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RESUMO

A dependéncia quimica € uma doencga crénica com possibilidade constante de
recaidas e a morfina € um farmaco usado para tratamento de dor, com alto
potencial para dependéncia, e aumenta a liberacdo de dopamina nas vias
mesolimbicas e mesocorticais, regides relacionadas a recompensa, prazer e
compulsdo. Estudos mostraram que o condicionamento, sensibilizacao
comportamental e o ambiente novo estdo envolvidos na dependéncia quimica.
O condicionamento é um tipo de aprendizagem associativa resultante da
interacdo de um estimulo com o ambiente. A sensibilizacdo € caracterizada pelo
aumento de uma determinada resposta comportamental quando se administra a
mesma dose de uma droga, e a novidade atua como efeito de reforgo no uso de
drogas de abuso. O condicionamento Pavloviano de traco € um protocolo no qual
o estimulo condicionado termina antes do inicio da apresentacdo do estimulo
incondicionado, e Gt em estudos da dependéncia quimica. O
contracondicionamento € um método terapéutico que atua, substituindo resposta
inicialmente produzida por uma resposta nova e oposta. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito da novidade no desenvolvimento e na expressao do
condicionamento e sensibilizacdo produzidos pela morfina (experimento 1) e a
utilizag&o do contracondicionamento na atenuag&o dessa resposta (experimento
2). O experimento 1 é composto de 2 fases: na fase 1, um grupo dos ratos foi
colocado na arena para sessdo experimental de 5 minutos, recebendo veiculo
antes e apo0s a sessdao por 10 dias; a fase 2 foi dividida em 3 etapas: a primeira
fase de inducédo, na qual todos os animais receberam veiculo antes da sessao
de 5 minutos, e em seguida, 4 grupos receberam veiculo e 4 grupos receberam
morfina 10mg/kg, por 5 dias; fase de condicionamento, na qual todos animais
receberam veiculo antes e apds a sessao de 5 minutos, por 5 dias, e em seguida
foram 2 dias de retirada; e finalizando, os animais receberam veiculo antes da
sessdao para o teste final de 30 minutos. O experimento 2 constituiu de 3 fases:
fase da inducgéo, onde todos receberam veiculo antes da sesséo de 5 minutos e,
em seguida, 4 grupos receberam veiculo e 4 grupos receberam morfina 10
mg/kg, por 5 dias; fase de contracondicionamento, na qual todos receberam

veiculo antes da sessdo de 5 minutos, e apos 4 grupos receberam veiculo e 4
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grupos receberam apomorfina 0,05 mg/kg, sendo que uma parte dos animais
recebeu o tratamento imediatamente apds a sessao, e outra parte recebeu 15
minutos apos a sessédo, durante dias. Apos 2 dias de retirada foi realizado teste
de condicionamento por um dia, no qual os animais receberam veiculo
previamente a sessao de 30 minutos, mostrando que, nos grupos que se utilizou
o0 protocolo de contracondicionamento imediatamente apds a sessdo, atenuou-
se a resposta locomotora. Os resultados mostraram que a novidade inicialmente
desperta comportamento exploratério do animal ocorrendo declinio com a
habituacdo e que o ambiente novo funciona como refor¢co associado ao uso da
morfina, