECONSOLIDACAO DA MEMORIA

A memoaria é a funcéo cognitiva mais amplamente solicitada na maior parte de
nossos atos. Ela intervém para registrar ou lembrar informacdes diversas, como um
namero de telefone, aquilo que fizermos no udltimo fim de semana, um encontro, 0
lugar em que deixamos as chaves, o nome de um utensilio ou de uma pessoa
apresentada ha pouco (SCHWOB, 2005).

A memodria é a capacidade gque os individuos possuem de adquirir, conservar
e evocar informacdes, ou seja, sua capacidade mnemonica (TOMAZ, 1993; SQUIRE
e KANDEL, 2003). E um processo evolucionario que permite aos animais adquirir,
reter e evocar diversos tipos de informacdes que conferem alguma vantagem por
comparar situacdes presentes com experiéncias prévias (SHERRY e SCHACTER,
1987). Funciona como um arcabouco que armazena nossa historia pessoal, que
torna possivel que cresgcamos e mudemos ao longo da vida (KANDEL et al., 2000).

A aprendizagem transforma as experiéncias em memaorias € € 0 processo
pelos quais 0s humanos e outros animais captam conhecimentos (KANDEL et al.,
2000). Ao invés de ser um processo simples e unitario, a memaria € um conjunto de
sistemas de memodria e subsistemas interconectados de diversas formas e com
assinaturas moleculares, celulares e sisttmicas (GOSHEN e GOTTSTEIN, 2001;
SZAPIRO et al., 2002; NADER, 2003).
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As memorias podem ser classificadas quanto ao seu tempo de retengdo. A
memo©ria ultra-rapida é aquela que dura fragdo de segundos ou alguns segundos,
também conhecida como memoéria sensorial. A memoéria de curta duracdo pode
durar minutos ou horas e garante o sentido da continuidade do presente. As
memoérias de longa duracdo duram horas, dias e anos, garantindo o registro do
passado autobiografico e dos conhecimentos dos individuos (IZQUIERDO e
MACGAUGH, 2000; SQUIRE e KANDEL, 2003).

De acordo com seu conteudo, a memaria é classificada como declarativa ou
explicita e ndo declarativa ou implicita (SQUIRE e ZOLA,1996). As memorias
explicitas sdo adquiridas conscientemente e podem ser divididas em memodrias
episodicas e semanticas. As episodicas séo referentes a eventos que se assiste ou
participa, e as memdérias semanticas sao referentes a conhecimentos gerais. As
memorias implicitas, por outro lado, sdo adquiridas de maneira inconsciente e
englobam as memorias de procedimentos, de habilidades motoras e a informacéo
obtida a partir de aprendizados simples (ROSSATO et al., 2007).

A formacao desses dois tipos de memdéria depende de estruturas encefalicas
diferentes. As explicitas requerem a integridade de algumas estruturas do lobo
temporal medial, que compreende o hipocampo e o cortex entorrinal. As implicitas
envolvem estruturas como a amigdala, os ganglios da base e o cerebelo (SQUIRE et
al., 2007). ApGs aquisicao, a informacao € armazenada no sistema de memdéria de
curto prazo e para que perdure, deve ser consolidada, isto €, transferida para o
sistema de memdria estavel ou a longo prazo (SARA, 2000).

As memorias de curta duracdo persistem poucos minutos ou horas, nao
requerem sintese de mMRNA (&cido ribonucléico mensageiro) e proteinas (ALBERINI,
2006), as memorias de longa duracdo necessitam de sintese de RNAm (acido
ribonucléico mensageiro) de sintese de proteinas, e necessitam também da
participacédo de varias vias de sinalizacdo metabdlicas celulares vinculadas a esses
processos (ALBERINI, 2006). As memorias de curta e longa duragédo utilizam as
mesmas estruturas cerebrais para seu processamento, como hipocampo, cortex
entorrial e amigdala, mas envolvem mecanismos moleculares independentes (ABEL
e KANDEL, 1998).

O periodo em que ocorre a formacdo da memoria de longa duragéo, ou seja,
0 armazenamento das informacdes recém-adquiridas € chamado de consolidacao.

Biologicamente, o processo de consolidacao consiste em um conjunto de complexo,
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altamente regulado pelas reacfes bioquimicas interdependentes que ocorrem em
neurdnios de algumas regides cerebrais, levando a uma progressiva estabilizagéo
pos-aquisicdo das memorias de longa duracdo (DUDAI, 2004). As informacdes
recém-adquiridas dependem de um tempo para que passem pelo processo de
estabilizacdo e permanecam armazenadas. Durante o periodo de estabilizacdo, a
nova informagdo fica vulneravel, podendo ser apagada por diversos agentes
amneésicos, como por exemplo, proteinas e inibidores de sintese, indicando que
neste periodo o traco de memadria encontra-se no estado labil (MCGAUGH, 2000;
SQUIRE e KANDEL, 2003; LATAL et al., 2007).

Portanto, uma vez que o traco de memodria é considerado imune a
interferéncia e estavel, compreende-se que ele consolidou-se (MCGAUGH, 2000 e
DUDAI, 2004). O processo de consolidacdo necessita de uma nova sintese de
proteinas e de uma ativacdo de cascatas continua de eventos moleculares e
inUmeros sistemas de sinalizacdo, pois estes eventos sao fundamentais para que
ocorra a estabilizacdo das mudancas moleculares onde uma vez foram
desestabilizadas devido ao processo da aquisicdo de uma nova informacéao (DUDAI,
2004 e SWEATT, 2004), e este processo pode ser modulado por fatores endégenos
ou neuro hormorais em animais, como o nivel de estresse (MCGAUGH, 2006,
ROOZENDAL et al., 2010).

O sistema de consolidacdo possui um tempo limitado para que ocorra o
armazenamento da memoaria declarativa no hipocampo (ALVAREZ et al., 1995 e
BADDELEY et al., 2000). Por reagfes sucessivas na rede cortical hippocampal, sao
presumidas as novas memoérias, onde sdo gradualmente integradas com as
memorias preexistentes tornando-as independentes no hipocampo (MCCLELLAND
et al., 1995 e ANAGNOSTARAS et al., 2001).

O processo de consolidacdo era considerado um processo unidirecional, no
qual o traco mnemonico, uma vez consolidado, tornava-se permanente e resistente
a intervengdes, ndo podendo sofrer modificagbes (NADER, 2003), estudos, porém,
tem modificado este conceito (JUDGE e QUARTERMAIN, 1982). Estudos recentes
demonstram que memorias ja consolidadas tornam-se novamente labeis e
susceptiveis a interrupcbes quando evocadas, processo este conhecido como
reativacdo, recordagcdo, lembranca ou recuperacdo (NADER, 2003). Apés a
evocacao, memarias ja estabilizadas retornam ao seu estado vulneravel e precisam

passar por um novo processo de estabilizacdo, que depende da sintese protéica e
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de outros mecanismos moleculares, chamado de processo de reconsolidagao
(HUPBACH et al., 2007).

Os primeiros estudos relacionados com o processo de reconsolidacdo
propuseram que quando ocorria a reativacdo da memoria ja consolidada,
ocasionava a desestabilizacdo desta memoria, tornando-a labil e ocasionando novos
eventos celulares (PRZYBYSLAWSKI e SARA 1997; NADER et al., 2000), pois o
processo de reconsolidacdo ocasiona mudancas nos substratos moleculares,
inclusive a degradacdo de proteinas poés-sinapticas (LEE, 2008; JAROME et al.,
2011), sendo fundamental a sintese de novas proteinas (NADER et al., 2000; DUDAI
e EISENBERG, 2004; RUDY, 2008b; MONFILS et al., 2009), no qual este processo
permite a atualizacdo das memdrias ja consolidadas (MORRIS et al., 2006; LEE,
2010). Estudos indicam que alguns fatores de transcricio sédo ativados apenas
durante o processo de reconsolidagcdo da memoria (HALL et al., 2001; LEE et al.,
2004).

A reconsolidacdo pode fornecer uma janela de oportunidades para a
manutencdo e o fortalecimento do traco mnemonico evocado (NADER et al., 2000b).
Muitos tratamentos que bloqueiam a consolidacdo sdo capazes de prejudicar a
reconsolidacdo, o que levou a hipétese de que a reconsolidacdo envolve a
recapitulacédo dos acontecimentos moleculares que ocorrem durante a consolidagao
(SARA, 2000). Porém, mesmo com algumas semelhancas, a consolidacdo e
reconsolidacdo ndo sdo processos idénticos (ALBERINI, 2005).

Segundo TRONSON e TAYLOR (2007), muitas pesquisas para a
compreensao dos mecanismos de extin¢cdo e reconsolidacdo da memaria estdo se
intensificando nos ultimos anos, sendo importante a diferenciacdo entre esses dois
processos. A extincdo é definida como um processo de aprendizagem que produz
uma reducdo na frequéncia ou intensidade das respostas aprendidas a estimulos
condicionados pelas drogas (FRANKEN et al., 1999). Essa distincdo permite saber
quando um tratamento farmacologico pode estar afetando o trago de memoria
original ou novo trago de memoria original ou um novo traco paralelo ao produto de
extincdo. Diferentes abordagens comportamentais permitiram estabelecer a
importancia do tempo de reativacdo para determinados caminhos que vai seguir a
memoria (PEREZ-CUESTA e MALDONADO, 2009; SCHILLER e JOHANSEN,
2009).
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Reativacfes curtas ativam mecanismos de degradacdo protéica associados
com o processo chamado de “labilizacdo” que permitiria a memoria voltar para um
estado labil e suscetivel a modificagbes, precisando posteriormente de uma
estabilizacdo que seria a reconsolidacdo propriamente dita (BEVILAQUA et al.,
2008). No caso das reativacdes de longa duracdo, é gerado um processo de
extingdo que envolve um novo aprendizado que permite o estabelecimento de
circuitos inibitérios que tem por funcdo suprimir a atividade da memoria original
(IZQUIERDO et al., 2004). Contrario ao processo de extingdo, tratamentos que
visam inibir o processo de reconsolidacdo tem um efeito amnésico persistente
(DUVARCI e NADER, 2004), ou seja, a memoria nao sofre recuperacao espontanea
ou renovacao, resultado que permite concluir que a modificacdo foi sobre o traco de
memoria original. Alguns agentes podem ser utilizados no tratamento clinico com o
intuito de prejudicar o processo de reconsolidacdo, desde que sejam administrados
sistemicamente (MILTON et al., 2008b). O estudo de NADER et al., 2000, mostrou
uma reducdo drastica da memodria do medo em modelo animal, onde bloqueou a
sintese de proteina no momento do processo de reconsolida¢do do animal, injetando
a anisomicina na amigdala basolateral do rato.

Trabalhos do nosso laboratério utilizando uma droga psicomotora
(apomorfina) de acéo direta em receptores dopaminérgicas D1 e D2 em um modelo
experimental de dependéncia de drogas, mostraram que a apomorfina na dose de
2,0 mg/kg produziu tanto uma resposta locomotora condicionada quanto
sensibilizada (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a, b; DE MATOS et al., 2010;
DIAS et al., 2010,CARRERA et al., 2011; CARRERA et al., 2012; CARRERA et al.,
2013). Com o objetivo de verificar se o tratamento de reconsolidacdo seria capaz de
atenuar ou abolir a expressdo da sensibilizacdo comportamental e do
condicionamento, nosso grupo de pesquisa realizou uma série de experimentos nos
quais utilizou a apomorfina nas doses de 0,05 e 2,0 mg/kg como tratamento de
reconsolidacdo. A apomorfina em doses baixas (<0,1 mg/kg) atua preferencialmente
nos auto-receptores D2, produzindo uma diminuicdo da atividade locomotora, nao
produzindo o desenvolvimento de uma resposta condicionada e nem sensibilizacao
comportamental (BRAGA et al., 2009a). Os resultados mostraram que o tratamento
de reconsolidagédo com apomorfina 2,0 mg/kg exacerbou a sensibilizagdo locomotora
e ndo blogueou o condicionamento. Ja o tratamento de reconsolidacdo com

apomorfina na dose de 0,05 mg/kg aboliu a sensibilizacdo e o condicionamento.
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Esses resultados sugerem que a ativagdo dos sistemas dopaminérgicos pela dose
elevada de apomorfina reforcou a associacdo droga-ambiente ao passo que a
inibicdo da atividade da dopamina pela dose baixa (dose de auto-receptor) eliminou
essa associacdo (CARRERA et al., 2011, CARRERA et al., 2012, CARRERA et al.,
2013). Recentemente o trabalho desenvolvido em nosso laboratério por BASTOS e
colaboradores (2013) mostrou que o tratamento de reconsolidacdo da memdéria, mas
nado o tratamento com um protocolo de contracondicionamento, foi eficaz para
atenuar a expressdo do condicionamento e da sensibilizacdo. Esses resultados
apontam para o tratamento de reconsolidacdo da meméria como um possivel
paradigma, para modificar a sensibilizagdo e o condicionamento produzidos por
substancia psicoestimulantes (BASTOS et al., 2013).

2.6 CONTRACONDICIONAMENTO

E um tipo de terapia com base nos principios do condicionamento classico
que tenta substituir respostas emocionais ruins ou desagradaveis provocadas por
um estimulo, por respostas positivas (BAEYENS et al.,1992; JANOV, 2013). Em
outras palavras, o contracondicionamento consiste em condicionar uma resposta
contraria, aquela apresentada inicialmente, por exemplo, se um determinado
estimulo inicialmente promove uma resposta de ansiedade, o protocolo de
contracondicionamento consiste em associar esse estimulo que promove a
ansiedade a um outro estimulo que vai produzir o relaxamento (MOREIRA e
MEDEIROS, 2007). Esta substituicdo do estimulo produzird uma nova associacao e
consequentemente, serd gerada uma nova aprendizagem (BOUTON, 2004).
Diferente do contracondicionamento, 0 processo de extingdo ocorre apds a remocgao
do estimulo incondicionado, que reforcava a aprendizagem no ambiente
condicionado (FRANKEN et al., 1999) de modo que a extingdo pode ser definida
pela perda da resposta ao estimulo condicionado que ocorre em consequéncia da
exposicdo ao estimulo condicionado sozinho (BOUTON, 2004).

Um estudo de RAES e RAEDT (2012) realizado com setenta estudantes
escolhidos de forma aleatéria demonstrou a eficacia do contracondicionamento em

relacdo ao processo de extincdo. Neste estudo, todos os estudantes, dos quais doze
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eram homens, passaram por etapas de habituacdo, onde receberam estimulos
condicionados, sendo mostradas imagens de rostos humanos sem ruido. Na fase de
condicionamento os participantes foram informados de que uma das duas faces que
tinham sido mostradas durante a fase anterior, a partir de agora poderia ser seguida
por um ruido (estimulo incondicionado), enquanto que a outra face nunca seria
seguida de ruido. Na fase de pés-condicionamento, os estudantes ndo receberam
nenhuma informacéo quanto a presenca de ruidos. Foram divididos em trés grupos,
dos quais o primeiro que recebeu o tratamento de extingdo apenas viu as fotos sem
ouvir nenhum ruido, o segundo grupo recebeu um estimulo de contracondicionado
positivo, pois a imagem do rosto humano vinha seguida de um som de risadas de
bebé, o terceiro grupo recebeu um estimulo contracondicionado negativo, ouvindo
um ruido neutro logo apds visualizar a imagem do rosto humano. Os resultados
mostraram que o contracondicionamento (ambos os estimulos neutros e positivos),
em contraste com a extingcdo, reduziu com éxito as respostas avaliativas, os dados
sugerem que os procedimentos de contracondicionamento podem ser promissores
na diminuicdo da aprendizagem no contexto de condicionamento de medo.

Dados do experimento realizado por GUCHT et al., (2010) sugerem que 0
contracondicionamento foi eficaz no tratamento da prevengdo da recaida. Foi
apresentada uma dica associada ao consumo de chocolate, o processo de extingao
se deu apresentando apenas a dica sem o consumo de chocolate e o processo de
contracondicionamento foi realizado oferecendo a dica, associada a um liquido de
sabor muito desagradavel. O contracondicionamento demonstrou ser eficaz na
interrupcdo do desejo de consumir chocolate e estes efeitos perduraram por uma
semana.

O contracondicionamento é um método eficaz, utilizado para eliminar
respostas condicionadas indesejaveis (BRENDAN et al., 2012; SCHWECKENDIEK
et al., 2013) como fobias de aranhas (JONG et al., 2000) e o0 medo de cées a
tempestades, objetos e barulhos como os de fogos de artificio (LEVINE et al., 2011),
e é promissor para o tratamento de desejos incontrolaveis, como os relacionados ao
uso de drogas (DE MATOS et al., 2011). O trabalho de DE MATOS et al., 2011,
estudou o efeito de um protocolo de contracondicionamento sobre a expresséo de
uma resposta locomotora previamente condicionada e sensibilizada por apomorfina
2,0 mg/kg. No protocolo de contracondicionamento, em uma primeira etapa, fase de

inducdo, os animais receberam apomorfina 2,0 mg/kg por 5 dias seguidos. Apés,
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passaram por um teste de condicionamento e sensibilizacdo. Os resultados
mostraram que a dose de 2,0 mg/kg produziu ativacdo locomotora e expresséo dos
processos de condicionamento e sensibilizacdo locomotora. Em uma fase posterior,
fase reversa, 0s animais passaram a receber apomorfina 0,05 mg/kg. Os resultados
demonstraram que a ativagdo locomotora produzida pela dose de 2,0 mg/kg de
apomorfina durante a fase de induc¢ao foi substituida pela inibicdo locomotora gerada
pela dose de 0,05 mg/kg de apomorfina na fase reversa. Ademais, o procedimento
de contracondicionamento foi capaz de bloquear a expressdo da resposta
condicionada, mas a locomocdo sensibilizada por apomorfina 2,0 mg/kg foi

insensivel a essa manipulagao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se o tratamento com apomorfina na dose de 0,05 mg/kg
(autorreceptor) utilizada no protocolo de contracondicionamento e no tratamento de
reconsolidacdo da memoria produziria a inibicdo/atenuamento de uma resposta

locomotora condicionada e sensibilizada produzida por apomorfina 2,0 mg/kg.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar se a administragdo da apomorfina na dose de 2,0 mg/kg produziria

uma resposta condicionada e sensibilizada.

b) Verificar se a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg administrada 15 minutos
antes da exposicdo a arena experimental produziria a inibicdo/atenuamento
de uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada (protocolo de

contracondicionamento).

c) Verificar se a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg administrada imediatamente
antes da exposicdo a arena experimental produziria a inibicado/atenuamento
de uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada (protocolo de

contracondicionamento).

d) Verificar se a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg administrada imediatamente
apos a exposicdo dos animais a arena experimental produziria a
inibicdo/atenuamento de uma resposta locomotora condicionada e

sensibilizada (tratamento de reconsolidagdo da memoria).
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e) Verificar se a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg administrada 15 minutos
apos a exposicdo dos animais a arena experimental produziria a
inibicdo/atenuamento de uma resposta locomotora condicionada e

sensibilizada (tratamento de reconsolidacdo da memoria).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SUJEITOS

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar, pesando entre 200-250g,
provenientes do Biotério Central da UENF, Campos dos Goitacazes, RJ. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais de plastico com acesso livre & agua e a racéo
padronizada de laboratério. As gaiolas ficaram em uma sala do setor de armacologia
do Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal (LMPA), com umidade e
temperatura controladas (22 £ 2.0 C) e com ciclo de luz claro e escuro de 12 em 12
horas (luz das 7 as 19 horas). O experimento foi conduzido na fase clara, no horéario
entre 9:00 e 14:00 horas. Os animais foram manipulados individualmente por um
anico individuo por 5 minutos diarios durante 7 dias antes do inicio do procedimento

experimental.

4.2 AMBIENTE EXPERIMENTAL

O presente experimento foi desenvolvido em trés salas experimentais
(3 x 2m) contendo iluminagéao vermelha, temperatura controlada (22 £ 2.0 C) e 0 som
de um ventilador em cada sala como ruido de fundo. Cada sala continha uma arena
guadrada medindo 60 x 60 x 45 cm, com paredes e assoalhos pintados na cor preta.
Para o registro do comportamento locomotor, foram utilizadas cameras que estavam
posicionadas a 60 cm de altura acima da arena. As cameras estavam acopladas a

um computador PC compativel, contendo o sistema de analise de imagens
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EthoVision (Noldus) que estava localizado fora das salas de experimento, a qual
quantificava a atividade locomotora em distancia percorrida (m).

4.3 FARMACO

A apomorfina-Hcl (Sigma, ST. Louis, Mo, USA) foi utilizada nas doses de 0.05
mg/Kg e 2,0 mg/kg dissolvida numa solucdo 0,1% m/v de &cido ascorbico e foi
administrada por via subcutanea (volume de administracdo: 1 ml/kg). A solucéao de

acido ascorbico 0,1% m/v foi utilizada como veiculo.

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos segundo o protocolo experimental
utilizado por CARRERA e colaboradores (2013) com algumas modificacdes. A tabela

1 mostra o procedimento experimental geral.

Tabela 1: Procedimento Experimental Geral.

Habituagao Tratamento Retirada Teste de Re- Contracondicionamento Teste de Teste de
Farmacologico de Condicionamente | indugio ! Condicionamento | Sensibilizagdo
Droga 1 Reconsolidagio 2
1-3dia 4 -8 dia 9-10 dia 11* dia 12° dia 13* dia 14* dia 15° dia
Salina APC-Z WEI APC-2 APC-0,05 mgdkg WEI APC-Z0 mgdkg
WEI VEI YEI WEI
Arena: 30 Arena: 30 min. Arena: 5 min. Arena: Arena: 3 min. Arena: 5 min. Arena: 30 min.
min 30 min

APO-2=apomorfina 2,0 madkg, WEI=veiculo;, APO-0,05=apomaorfina 0,05ma/kg.



42

O protocolo experimental foi constituido das seguintes fases:

4.4.1 Fase de Habituacéo (1° - 3°dia)

O objetivo dessa fase foi habituar os animais ao ambiente experimental e aos
procedimentos de aplicacdo de injecdo. Os animais foram administrados com salina
e imediatamente foram colocados na arena experimental por 30 minutos, sendo a

atividade locomotora registrada. Essa fase teve a duracao de 3 dias consecutivos.

4.4.2 - Tratamento Farmacoldgico (4° - 82 dia)

Os animais receberam seus respectivos tratamentos farmacolégicos e
imediatamente ap6s o tratamento foram colocados na arena experimental por 30
minutos, sendo entdo registrada a atividade locomotora. Essa fase teve uma
duracéo de 5 dias consecutivos e 0s animais foram divididos nos seguintes grupos

experimentais:

e Apomorfina (n=48): os ratos foram administrados com apomorfina.

e Veiculo (n=72): os ratos receberam veiculo da apomorfina.

4.4.3 - Fase de Retirada (9° - 10° dia)

Terminada a fase farmacoldgica, todos os animais foram submetidos a um
periodo de retirada de drogas de dois dias consecutivos, durante 0s quais 0S
animais permaneceram em suas caixas-viveiro, sem receber tratamento
farmacoldgico ou manipulagdo comportamental. Esse periodo permitiu a dissipacéo

dos efeitos dos tratamentos farmacoldogicos.
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4.4.4 - Teste de Condicionamento 1 (11°dia)

Os animais receberam veiculo da apomorfina e imediatamente foram
colocados nas arenas experimentais para o registro de sua atividade locomotora

durante 5 minutos.

4.4.5 - Re-inducdo (12° dia)

Nesta fase 0s animais receberam novamente seus respectivos tratamentos
farmacoldgicos e foram colocados imediatamente na arena experimental por 30

minutos.

4.4.6 — Tratamento de contracondicionamento e Tratamento de reconsolidacao
da Meméria (13° dia)

A partir dessa etapa, 0s grupos veiculo e apomorfina foram divididos e
receberam os seguintes tratamentos: a) Contracondicionamento, no qual os animais
receberam os tratamentos farmacologicos e foram colocados imediatamente
(experimento 1) ou 15 minutos apdés a administracdo (experimento 2) na arena
experimental e, b) Reconsolidagdo da memoria, no qual os animais receberam os
tratamentos farmacoldgicos imediatamente (experimento 3) ou 15 minutos

(experimento 4), apds a exposicdo a arena experimental.
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4.4.7 - Teste de Condicionamento 2 (14° dia)

Os animais receberam veiculo da apomorfina e foram imediatamente
colocados na arena experimental, para o registro de sua atividade locomotora

durante 5 minutos.

4.4.8 - Teste de Sensibilizagcao (15° dia)

No teste de sensibilizacdo comportamental todos 0s grupos experimentais

receberam apomorfina 2,0 mg/kg, exceto o grupo veiculo que recebeu veiculo.

4.5 - EXPERIMENTO 1: EFEITOS DO TRATAMENTO DE
CONTRACONDICIONAMENTO COM APOMORFINA 0,05 mg/kg IMEDIATAMENTE
ANTES DA EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA
LOCOMOTORA CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

Utilizou-se o protocolo experimental descrito no item 3.4. A Fig. 4 mostra o

“timeline” do experimento 1.

Experimento 1

DIAS 4.2.3| 4-5-6 7-3’ 9-10 11 ‘ 12 13 14 ’ 15 |
‘e P A
A £ e . | g 8 %
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\9@ OJ) % 00 Oo ’)é
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,'>G
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FIG. 4: “Timeline” do experimento 1.
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Na etapa de contracondicionamento, os animais foram divididos e a
designacao dos grupos obedeceu a seguinte ordem: tratamento recebido durante a
fase de inducgédo + o tratamento de contracondicionamento. Assim, 0s grupos foram

0S seguintes:

e VEI+VEI-I-Pré (n=12): Os animais receberam veiculo (VEI) e foram colocados
imeditamente (1) na arena (Pré);

e VEI+APO-0,05-I1-Pré (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg (APO-
0,05) e foram colocados imeditamente (I) na arena (Pré);

e APO-2,0+VEI-I-Pré (n=6): Os animais receberam veiculo (VEI) e foram colocados
imeditamente (I) na arena (Pré);

e APO-2,0+AP0O-0,05-1-Pré (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg

(APO-0,05) e foram colocados imeditamente (I) na arena (Pré).

No teste de sensibilizagdo, todos os animais receberam apomorfina 2,0
mg/kg, exceto o grupo VEI+VEI que foi subdivido, sendo que um subgrupo recebeu
veiculo e o outro recebeu apomorfina 2,0 mg/kg. Assim, a denominacéo final dos
grupos obedeceu a seguinte ordem: tratamento da fase de inducéo + tratamento de
contracondicionamento + tratamento no teste de sensibilizacdo. Os grupos finais

foram os seguintes:

e VEI+VEI-I-Pré+VEI (n=6)

e VEI+VEI-I-Pré+AP0O-2,0 (n=6)

e VEI+APO-0,05-1-Pré+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+VEI-I-Pré+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+AP0O-0,05-1-Pré+APO-2,0 (n=6)

A tabela 2 mostra os grupos finais do experimento 1.
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Tabela 2: Grupos e tratamentos do experimento 1.

Gl TF | TC | REd CONTRA TC| TS Grupos Finais
Pre Pos
1 Arena Arena | 2
VEI (n=18) | VEI |VEI| VEI -\-:——wEl VEI 1VEl | VEl | VEI+VEI-I-Pré+VEl (n=6)
VEI VEl 1 vE| | APQ-2 | VEI+VEI-I-Pré+APQ-2,0 (n=6)

AP0-0,05 | VE! |VEI | APO-2 | VEI+APO-0,05-1-Pré+APO-2,0 (n=6)

APO (n=12) | APO-2 | VEI | APO-2 5> VEI
AP0-005 | VE! |VEI | APO-2 | APO-2,0+VEI-I-Pré+APO-2,0 (n=6)
VEl | VEI | APO-2 | APO-2,0+AP0-0,05-1-Pré+APO-2,0 (n=6)

Gl=grupos iniciais; TF=tratamento farmacologico; TC1=teste de condicionamenta 1; RE-I=
re-indugano; CONTRA=tratamento de contracondicionamento; TCZ=teste de
condicionamento 2 TS= teste de sensibilizagao, APO-Z=apomaorfing 2.0 mofkg, APC-
0.05=apomarfina 0,05 moikg, YVEI=veicula; FPre=imediatamente antes da arena.

4.6 - EXPERIMENTO 2: EFEITOS DO TRATAMENTO DE
CONTRACONDICIONAMENTO COM APOMORFINA 0,05 mg/kg, ADMINISTRADA
15 MINUTOS ANTES DA EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA
RESPOSTA LOCOMOTORA CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

Utilizou-se o protocolo experimental descrito no item 3.4. A Fig. 5 mostra o

“timeline” do experimento 2.

Experimento 2

DIAS  1.2-3|4-5-6-7-8| 9-10 | 11 | 12 | 13 | 14 ‘ 15 |
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FIG. 5: “Timeline” do experimento 2.
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Na etapa de contracondicionamento, os animais foram divididos e a
designacgao dos grupos obedece a ordem dos tratamentos recebidos durante a fase
de inducédo + o tratamento de contracondicionamento. Assim, 0s grupos foram os

seguintes:

e VEI+VEI-15-Pré (n=12): Os animais receberam veiculo (VEI) e ap6s 15 minutos
(15’) foram colocados na arena (Pré);

e VEI+APO-0,05-15’-Pré (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg
(APO-0,05) e ap6s 15 minutos (15’) foram colocados na arena (Pré);

e APO-2,0+VEI-15-Pré (n=6): Os animais receberam veiculo (VEI) e apés 15
minutos (15’) foram colocados na arena (Pré);

e APO-2,0+AP0-0,05-15-Pré (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg

(APO-0,05) e ap6s 15 minutos (15’) foram colocados na arena (Pré).

No teste de sensibilizacdo, todos os animais receberam apomorfina 2,0
mg/kg, exceto o grupo VEI+VEI que foi subdivido, sendo que um subgrupo recebeu
veiculo e o outro recebeu apomorfina 2,0 mg/kg. Assim, a denominacao final dos
grupos obedece a seguinte ordem: tratamento da fase de indugéo + tratamento de
contracondicionamento + tratamento no teste de sensibilizacdo. Os grupos finais

foram os seguintes:

e VEI+VEI-15-Pré+VEI (n=6)

e VEI+VEI-15-Pré+APO-2,0 (n=6)

e VEI+APO-0,05-15-Pré+AP0O-2,0 (n=6)

e APO-2,0+VEI-15-Pré+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+AP0O-0,05-15’-Pré+AP0O-2,0 (n=6)

A tabela 3 mostra os grupos do experimento 2.



Tabela 3: Grupos e tratamentos do experimento 2.

48

IN TF TC | REd CONTRA TC T8 Grupos Finais
Pré Arena | Pos
1 Arena | 2

VEI VEI | VEI | VEI VEI-15' vEl | VEI VEI VEI+VEI-Pré-15'+VE! (n=6)

(n=18) VEI-15' VEI | VEI | APO-2 VEI+VEI-Pré-15"+AP0O-2.0 (n=6)
APQ-0,05-15' | vEI | VEI | APO-2 VEI+APO-005-Pré-15'+AP0O-2.0 (n=6)

APOQ | APO-2 | VEI APO-EC:;* VEI-15' VEI | VEI | APQO-2 APO-2 0+VEI-Pré-15+AP0O-2,0 (n=6)
(n=12) APO-0,05-15' | VEl | VEI | APO-2 | APO-20+AP0-0,05-Pré-15'+APO-2,0 (n=6)

IM=grupos iniciais;, TF=tratamento farmacologico; TC1=teste de condicionamento 1, RE-I=
contracondicionamenta, TC2=teste de
condicionamento 2; TS= teste de sensibilizacao; APO-2=apomorfina 2.0 mgikg, APC-0.05-
18'=apomaorfina 0,05 mofky administrada 15 minutos antes da arena; VEL15'=veiculo
administrado 12 minutos antes da arena.

re-inducac;

COMTRA=tratamento

de

4.7 - EXPERIMENTO 3: EFEITOS DO TRATAMENTO DE RECONSOLIDACAO DA
MEMORIA COM APOMORFINA 0,05 mg/kg ADMINISTRADA IMEDIATAMENTE
APOS A EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA
LOCOMOTORA CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

Utilizou-se o protocolo experimental descrito no item 3.4. A Fig. 6 mostra o

“timeline” do experimento 3.

Experimento 3
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Fig. 6: “Timeline” do experimento 3.
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Na etapa de reconsolidagdo, os animais foram divididos e a designacao dos
grupos obedeceu a ordem dos tratamentos recebidos durante a fase de indugéo + o
tratamento de reconsolidacdo. Para essa fase, os animais receberam veiculo e
foram imediatamente colocados na arena por 5 minutos (teste de reativacao).
Imediatamente (l) apos o final do teste (PG4s), os animais receberam o tratamento de
reconsolidacdo. Os grupos foram os seguintes:

e VEI+VEI-I-P6s (n=12): Os animais receberam veiculo (VEI) como tratamento de
reconsolidacao;

e VEI+APO-0,05-1-Pds (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg (APO-
0,05) como tratamento de reconsolidacao;

e APO-2,0+VEI-I-Pés (n=6): Os animais receberam veiculo (VEI) como tratamento
de reconsolidacéo;

e APO-2,0+AP0O-0,05-1-Pés (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg

(APO-0,05) como tratamento de reconsolidacao.

No teste de sensibilizagdo, todos os animais receberam apomorfina 2,0
mg/kg, exceto o grupo VEI+VEI que foi subdivido, sendo que um subgrupo recebeu
veiculo e o outro recebeu apomorfina 2,0 mg/kg. Assim, a denominacao final dos
grupos obedece a seguinte ordem: tratamento da fase de indugéo + tratamento de
reconsolidacao + tratamento no teste de sensibilizacdo. Os grupos finais foram os

seguintes:

e VEI+VEI-I-P6s+VEI (n=6)

e VEI+VEI-I-P4s+APO-2,0 (n=6)

e VEI+APO-0,05--P6s+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+VEI-I-P6s+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+AP0-0,05-1-P6s+APO-2,0 (n=6)

A tabela 4 mostra os grupos do experimento 3.
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Tabela 4: Grupos e tratamentos do experimento 3.

IN TF TC | REA RECON. TC TS Grupos Finais
Pré Pos
1 Arena Arena 2

VEI VEI | VEI| VEl<=E——» VEI VEI | VEl | VE+VEI-Pés+VEI (n=6)
(n=18) \VEI\_L_"’ VEI VEI | APO-2 | VEM+VEI-Pos+APO-2,0 (n=6)
VEI | AP0-005 | VEI| APO-2 | VEI+APO-0,05-Pés+APO-2,0(n=6)

APO | APO-2 | VEI | APO-25—=XEt——" VEI VEI | APO-2 | APO-204VEI-Pés+APO-2,0 (n=6)
(n=12) VEI ™ APO-005 | VElI| APO-2 | APO-20+APQ-0,05-P4s+APO-2,0 (n=6)

IN=grupos iniciais; TF=tratamento farmacologico; TC1=teste de condicionamento 1, RE-I=
re-indugao, RECOMN=tratamento de reconsolidagdo da memaria;, TCZ=teste de
condicionamento 2, TS= teste de sensihilizaggo;, APO-2=apomarfina 2,0 mogfkg, APO-0,05-
Pas=apomaorfina 0,05 moikg administrada imediatamente apos a exposigan a arena;, VEI-
Pos'=veiculo administrado imediatamente apds a exposicao a arena.

4.8 - EXPERIMENTO 4: EFEITOS DO TRATAMENTO DE RECONSOLIDACAO DA
MEMORIA COM APOMORFINA 0,05 mg/kg 15 MINUTOS APOS A EXPOSICAO A
ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA LOCOMOTORA
CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

Utilizou-se o protocolo experimental descrito no item 3.4. A Fig. 7 mostra o

“timeline” do experimento 4.

Experimento 4
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Fig. 7: “Timeline” do experimento 4.
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Na etapa de reconsolidacéo, os animais foram divididos e a designacao dos
grupos obedeceu a ordem dos tratamentos recebidos durante a fase de inducéo + o
tratamento de reconsolidacdo. Para essa fase, os animais receberam veiculo e
foram imediatamente colocados na arena por 5 minutos (teste de reativagéo).
Quinze minutos (15’) apés o final do teste (Pds), os animais receberam o tratamento

de reconsolidacdo. Os grupos foram os seguintes:

e VEI+VEI-15-Pos (n=12): Os animais receberam veiculo (VEI) como tratamento de
reconsolidacao;

e VEI+APO-0,05-15’-P6s (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg
(APO-0,05) como tratamento de reconsolidacéo;

e APO-2,0+VEI-15’-Pés (n=6): Os animais receberam veiculo (VEI) como tratamento
de reconsolidacéo;

e APO-2,0+AP0-0,05-15-Pds (n=6): Os animais receberam apomorfina 0,05 mg/kg
(APO-0,05) como tratamento de reconsolidacéo.

No teste de sensibilizagdo, todos os animais receberam apomorfina 2,0
mg/kg, exceto o grupo VEI+VEI que foi subdivido, sendo que um subgrupo recebeu
veiculo e o outro recebeu apomorfina 2,0 mg/kg. Assim, a denominacéo final dos
grupos obedece a seguinte ordem: tratamento da fase de indugéo + tratamento de
reconsolidagdo + tratamento no teste de sensibilizagdo. Os grupos finais foram os
seguintes:

e VEI+VEI-15-P6s+VEI (n=6)

e VEI+VEI-15-P0s+APO-2,0 (n=6)

e VEI+APO-0,05-15’-P0s+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+VEI-15’-P6s+APO-2,0 (n=6)

e APO-2,0+AP0O-0,05-15’-P6s+APO-2,0 (n=6)

A tabela 5 mostra os grupos do experimento 4.
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Tabela5: Grupos e tratamentos do experimento 4.

IN TF | TC | RE4 RECON C TS Grupos Finais
Pré Pos
1 Arena Arena 2
VEI VEI | VEI | VEI VEI-15' VEI| VEI | VEHVEI15POS+VEI (n=6)
(n=18) VE-15 | VEI| APO-2 | VEMVEI-15POS+APO-2,0(n=6)

VEI [“APQ-0,05-15' | VEI | APO-2 | VEI+APQ-0,05-15'POS+APQ-2,0(n=6)

APQ | APO-2 | VEI | APO-2 VEI-15 VEI | APO-2 | APQ-2 04VEI-15'POS+APO-2,0 (n=6)
(n=12) VEI™ APO-0,05-15° | VEI| APO-2 | APQO-2 0+4APQ-0,05-19POS+APO-2,0(n=6)

IN=grupos iniciais; TF=tratamento farmacologica;, TC1=teste de condicionamenta 1, RE-I=
re-indugao, RECOMN=tratamento de reconsolidagao da memoaria;, TC2=teste de
condicionamento 2, TS= teste de sensibilizagao; APO-2=apomarfina 2,0 mgfkg, APC-0,05-
Pas=apomorfina 0,058 mg'kq administrada imediatamente apds a exposicéo a arena; YEI-
Pas'=veiculo administrado imediatamente apds a exposicdo 3 arena.

4.9 - ANALISE COMPORTAMENTAL

A atividade locomotora foi quantificada em termos de distdncia em metros
percorrida pelo animal, avaliada por meio do sistema de analise comportamental
EthoVision (Noldus).
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Figura 8: EthoVision quantificando a distdncia em metros percorrido pelo animal (amarelo).

4.10 - ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados da fase de habituacdo, do teste de condicionamento, do
contracondicionamento, da reconsolidacdo e do teste de sensibilizacdo foram
analisados utilizando a Andlise de Variancia (ANOVA) de um fator. Para a analise da
fase de tratamento farmacologico (fase de inducdo), utilizou-se a Analise de
Variancia (ANOVA) de dois fatores, sendo os dias de administracdo usados como
componentes dentro do grupo, enquanto 0s grupos experimentais utilizados como
componentes entre 0s grupos. Nas analises onde se obteve valores de F de acordo
com o0s critérios estatisticos de p<0,05, as possiveis diferencas entre 0s grupos

foram testadas através do teste de comparacdes multiplas de Duncan.
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5 - RESULTADOS

5.1 - FASE DE HABITUACAO

Antes do inicio dos experimentos todos 0s animais passaram por um
procedimento de habituacdo na arena durante trés dias consecutivos. A figura 9
mostra a atividade locomotora dos animais neste periodo. A Andlise de Variancia
(ANOVA) de um fator (dias) mostrou que houve efeito dos dias [F (2,359) =10,46;
p<0,01] e o teste de comparac¢des multiplas de Duncan mostrou que no primeiro dia
de habituagao a atividade locomotora foi maior do que nos demais dias (p<0,05); no
segundo dia de habituacdo a locomocéao foi maior que o terceiro dia (p<0,05). Esses
resultados mostraram que a atividade locomotora diminuiu com a repeticao do teste,
mostrando que houve o desenvolvimento do processo de habituacdo a um ambiente
novo (CERBONE; SADILE, 1994).
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Figura 9: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) da locomog¢é&o no periodo de habituacao.
*Indica locomocao maior do que nos demais dias. (p<0,05; ANOVA de um fator, seguida do

teste de Duncan).
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5.2 - EXPERIMENTO 1: EFEITOS DO TRATAMENTO DE
CONTRACONDICIONAMENTO COM APOMORFINA 0,05 mg/kg IMEDIATAMENTE
ANTES DA EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA
LOCOMOTORA CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

A figura 10 mostra os resultados do tratamento farmacolégico, no qual
animais receberam veiculo ou apomorfina (2,0 mg/kg) durante 5 dias consecutivos.
A andlise de variancia (ANOVA) por medidas repetidas mostrou interacdo grupo X
dias [F (16, 100) = 12,80; p<0,01], efeito dos grupos [F (4, 25) = 17,80; p<0,01) e um
efeito dos dias de tratamento [F (4, 100) = 31,80, p<0,01]. A ANOVA de um fator
seguido pelo teste de comparacbes multiplas de Duncan mostrou que do 1° ao 5°
dia, os grupos que receberam apomorfina apresentaram atividade locomotora (APO-
2,0+AP0O-0,05-I-PRE+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-I-PRE+APO-2,0) mais elevada do
gque 0s outros grupos (p<0,05). Pertinente com o desenvolvimento da sensibilizagao
locomotora, uma analise (ANOVA de um fator seguido pelo teste de Duncan) foi feita
para os grupos que receberam uma administracdo com apomorfina no decorrer dos
dias mostrou uma maior atividade locomotora nos dias 4 e 5 comparando com 0s
dias 1 e 2 (p<0,05).
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EXPERIMENTO 1 - Tratamento de contracondicionamento
imediatamente antes da arena

Fase de Indugao

—O— VEI+VEI-I-PRE+VEI

—A— VEI+VEI-I-PRE+APO-2.0

—v— VEI+APO-0.05-I-PRE+APO-2.0
—i— APO-2.0+VEI-I-PRE+APO-2.0
—— APO-2.0+AP0O-0.05-I-PRE+APO-2.0

#
300 - *
#
*
250 A
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E 200 -
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FIGURA 10: Média e Erro Padrdao da Média (E.P.M) do efeito da apomorfina e veiculo na
atividade locomotora de ratos. * Indica maior locomoc¢&do no mesmo dia experimental. #
Indica maior locomogédo para o grupo APO-2,0 quando comparado ao 1° e 2° dia

experimental (ANOVA seguida do teste de Duncan).



57

A figura 11 apresenta a atividade locomotora durante o teste de
condicionamento 1 (A), re-inducdo (B), tratamento de contracondicionamento (C),
teste de condicionamento 2 (D) e teste de sensibilizacdo (E). Para o teste de
condicionamento 1 (Fig. 11A), a ANOVA de um fator mostrou que houve efeito dos
grupos [F (4, 25) = 8,9, p<0,01] e o teste de comparacbes multipla de Duncan
mostrou que os grupos apomorfina (APO-2,0 + APO-0,05-I-PRE + APO-2,0 e APO-
2,0+VEI-l PRE+APO-2,0) apresentaram atividade locomotora mais elevada do que
0S outros grupos (p<0,05). Para a re-inducéo (Fig. 11B), a ANOVA de um fator
mostrou que houve uma diferenca entre os grupos experimentais [F (4, 25) = 19,54,
p<0,01] e o teste de Duncan mostrou que 0s grupos que receberam apomorfina
apresentaram atividade locomotora maior do que todos os outros grupos (p<0,05).
Para o tratamento de contratacondicionamento (Fig. 11C), a ANOVA de um fator
mostrou que houve diferenca entre os grupos experimentais [F (4, 25) = 13,0,
p<0,01] e o teste de Duncan mostrou que o grupo APO-2,0+VEI-I-PRE+APO 2,0
apresentou atividade locomotora superior a todos os grupos (p <0,05). Os resultados
também mostraram que o0s grupos APO-2,0+AP0-0,05-I-PRE+APO 2,0 e VEI+APO-
0,05-1-PRE+APO-2,0 apresentaram atividade locomotora baixa, quando comparados
aos outros grupos (p <0,05). Para o Teste de Condicionamento 2 (Fig. 11D), a
ANOVA de um fator mostrou que houve diferencas entre os grupos [F (4, 25) = 4,34,
p <0,01], e o teste de Duncan mostrou que o grupo APO-2,0+VEI-I-PRE+APO-2,0
apresentou atividade locomotora semelhante comparado aos outros grupos
(p<0,05). Para o teste de sensibilizacao (Fig. 11E), a ANOVA de um fator mostrou
gue houve efeito dos grupos [F (4, 25) = 27,93, p<0,01] e o teste comparacoes
multiplas Duncan mostrou que os grupos de apomorfina (APO-2,0+AP0-0,05-| PRE
+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-I-PRE+APO-2,0) apresentaram locomo¢do maior do que

0s outros grupos (p<0,05).
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Figura 11: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) durante o teste de condicionamento 1
(A), re-inducéo (B), tratamento de contracondicionamento (C), teste de condicionamento 2
(D) e teste de sensibilizagdo (E). * Indica atividade locomotora maior do que os demais
grupos. + Indica atividade locomotora menor do que os demais grupos (ANOVA seguida
pelo teste de Duncan).
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5.3 - EXPERIMENTO 2: EFEITOS DO TRATAMENTO DE
CONTRACONDICIONAMENTO COM APOMORFINA 0,05 mg/kg ADMINISTRADA
15 MINUTOS ANTES DA EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA
RESPOSTA LOCOMOTORA CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

A figura 12 mostra os resultados durante a fase de inducdo. A ANOVA por
medidas repetidas mostrou interacdo grupo X dias [F (16, 100) = 9.65; p<0.01],
efeito dos grupos [F (4, 25) = 40.80; p<0.01) e efeito dos dias de tratamento [F (4,
100) = 24.06; p<0.01]. A ANOVA de um fator seguido pelo teste de Duncan mostrou
que do 1° dia ao 5° dia os grupos apomorfinas (APO-2,0+AP0-0,05-15-PRE+APO-
2,0 e APO-2,0+VEI-15-PRE+APO-2,0) apresentaram uma atividade locomotora
elevada do que os outros grupos (p<0,05). Os resultados também mostram que a
locomocéo foi maior nos dias 4 e 5 (p<0,05) do que os dias 1 e 2, para 0S grupos

que receberam apomorfina (p<0,05).
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EXPERIMENT 2 - Tratamento de contracondicionamento
15 minutos antes da arena

Fase de Inducgao

—O— VEH+VEH-15-PRE+VEH

—A— VEH+VEH-15-PRE+APO-2.0

—v— VEH+APO-0.05-15-PRE+APO-2.0
—&— APO-2.0+VEH-15-PRE+APO-2.0
—8— APO-2.0+APO0O-0.05-15-PRE+APO-2.0
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Figura 12: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M) do efeito da apomorfina e veiculo na
atividade locomotora de ratos durante a fase de indugdo. * Indica maior locomogdo no
mesmo dia experimental. # Indica maior locomocdo para o grupo APO-2,0 quando

comparado ao 1° e 2° dia experimental (ANOVA seguida do teste de Duncan).
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A figura 13 apresenta a atividade locomotora durante o teste de
condicionamento 1 (A), re-inducdo (B), tratamento de contracondicionamento (C),
teste de condicionamento 2 (D) e teste de sensibilizacdo (E). Para o teste de
condicionamento 1 (Fig. 13A), a ANOVA de um fator mostrou que houve efeito de
grupos [F (4, 25) = 16,83; p<0,01], e o teste de comparacbes multiplas de Duncan,
mostrou que os grupos apomorfina (APO-2,0+AP0-0,05-15-PRE+APO-2,0 e APO-
2,0+VEI-15-PRE+APO-2,0) apresentaram locomocdo mais elevada do que os
outros grupos (p<0,05). Para o dia da re-inducao (Fig. 13B), a ANOVA de um fator
mostrou que houve uma diferenca entre os grupos experimentais [F (4, 25) = 47,46;
p<0,01], e o teste de Duncan mostrou que os grupos apomorfina apresentaram
atividade locomotora maior do que todos os outros grupos (p<0,05). Para o
tratamento de contracondicionamento administrado o tratamento 15 minutos antes
da exposicdo a arena experimental (Fig. 13C), a ANOVA de um fator mostrou que
houve uma diferenca entre os grupos [F (4, 25) = 8,73; p<0,01] e o teste de Duncan
mostrou que o grupo APO-2,0+VEI-15-PRE+APO-2,0 apresentou atividade
locomotora superior a todos os grupos (p<0,05), os resultados mostraram também
que o0s grupos APO-2,0+AP0O-0,05-15-PRE+APO-2,0 e VEI+AP0O-0,05-15-
PRE+APO-2,0 apresentaram atividade locomotora mais baixa que 0S outros grupos
(p<0,05). Para o teste de condicionamento 2 (Fig. 13D), a ANOVA de uma fator
mostrou que houve diferencas entre os grupos [F (4, 25) = 2,50; p<0,01], e o teste
de Duncan mostrou que o grupo APO-2.0+VEH-15 PRE+APO-2.0 apresentou uma
atividade locomotora maior que os outros grupos (p <0,05). Para o teste de
sensibilizagdo (Fig. 13E), a ANOVA de um fator mostrou que houve um efeito dos
grupos [F (4, 25) = 22,04; p<0,01], e o teste de comparacdes multiplas de Duncan
mostrou que os grupos apomorfina APO-2,0+AP0-0,05-15-PRE+APO-2,0 e APO-
2,0+VEI-15-PRE+APO-2,0 apresentaram locomog&o maior do que 0S outros grupos
(p<0,05).
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Figura 13: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) durante o teste de condicionamento 1
(A), re-inducgéo (B), contracondicionamento (C), teste de condicionamento 2 (D) e teste de
sensibilizacdo (E). * Indica atividade locomotora maior do que os demais grupos. + Indica

atividade locomotora menor do que os demais grupos (ANOVA seguida pelo teste de
Duncan).
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5.4 - EXPERIMENTO 3: EFEITOS DO TRATAMENTO DE RECONSOLIDACAO DA
MEMORIA COM APOMORFINA 0,05 mg/kg ADMINISTRADA IMEDIATAMENTE
APOS A EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA
LOCOMOTORA CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

A figura 14 mostra os resultados do tratamento farmacologico para os grupos
veiculo e apomorfina (2,0 mg/kg) durante 5 dias consecutivos no experimento 3. A
ANOVA por medidas repetidas mostrou interacdo grupo X dias [F (16, 100) = 15.93;
p<0,01], um efeito dos grupos [F (4, 25) = 157,40; p<0,01), efeito dos dias de
tratamento [F (4, 100) = 41,51; p<0,01]. A ANOVA de um fator seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Duncan mostrou que do 2° ao 5° dia, 0s grupos
apomorfinas APO-2,0+AP0-0,05-1-POS+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-I-POS+APO-2.0
apresentaram atividade locomotora elevada do que os outros grupos (p<0,05). Os
resultados também mostram que a atividade locomotora foi maior nos dias 4 e 5
(p<0,05), quando comparando aos dias 1 e 2 para 0S grupos que receberam

apomorfina (ANOVA de um fator seguido pelo teste de Duncan).
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EXPERIMENTO 3 - Tratamento de reconsolidagcao
imediatamente ap6s a arena

Fase de Indugao

—O0— VEI+VEI-I-POS+VEI

—A— VEI+VEI-I-POS+APO-2.0

—— VEI+AP0O-0.05-1-POS+APO-2.0
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—e— APO-2.0+AP0-0.05-I-POS+APO-2.0
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Figura 14: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M) do efeito da apomorfina e veiculo na na
locomocdo durante a fase de indugcdo. * Indica maior locomocdo no mesmo dia
experimental. # Indica maior locomogao para o grupo APO-2,0 quando comparado ao 1° e

2° dia experimental (ANOVA seguida do teste de Duncan).
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A figura 15 apresenta a atividade locomotora durante o teste de
condicionamento 1 (A), re-inducdo (B), tratamento de contracondicionamento (C),
teste de condicionamento 2 (D) e teste de sensibilizacdo (E). Para o teste de
condicionamento 1 (Fig. 15A), a ANOVA de um fator mostrou que houve efeito de
grupos [F (4, 25) = 11,90; p<0,01], e o teste de comparacdes multiplas de Duncan
mostrou que os grupos apomorfina (APO-2,0+ APO-0,05-1-POS+APO-2,0 e APO-
2,0+VEI-I-POS+APO-2,0) apresentaram atividade locomotora mais elevada
comparado aos outros grupos (p<0,05). Para o dia da re-indugao (Fig 15B), ANOVA
de um fator mostrou que houve uma diferenca entre 0os grupos experimentais [F (4,
25) = 73,92; p<0,01], e o teste de Duncan mostrou que 0S grupos que receberam
apomorfina apresentaram atividade locomotora maior do que outros grupos (p
<0,05). Para o tratamento de reconsolidacdo administrado imediatamente apds a
exposicdo a arena experimental (Fig. 15C), a ANOVA de um fator mostrou que
houve diferenca entre os grupos experimentais [F (4, 25) = 9,13; p<0,01], e o teste
de Duncan mostrou que os grupos APO-2,0+APO0O-0,05--POS+APO-2,0 e APO-
2,0+VEI-I-POS+APO-2,0 apresentaram atividade locomotora superior a todos os
outros grupos (p<0,05). Para o teste de condicionamento 2 (Fig. 15D) a ANOVA de
um fator mostrou que houve diferencas entre os grupos [F (4, 25) = 6,44; p<0,01], e
o teste de Duncan mostrou que o grupo APO-2,0+VEI-I-POS+APO-2,0 apresentou
atividade locomotora maior, quando comparado aos outros grupos (p<0,05). Os
resultados também mostraram que o grupo APO-2,0+APO-0,05--POS+APO-2,0
teve o menor nivel de atividade locomotora (p <0,05). Para o teste de sensibilizacdo
(Fig. 15E), a ANOVA de um fator mostrou que houve efeito dos grupos [F (4, 25) =
24,71; p<0,01] e o teste de comparacdes multiplas de Duncan mostrou que o grupo
apomorfina (APO-2,0+VEI-I-POS+APO-2,0) obteve niveis de locomocdo maior do

gue 0s outros grupos (p<0,05).
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Figura 15: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) durante o teste de condicionamento 1
(A), re-inducdo (B), tratamento de reconsolidagéo (C), teste de condicionamento 2 (D) e
teste de sensibilizagéo (E). * Indica atividade locomotora maior do que os demais grupos. +
Indica atividade locomotora menor do que os demais grupos (ANOVA seguida pelo teste de
Duncan).
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5.5 — EXPERIMENTO 4: EFEITOS DO TRATAMENTO DE RECONSOLIDACAO DA
MEMORIA COM APOMORFINA 0,05 mg/kg 15 MINUTOS APOS A EXPOSICAO A
ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA LOCOMOTORA
CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

A figura 16 mostra os resultados do tratamento farmacologico para 0s grupos
veiculo e apomorfina (2,0 mg / kg) durante 5 dias consecutivos. A ANOVA por
medidas repetidas mostrou interacdo grupo X dias [F (16, 100) = 7,41; p<0,01],
efeito dos grupos [F (4, 25) = 22,09; p<0,01) e efeito dos dias de tratamento [F (4,
100) = 14,91; p<0,01]. A ANOVA de um fator seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Duncan mostrou que do 1° ao 5° dia os grupos apomorfinas (APO-
2,0+AP0O-0,05-15-POS+APO-2,0 e APO-2,0+VEIC-15-POS+APO-2,0)
apresentaram atividade locomotora elevada, comparado a outros grupos (p<0,05).
Os resultados também mostram que a atividade locomotora foi maior nos dias 4 e 5
(p <0,05) quando comparando aos dias 1 e 2 para 0S grupos que receberam

apomorfina (ANOVA de um fator seguido pelo teste de Duncan).
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EXPERIMENTO 4 - Tratamento de reconsolidagao
15 minutos apoés a arena

Fase de Indugao

—O0— VEI+VEI-15'-POS+VEI

—A— VEI+VEI-15'-POS+APO-2.0

—— VEI+AP0-0.05-15'-POS+APO-2.0
—&— APO-2.0+VEI-15'-POS+APO-2.0
—e— APO-2.0+AP0-0.05-15-POS+AP0O-2.0

Figura 16: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M) do efeito da apomorfina e veiculo na

atividade locomotora de ratos. * Indica maior locomog¢do no mesmo dia experimental. #

Indica maior locomogdo para o grupo APO-2,0 quando comparado ao 1° e 2° dia

experimental (ANOVA seguida do teste de Duncan).
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A figura 17 apresenta a atividade locomotora durante o teste de
condicionamento 1 (A), re-inducdo (B), tratamento de contracondicionamento (C),
teste de condicionamento 2 (D) e teste de sensibilizacdo (E). Para o teste de
condicionamento 1 (Fig. 17A), a ANOVA de um fator mostrou que houve efeito de
grupos [F (4, 25) = 16,50; p<0,01] e o teste de multiplo de Duncan mostrou que 0s
grupos apomorfina (APO-2,0 +APO-0,05-15-POS+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-15'-
POS+APO-2.0) apresentaram locomocéo mais elevadas que comparados aos outros
grupos (p<0,05). Para dia da re-inducdo (Fig 17B) a ANOVA de um fator mostrou
gue houve uma diferenca entre 0os grupos experimentais [F (4, 25) = 13,05; p<0,01],
e o teste de Duncan mostrou que 0s grupos apomorfina apresentaram atividade
locomotora maior, em relagdo aos outros grupos (p<0,05). Para o tratamento de
reconsolidacdo administrado, o tratamento 15 minutos depois da exposicdo a arena
experimental (Fig. 17C), a ANOVA de um fator mostrou que houve diferenca entre
0s grupos [F (4, 25) = 5,06; p<0,01], e o teste de Duncan mostrou que 0S grupos
APO-2,0+AP0-0,05-15-POS+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-15-POS+APO-2,0
apresentaram atividade locomotora superior a todos os grupos (p<0,05). Para o teste
de condicionamento 2 (Fig. 17D) a ANOVA de uma fator mostrou que houve
diferencas entre os grupos [F (4, 25) = 4,50; p<0,01], e o teste de Duncan mostrou
que o0s grupos APO-2,0+AP0O-0,05-15-POS+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-15'-
POS+APO-2,0 apresentou maior atividade locomotora do que 0S outros grupos
(p<0,05). Para o teste de sensibilizagéo (Fig. 17E), a ANOVA de um fator mostrou
gue houve um efeito nos grupos [F (4, 25) = 16,30; p<0,01,] e o teste de
comparagcdes multipla de Duncan mostrou que o0s grupos apomorfina APO-
2,0+AP0O-0,05-15-POS+APO-2,0 e APO-2,0+VEI-15’-POS+APO-2,0 apresentaram

locomocé&o maior do que os outros grupos (p<0,05).
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Figura 17: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) durante o teste de condicionamento 1
(A), re-indugéo (B), tratamento de reconsolidacdo (C), teste de condicionamento 2 (D) e
teste de sensibilizagdo (E). * Indica atividade locomotora maior do que os demais grupos. +
Indica atividade locomotora menor do que os demais grupos (ANOVA seguida pelo teste de

Duncan).
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6. DISCUSSAO

Como o periodo de habituacéo, fase de inducéo, teste de condicionamento 1
e re-inducdo foram procedimentos semelhantes aos 4 experimentos, optou-se por

fazer a discusséo junto de cada etapa dos experimentos.

6.1 — PERIODO DE HABITUAGCAO

Antes do inicio dos experimentos todos 0s animais passaram por um
procedimento de habituacdo ao ambiente experimental (arena) durante trés dias
consecutivos. Os resultados do presente estudo mostraram que houve uma
diminuicdo da atividade locomotora ao longo dos dias nesse periodo. Conforme
trabalhos na literatura, estes resultados mostraram que a atividade locomotora
diminuiu com a repeticdo da exposi¢do do animal a arena, como € esperado quando
ocorre 0 desenvolvimento da habituacdo a um ambiente novo. Portanto, esses
resultados asseguram que antes do inicio dos experimentos ndo houve diferencas
entre 0s animais que constituiram os grupos experimentais. (CERBONE e SADILE,
1994, BRAGA et al., 2009a; DE MATOS et al., 2010; CARRERA et al., 2011; DIAS et
al., 2012; CARRERA et al., 2013).

6.2 — FASE DE INDUCAO

O objetivo dessa fase foi produzir o desenvolvimento dos processos de
condicionamento e de sensibilizagdo comportamental. Para isso, administrou-se
apomorfina na dose de 2,0 mg/kg e veiculo em grupos independentes de animais
durante 5 dias consecutivos e a atividade locomotora foi registrada durante 30
minutos.

Os resultados mostraram que o0s grupos de animais que receberam

apomorfina apresentaram aumento progressivo da atividade locomotora, quando
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comparados aos animais que receberam veiculo. Esse aumento da locomocgao
também foi observado ao longo dos dias de administragdo, mostrando que houve o
desenvolvimento de uma resposta locomotora sensibilizada. Esses resultados
corroboram dados da literatura e do nosso grupo de pesquisa, que demonstraram
gue a apomorfina em dose elevadas, ou seja, em dose que atua preferencialmente
em receptores dopaminérgicos poés-sinapticos, produziu sensibilizacdo locomotora
(DAMIANOPOULOS e CAREY, 1993; BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a e
DE MATOS et al., 2010; CARRERA et al., 2011; CARRERA et al., 2013).

Esta bem estabelecido na literatura que os efeitos comportamentais de
drogas psicoestimulantes, agonistas dopaminérgicos indiretos como a cocaina e
anfetamina, e agonista direto como a apomorfina, aumentam apdés a administracao
repetida (KALIVAS e STEWART, 1993; ROBINSON e BECKER, 1986; BADIANI e
STEWART, 1993). Este fendbmeno é conhecido como sensibilizacdo
comportamental, que possui como caracteristicas, por exemplo, um aumento
comportamental da atividade locomotora e estereotipia (ANAGNOSTARAS e
ROBINSON, 1996; LIENAU e KUSCHINSKY 1997; MATTINGLY et al.,1997;
ACERBO et al., 2005; BLOISE et al., 2007).

A sensibilizagdo comportamental € um dos eventos que emergem no decurso
temporal das adaptacbes no sistema nervoso central, que levam a
farmacodependéncia e esta relacionada com o aumento da vulnerabilidade ao abuso
de drogas (ROBINSON e BERRIDGE, 1993; NESTLER e AGHAJANIAN, 1997;
PIAZZA e LE MOAL, 1998). Recentemente, COVINGTON IIl e MICZEK (2001)
sugeriram que a sensibilizacdo comportamental é a génese do uso compulsivo das
drogas.

Assim, os resultados do presente trabalho corroboram os dados da literatura,
mostrando que a apomorfina 2,0 mg/kg produz sensibilizacdo comportamental

observada por meio da indugcéo de uma resposta locomotora sensibilizada.

6.3 — TESTE DE CONDICIONAMENTO 1

Esse teste teve como objetivo verificar a expressdao de uma resposta

locomotora condicionada, desenvolvida durante a fase de inducdo. Para isso, 0s



78

animais foram administrados com veiculo e foram colocados imediatamente na
arena experimental durante 5 minutos, sendo a atividade locomotora registrada.

Os resultados mostraram que os animais que receberam apomorfina durante
a fase de inducdo apresentaram uma atividade locomotora maior que 0s animais
que receberam veiculo, mostrando a expressdo de uma resposta locomotora
condicionada. Esses resultados demonstraram que durante a fase de indugéo,
houve uma associacao entre os efeitos da apomorfina, com a arena experimental de
modo que, uma rapida exposicdo a arena experimental (5 minutos) foi capaz de
produzir nos animais um comportamento locomotor semelhante ao produzido pela
apomorfina. Assim, 0s animais que receberam apomorfina na fase de inducéo
apresentaram niveis de atividade locomotora elevados devido ao processo de
aprendizagem associativa, no qual o ambiente experimental (estimulo
incondicionado) foi associado aos efeitos da apomorfina (estimulo condicionado) e,
com o decorrer das associa¢des, o estimulo incondicionado adquiriu a capacidade
de produzir uma resposta condicionada semelhante a resposta produzida pela
apomorfina (resposta incondicionada).

Estes resultados estédo de acordo com dados da literatura que mostraram que
administragdes de apomorfina produzem o desenvolvimento da atividade locomotora
condicionada (CAREY, 1989; MATTINGLY e GOTSICK, 1989; BRAGA et al.,
2009ab; CARRERA et al., 2013). Varios trabalhos mostram que as substancias de
abuso como cocaina e anfetamina também produzem condicionamento (CAREY et
al., 2007). A acédo das drogas de abuso, a cocaina, por exemplo, nos circuitos de
recompensa tem sido central para explicar a dependéncia a cocaina (GOLD, 1990;
VOLKOW, 2000; SPANAGEL, 2005). No entanto, s6 os efeitos positivos produzidos
por essa substancia por si s6 ndo explicam o complexo fenbmeno da dependéncia.

A dependéncia ultrapassa os limites neuroquimicos e, estudos apontam a
importancia dos processos associativos, como o0 condicionamento, na dependéncia
quimica (O’'BRIEN, 1992). O condicionamento classico possui relevancia clinica nos
processos de abuso e dependéncia de drogas, pois pistas contextuais associadas
com a administracdo e, principalmente, com os efeitos de uma droga psicoativa
podem atuar como um estimulo condicionado e evocar efeitos semelhantes aos
produzidos pela droga (SELF e NESTLER, 1998).
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6.4 — RE-INDUCAO

O objetivo deste experimento foi assegurar que um breve teste de
condicionamento n&o produzisse uma extincdo do comportamento locomotor
sensibilizado previamente. Para isso, 0os animais experimentais foram administrados
com 0S seus respectivos tratamentos farmacologicos que receberam durante a fase
de inducéo.

Os resultados mostraram que 0s grupos tratados com apomorfina na dose de
2,0 mg/kg apresentaram niveis de atividade locomotora elevada quando
comparados aos grupos veiculo. Esses resultados sdo semelhantes aos resultados
obtidos na fase de inducdo e asseguram que uma breve exposicdo ao ambiente
experimental realizada no teste de condicionamento 1, na auséncia da droga, nao
acarretou em um prejuizo na expressao da sensibilizacdo. Estes resultados estao de
acordo com CARRERA e colaboradores (2013), que mostraram que os resultados
obtidos com a apomorfina no dia de re-inducdo foram semelhantes aos resultados

obtidos na fase de inducéo.

6.5 — EFEITOS DO TRATAMENTO DE CONTRA-CONDICIONAMENTO COM
APOMORFINA 0,05 MG/KG, IMEDIATAMENTE E 15 MINUTOS ANTES DA
EXPOSICAO A ARENA, SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA
LOCOMOTORA PREVIAMENTE CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

O presente experimento teve como objetivo verificar se o tratamento de
contracondicionamento utilizando-se a apomorfina na dose de 0,05 mg/Kg
administrada nos animais imediatamente e 15 minutos antes de serem colocados no
ambiente experimental (arena) modificaria a expressao de uma resposta locomotora
previamente condicionada e sensibilizada.

Os tempos utilizados no presente estudo (imediatamente e 15 minutos) foram
escolhidos com base na literatura cientifica, que mostrou que os efeitos da

apomorfina ocorrem imediatamente ap6s a sua administracdo tendo um pico
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méaximo em torno de 15 a 20 minutos quando utilizada por via subcutanea LEWITT,
2004; BRAGA et al., 2009c¢).

Nesse experimento, os grupos veiculo (VEI) e apomorfina (APO) foram
subdivididos em dois grupos cada, as quais receberam veiculo ou apomorfina 0,05 e
foram colocados imediatamente ou apdés 15 minutos na arena teste. A fim de
verificar o efeito do tratamento de contracondicionamento sobre os processos de
condicionamento e sensibilizacdo, os animais foram submetidos a um segundo teste
de condicionamento e a um teste de sensibilizacdo comportamental.

Os resultados do contracondicionamento mostraram que 0S animais que
receberam apomorfina 0,05 mg/kg apresentaram uma atividade locomotora menor
gue os demais grupos. Essa atividade locomotora diminuida foi independente se o
animal recebeu previamente apomorfina 2,0 mg/kg ou veiculo durante a fase de
inducdo. Também, verificou-se que a atividade locomotora durante o dia de
contracondicionamento foi independente se o animal foi colocado na arena
imediatamente ou 15 minutos apos a administracédo dos tratamentos.

Os resultados verificados com a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg estdo de
acordo com a literatura, que mostra que a administracdo de agonistas
dopaminérgicos em doses baixas resulta em uma diminuicdo da atividade
locomotora, sedagéo e diminuicdo do comportamento de levantamento (DI CHIARA
et al.,1976; MATRES et al.,1977; COSTAL et al.,1981; KENDLER et al.,1982).
Outros trabalhos presentes na literatura (CARRERA et al., 2011; CARRERA et al.,
2012; CARRERA et al., 2013), relatam que a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg tem
uma acdo preferencial em receptores dopaminérgicos pré-sinapticos (auto-
receptores) do tipo D2, desempenhando um efeito inibitério. MOLLER e
colaboradores (1987) também verificaram que baixas doses de apomorfina (0,07
mg/kg) causaram uma diminuicdo na atividade locomotora induzida por apomorfina.
Segundo ROTH, 1984 e STOREY e colaboradores (1995), a funcdo desses auto-
receptores nas terminagfes nervosas é modular a sintese e a liberacdo de
dopamina e, nos corpos celulares, modular a taxa de disparo de dopamina por meio
de reducéo da atividade da enzima tirosina hidroxilase.

Um resultado interessante desse dia (contracondicionamento), foi o fato que
0S animais que receberam a apomorfina durante a fase de inducao e que receberam
veiculo como tratamento de contracondicionamento mostraram uma atividade

locomotora elevada quando comparados aos demais grupos. Foi interessante
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observar que o tratamento de contracondicionamento ndo funcionou como um teste
de extingdo para esses animais, mas sim como um outro teste de condicionamento.

No teste de condicionamento 2, quando todos os animais receberam veiculo,
foi verificado que o grupo que recebeu apomorfina durante a fase de inducéo, e
veiculo como tratamento de contracondicionamento (APO+VEI) apresentou maior
locomocéo do que os demais grupos. Os grupos que receberam apomorfina 0,05
mg/kg como tratamento de contracondicionamento administrada imediatamente ou
15 minutos (VEI+APO-0,05 e APO+APO-0,05), apresentaram atividade locomotora
semelhante ao grupo VEI+VEI. Os resultados obtidos do grupo APO+APO-0,05
mostraram que o tratamento contracondicionamento com apomorfina 0,05 mg/kg
bloqueou a expressao da resposta locomotora previamente condicionada.

O bloqueio da expressdo da resposta condicionada se deve ao uso do
protocolo de contracondicionamento. Nesse protocolo, um determinado estimulo
condicionado é associado a um estimulo incondicionado levando a formacdo de uma
resposta condicionada. Entdo, uma etapa subsequente aao estimulo condicionado,
€ mantido enquanto que o estimulo incondicionado € substituido por outro diferente
do anterior. Com essa mudanca, o efeito do estimulo incondicionado utilizado nessa
segunda fase substitui o efeito do estimulo incondicionado utilizado na primeira fase,
produzindo uma nova resposta condicionada. Esta substituicdo do estimulo
incondicionado produz uma nova associacdo e consequentemente é gerada uma
nova aprendizagem. (BOUTON, 2004). O contracondicionamento € um método
utiizado amplamente para eliminar respostas condicionadas indesejaveis (VAN
GUCHT et al., 2010; BRENDAN et al., 2012; SCHWECKENDIEK et al., 2013).

O contracondicionamento € um método que pode ser empregado no
tratamento da farmacodependéncia. Nesse tratamento, o estimulo condicionado
original pode estar presente, mas a droga utilizada pode alterar substancialmente os
estimulos interoceptivos, para que o contexto exteroceptivo ja ndo evoque o traco de
memoria anteriormente produzido. Em seu trabalho BREDAN e colaboradores
(2010), verificaram gque o contracondicionamento foi efetivo em reduzir a procura por
cocaina em ratos. Primeiramente, os animais foram condicionados a auto-
administragéo de cocaina associada com uma luz. A luz foi utilizada como estimulo
condicionado e a cocaina como estimulo incondicionado. Sendo estabelecida
associagdo, os animais receberam o estimulo luminoso juntamente com um estimulo

aversivo, o choque nas patas. Os resultados mostraram que a associacao formada
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pela luz na busca por cocaina, que fazia com que 0s animais procurassem mais a
droga, foi substituida por um estimulo aversivo que reduziu o desejo de busca pela
cocaina.

No presente trabalho, na fase de inducao foi utilizada a apomorfina 2,0 mg/kg
produzindo estimulagdo dos receptores pdas-sinapticos e ativacdo dopaminérgica,
esse foi o estimulo incondicionado original. Os efeitos da apomorfina foram
associados a arena experimental, que atuou como o estimulo condicionado,
produzindo uma resposta locomotora condicionada observada no teste de
condicionamento 1. No dia do tratamento de contracondicionamento ocorreu uma
alteracdo no estimulo incondicionado original, a dose de apomorfina utilizada foi de
0,05 mg/kg que produz efeitos opostos a dose de 2,0 mg/kg, pelo fato de ativar os
receptores pré-sinapticos, causando uma inibicdo dopaminérgica. No procedimento
de contracondicionamento ocorreu uma modificagdo no estimulo interoceptivo
apomorfina, o que fez com que o contexto exteroceptivo arena ndo evocasse 0 traco
de memodria anteriormente formado. Assim, resultando na nao expressao da
resposta locomotora condicionada, como foi observado no teste de condicionamento
2. Tem sido verificado que a ativacdo dopaminérgica acentua a importancia das
pistas contextuais e promove a formagdo de uma associacdo entre as pistas
contextuais e o comportamento. Por outro lado, o blogueio dopaminérgico atuaria
diminuindo a probabilidade da formacédo de uma associagéo entre o efeito da droga
e as pistas contextuais (CAREY et al., 2005).

No grupo que experimentou os efeitos estimulantes da apomorfina 2,0 mg/kg
na arena experimental, as pistas do contexto ambiental possuem grande importancia
e valores excitatorios. Assim, quando estes animais receberam a dose inibitéria de
0,05 mg/kg de apomorfina no protocolo de contracondicionamento e foram
colocados na arena experimental, a importancia do ambiente experimental mudou
devido a inibicdo do sistema dopaminérgico. Entédo, esta inversao no valor das pistas
ambientais causada pela dose baixa de apomorfina, enfraqueceu o peso das pistas
contextuais que mantinham e sustentavam a atencdo e o0s valores excitatorios
anteriormente adquiridos com a dose elevada de apomorfina. Ademais, o0s
resultados obtidos com o protocolo de contracondicionamento com a dose baixa de
apomorfina sugeriram que esta dose atuou bloqueando a resposta condicionada
(RC) (DE MATOS et al., 2011).
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Em um protocolo de condicionamento pavloviano, a resposta condicionada
induzida por drogas atinge o pico maximo de expressao no inicio da apresentagcéo
do estimulo condicionado (EC). No presente trabalho, os grupo que receberam a
apomorfina 2,0 mg/kg durante a fase de inducdo e como tratamento de
contracondicionamento recebeu a apomorfina 0,05 mg/Kg (APO+APO-0,05)
experimentou os efeitos de uma inibicdo da RC, pois o bloqueio da ativacdo da RC
produzido pela dose baixa de apomorfina acarretou em um menor estado de
excitacdo dopaminérgica e em uma menor relevancia dos estimulos associados as
pistas do ambiente teste. Por outro lado, o grupo apomorfina que recebeu veiculo
(APO+VEI) no protocolo de contracondicionamento, experimentou os efeitos da
resposta condicionada excitatoria. Assim, nesse dia de teste de condicionamento 2,
a expressao da resposta locomotora condicionada nao foi bloqueada, indicando que
apesar do tratamento com veiculo pudesse acarretar em extincdo da resposta
condicionada, 0 mesmo néo ocorreu.

Estes resultados corroboram o trabalho de DE MATOS e colaboradores
(2011), que estudou o efeito de um protocolo de contracondicionamento sobre a
expressdo de uma resposta locomotora previamente condicionada e sensibilizada
por apomorfina 2,0 mg/kg. No protocolo de contracondicionamento, em uma primeira
etapa, fase de inducédo, os animais receberam apomorfina 2,0 mg/kg por 5 dias
seguidos, seguido de um teste de condicionamento e sensibilizacdo. Os resultados
mostraram que a dose de 2,0 mg/kg produziu ativacdo locomotora e expressao dos
processos de condicionamento e sensibilizacdo locomotora. Em uma fase posterior,
fase reversa, 0s animais passaram a receber apomorfina 0,05 mg/kg. Os resultados
mostraram que a ativacdo locomotora produzida pela dose de 2,0 mg/kg durante a
fase de inducéo foi substituida pela inibicdo locomotora gerada pela dose de 0,05
mg/kg na fase reversa. Os resultados mostraram que, o procedimento de
contracondicionamento foi capaz de bloquear a expressdo da resposta
condicionada, mas a locomocao sensibilizada por apomorfina 2,0 mg/kg foi
insensivel a essa manipulagao.

Por outro lado, OLIVEIRA-LIMA e colaboradores (2007) investigaram o0s
efeitos do tratamento de Contracondicionamento utilizando, o antipsicotico,
ziprasidona sobre a resposta locomotora condicionada e a sensibilizagdo induzida
por cocaina. Seu protocolo experimental desenvolveu-se em quatro fases. A

primeira fase foi a de inducdo, com duracédo de 15 dias utilizando salina e cocaina
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tendo como resultado uma resposta sensibilizada dos animais que receberam a
cocaina. Na segunda fase foi utilizado o tratamento de contracondicionamento,
utilizando veiculo e a ziprasidona (5,0 mg/kg), em um periodo de 7 dias observou-se
que o grupo de animais que receberam a ziprasidona apresentaram uma atividade
locomotora reduzida na terceira fase, que foi o de teste de condicionamento. A
quarta fase foi o teste de sensibilizacao utilizando veiculo e cocaina. Os resultados
mostraram um enfraquecimento da resposta sensibilizada dos animais que foram
tratados previamente com a cocaina. Esses resultados podem ser explicados pelo
fato do uso prolongado cronico da ziprasidona no protocolo de
contracondicionamento, pois a droga atua bloqueando os receptores de dopamina
D2, podendo ter ocasionado efeitos de neuroadaptacdes. DIAS e colaboradores
(2013) verificaram que o uso do antipsicético olanzapina por 10 dias causou uma
dessensibilizacdo nos receptores D2 o que acarretou uma inibicdo dopaminérgica e
consequentemente um enfraquecimento do condicionamento e da sensibilizagao.

No teste de sensibilizacdo, os resultados do presente trabalho mostraram que
0S grupos que receberam apomorfina (VEI+APO-0,05-Pré+APO-2,0; APO-2,0+APO-
0,05-Pré+APO-2,0; VEI+APO-0,05-Pré-15+AP0O-2,0; APO-2,0+AP0O-0,05-Pré-
15’+AP0O-2,0) exibiram uma expressao significativa da resposta locomotora
sensibilizada. @ Estes resultados mostraram que o0 tratamento de
contracondicionamento realizado com administracdo de apomorfina 0,05 mg/kg néo
foi suficiente para modificar a expressdo da resposta sensibilizada desenvolvida
durante a fase de inducdo. Os resultados do presente trabalho sugerem que o
condicionamento ndo contribui para o desenvolvimento da sensibilizacdo, pois no
teste de condicionamento 2 houve a expressdo do condicionamento locomotor
somente em um grupo apomorfina (APO-2,0+VEI-Pré+APO-2,0), e no teste de
expresséo da sensibilizagdo houve a expressdo em ambos os grupos apomorfina
(APO-2,0+APO-0,05-Prée+AP0O-2,0; APO-2,0+VEI-Pré+APO-2,0). Os resultados
obtidos nesse dia de teste mostraram que o condicionamento n&o contribuiu para a
expressdo da sensibilizacdo, pois apresentou expressdo da sensibilizacdo
independente do fato de ndo haver condicionamento.

Alguns trabalhos sugerem que o condicionamento participa da génese da
sensibilizacdo pois a sensibilizacdo perde a magnitude, ou é suprimida quando o

7

contexto-teste é modificado (MICHEL e TIRELLI, 2003), porém, ha trabalhos que
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mostram que existe uma dissociagdo entre estes fenomenos (CROMBRAG et
al.,2000; HOTSENPILLER e WOLF, 2002).

Esses resultados confirmam relatos da literatura que mostram que o
condicionamento pavloviano pouco contribui ou ndo contribui para o processo de
sensibilizacdo comportamental, j& que em termos de magnitude da resposta
condicionada, o condicionamento pavloviano induzido por drogas psicomotoras
representa uma fracdo pequena, quando comparada a magnitude da resposta
sensibilizada (TIRELLI et al., 2005; ANAGNOSTARAS et al., 2002; CROMBAG et al.,
2000; CAREY; GUI, 1998; ANAGNOSTARAS; ROBINSON, 1996; HOTSENPILLER
e WOLF, 2002).

Tomados juntos os resultados do experimento 1 e 2 sugerem que o protocolo
de contracondicionamento enfraguecem o condicionamento, mas n&o a expressao
da resposta locomotora sensibilizada, demonstrando que a expressédo do processo
de sensibilizacdo ndo foi dependente do condicionamento.

6.6 — EFEITOS DO TRATAMENTO DE RECONSOLIDACAO DA MEMORIA COM
APOMORFINA 0,05 mg/kg IMEDIATAMENTE E 15 MINUTOS APOS A
EXPOSICAO A ARENA SOBRE A EXPRESSAO DE UMA RESPOSTA
LOCOMOTORA PREVIAMENTE CONDICIONADA E SENSIBILIZADA

O presente experimento teve como objetivo verificar se o tratamento com
apomorfina 0,05 mg/kg administrado imediatamente ou 15 minutos apos a exposi¢ao
a arena (tratamento de reconsolidacdo da memaria), modificaria a expressao de
uma resposta locomotora previamente condicionada e sensibilizada.

Apo6s o desenvolvimento do condicionamento e sensibilizacdo, os animais
foram submetidos ao teste de reativagdo da memoria no qual receberam veiculo e
imediatamente foram colocados na arena. Imediatamente ou 15 minutos apés o
término dessa exposi¢cao, 0s animais receberam os tratamentos de reconsolidacao,
gue consistiram em veiculo e apomorfina 0,05 mg/kg. Apés houve um outro teste de
condicionamento e um teste de sensibilizacdo para se verificar o efeito do

tratamento de reconsolidagdo da memoria sobre esses processos.
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Os resultados do teste de ativacdo da memoéria mostraram que os animais do
grupo APO-2,0 tiveram uma atividade locomotora elevada, quando comparada com
0 grupo veiculo. Esses resultados mostraram que houve a expressao da locomocao
condicionada no grupo que recebeu apomorfina 2,0 mg/kg durante a fase de
indugdo. Esses resultados corroboram os achados de CARRERA e colaboradores
(2013), que mostraram que no teste de condicionamento 2 0s animais que haviam
sido tratados com apomorfina 2,0 mg/kg na fase de inducdo apresentaram uma
atividade locomotora elevada quando comparada com o grupo veiculo.

Os resultados do teste de condicionamento 2 mostraram que 0s animais do
grupo APO que receberam apomorfina 0,05 mg/kg como o tratamento de
reconsolidacdo da memoria imediatamente apds ter sido expostos a arena
experimental, mostraram uma atividade locomotora menor do que 0os demais grupos.
Por outro lado, o grupo APO-2,0 que recebeu o tratamento de reconsolidacdo da
mem©éria com veiculo, imediatamente apds serem expostos a arena experimental,
mostrou uma locomoc¢ao maior que todos os grupos. Os animais do grupo veiculo
que receberam apomorfina 0,05 mg/kg mostraram uma atividade locomotora
semelhante aos animais do grupo VEI que receberam veiculo.

Os resultados verificados no grupo APO-2,0 que recebeu a dose de 0,05
mg/kg imediatamente ap0s a exposicao a arena podem ser explicados em termos da
teoria da reconsolidacdo da memoéria. Segundo esta teoria as memodrias ja
consolidadas tornam-se novamente labeis e susceptiveis a interrup¢cdes quando
evocadas (PRZYBYSLAWSKI e SARA, 1997; DEBIEC et al., 2002), processo este
conhecido como reativacao, recordacgao, lembranca ou recuperacao (NADER, 2003).
Apds a evocacdo, memoérias ja estabilizadas retornam ao estado vulneravel e
precisam passar por um novo processo de estabilizacdo, que depende da sintese
protéica e outros mecanismos moleculares, processo chamado de reconsolidacao
da memoria. De acordo com a teoria da reconsolidacdo, uma informacao ja
consolidada, quando é evocada (reativada), novamente tornar-se labil, capaz de se
modificar e recompor se nesse momento for introduzida uma nova informagao ou
algum tratamento farmacoldgico (NADER et al., 2003 e 2004; SARA, 2000; DUDAI,
2002, TRONSON et al., 2006).

No presente experimento foi utilizada inicialmente a dose elevada de
apomorfina (2,0 mg/kg) para a inducdo dos processos de condicionamento e

sensibilizacdo, nessa dose a apomorfina produziu uma intensa ativacéo locomotora.
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Esta ativacdo dopaminérgica produzida pela dose de 2,0 mg/kg provavelmente
facilitou a aprendizagem e memdria, e criou uma forte associacao entre os efeitos
estimulantes da apomorfina e o contexto ambiental. Quando foi realizado o
tratamento de reconsolidacdo com a dose de 0,05 mg/kg, no grupo APO, ocorreu
entdo uma diminuicdo da atividade dopaminérgica. Esta subita inibicdo da dopamina
ndo somente alterou a reconsolidacdo, mas também gerou a ocorréncia de uma
inibicdo da resposta locomotora condicionada. Estes resultados sugerem que a
inibicdo dopaminérgica substituiu a associacdo da ativacdo dopaminérgica as pistas
contextuais no sistema de memoria.

Os resultados do trabalho de CARRERA e colaboradores (2012) corroboram
com os resultados presentes neste trabalho, pois mostraram que 0s animais que
receberam a apomorfina 0,05 mg/kg como tratamento de reconsolidacdo da
mem©éria apresentaram uma atividade locomotora inferior aos outros grupos.
Ademais, no trabalho de CARRERA e colaboradores (2012), no qual administrou-se
apomorfina 0,05 mg/kg e 2,0 mg/kg 2 horas ap6s o término do teste de ativacao, foi
verificado no teste de condicionamento 2, que estes tratamentos ndo alteraram a
atividade locomotora dos grupos apomorfina previamente sensibilizados. Os
resultados de CARRERA e colaboradores (2012), sugeriram que o tratamento de
reconsolidacao so foi eficiente quando foi administrado imediatamente e ndo 2 horas
apos o teste de reativacdo da memoaria. Diferentemente do trabalho produzido por
CARRERA e colaboradores (2012), o presente trabalho mostrou que um unico
tratamento de reconsolidacéo foi capaz de bloquear o processo de condicionamento,
enquanto que no trabalho de CARRERA colaboradores (2012), foram utilizados trés
dias de tratamento de reconsolidacao.

Semelhante aos resultados de CARRERA colaboradores (2012), os
resultados do presente trabalho mostraram que o tratamento de reconsolidacédo s6
foi eficiente em bloquear o processo de condicionamento no grupo que recebeu o
tratamento de reconsolidacdo com a apomorfina 0, 05 mg/kg imediatamente apds os
animais serem expostos a arena experimental. Quando o tratamento de
reconsolidacdo foi administrado 15 minutos mais tarde, ndo foi observado o
condicionamento. Esses resultados corroboram com dados da literatura que
mostram que para que o processo de reconsolidacdo da memdria funcione, este

tratamento deve ser realizado imediatamente apds uma breve exposi¢cdo ao contexto
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ambiental (NADER et al.,, 2000; MATOS et al., 2011; CARRERA et al., 2011,
CARRERA et al., 2012; CARRERA et al., 2013).

Segundo DAVIS e SQUIRE (1984), tratamentos que utilizam inibidores de
sintese de proteina prejudicam a consolidacdo de novas recorda¢fes quando estes
sdo administrados durante um tempo especifico. O trabalho de BERNARDI e
LATTAL (2007) sugere que para que ocorra uma alteracdo no processo de
reconsolidacdo da memoria, tem que se levar em consideracdo o tempo de
evocacao. Esses autores utilizando a anisomicina (inibidor de sintese de proteina)
como tratamento de reconsolidacdo mostraram que o tratamento administrado
imediatamente apds um teste de reexposicdo com duracdo de 5 minutos, bloqueou
uma resposta condicionada previamente desenvolvida pela cocaina, mas quando o
mesmo protocolo foi administrado 25 minutos apds do teste de reexposicdo, nao
houve diferenca entre 0os grupos cocaina e veiculo. Os autores concluiram que o
tempo decorrido entre a reativacdo da memdéria e o tratamento de reconsolidacéo
exerce uma forte influéncia no processo de reconsolidacao.

Os resultados verificados no teste de sensibilizacdo realizados mostraram a
influéncia do tratamento de reconsolidacao sobre a expresséo da sensibilizagdo. Os
animais do grupo APO-2,0 que receberam veiculo, o tratamento de reconsolidagéo,
imediatamente ap0s o0s animais terem sidos expostos a arena experimental
apresentaram uma locomog¢ao maior que todos 0s grupos, mostrando a expressao
da sensibilizacdo comportamental. Por outro lado o grupo APO que recebeu
apomorfina 0,05 mg/kg como tratamento de reconsolidacdo apresentou locomogao
equivalente ao grupo veiculo, mostrando um bloqueio da sensibilizacdo. Esses
resultados mostram o papel da dopamina na expressdao dos processos de
sensibilizacdo e de condicionamento, pois quando houve uma inibicdo
dopaminérgica produzida pela dose de 0,05 mg/kg de apomorfina no protocolo de
reconsolidacdo, ocorreu uma substituicdo da aprendizagem, isto €, os animais
passaram a apresentar uma hipolocomog¢édo ao invés de hiperlocomocdo. Assim, a
resposta locomotora sensibilizada excitatéria foi substituida por uma reposta
inibitéria (CARRERA et al., 2013; DE MATOS et al., 2011).

Os resultados do teste de sensibilizacédo para os animais dos grupos APO que
receberam o tratamento reconsolidacdo da memoéria 15 minutos, apds terem
passado pela arena experimental, mostraram que tanto o grupo APO-2,0 que

recebeu o tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg, quanto os grupo APO-2,0 que
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recebeu veiculo, apresentaram uma atividade locomotora maior que todos 0s grupos
VEI. Esses resultados mostraram a expressao da sensibilizacdo para ambos os
grupos APO-2,0. Entre os grupos VEI ndo houve diferenca na atividade locomotora.
Estes resultados confirmam os dados na literatura que mostram que para que o
processo de reconsolidacdo da memoaria influencie o processo de sensibilizacéo,
este tratamento deve ser realizado imediatamente apds uma breve exposicdo ao
contexto ambiental (CARRERA et al., 2013; BERNARDI e LATTAL, 2007).

Com esse experimento, concluiu-se que o protocolo de reconsolidacdo
utilizando a apomorfina 0,05 mg/kg administrada imediatamente ap0s a exposicao
dos animais a arena experimental foi eficaz de blogquear a expressdo do
condicionamento e sensibilizacdo. Por outro lado, este mesmo protocolo, quando
administrado 15 minutos apds, ndo produziu alteracdo no condicionamento e na
sensibilizagao.

A dependéncia quimica, hoje em dia, € considerada multifatorial na qual estao
incluidos  fatores  neurobiolégicos relacionados com  mecanismos de
neuroplasticidade produzido pelo uso repetido da droga (sensibilizacdo
comportamental) e fatores ambientais estabelecidos pela associagdo entre
determinados estimulos (sons, imagens, lugares) e o prazer gerado pela droga. O
estudo desses fatores, o condicionamento e a sensibilizacdo, sdo de fundamental
importancia para o entendimento e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
para a droga-dependéncia. A reconsolidacdo € um fenbmeno no qual as memdrias,
ao serem evocadas (lembradas), se tornam labeis novamente, isto é, possiveis de
sofrer modificacoes. Esta teoria abre uma porta para uma nova abordagem
terapéutica ndo-invasiva, no tratamento de distarbios envolvendo memorias mal-
adaptativas, como o0 estresse poOs-traumatico, fobias, ansiedade, abuso e

dependéncia de drogas.
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7. CONCLUSOES

e O protocolo de contracondicionamento bloqueou o condicionamento, mas néo

foi eficiente para bloguear a sensibilizagdo comportamental,

e O protocolo de reconsolidagdo realizado imediatamente apds o teste de
ativacdo da memoria bloqueou tanto o condicionamento, quanto a

sensibilizacdo comportamental;

e O protocolo de reconsolidacédo realizado 15 minutos apds a exposicdo dos
animais a arena experimental ndo afetou a expressdo do condicionamento e

da sensibilizagdo comportamental;

e O tratamento de reconsolidacdo ao bloquear tanto o condicionamento quanto
a sensibilizacdo poderia atuar como uma estratégia terapéutica mais eficiente

para a dependéncia de drogas do que o protocolo de contracondicionamento.

¢ A dopamina é um neurotransmissor que esta envolvido nos processos de

condicionamento e sensibilizacao.
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ANEXO

ARTIGO PUBLICADO DA TESE - Drug memory substitution during re-consolidation:
A single inhibitory autoreceptor apomorphine treatment given during psychostimulant

memory re-consolidation replaces psychostimulant conditioning with conditioned

inhibition and reverses psychostimulant sensitization.



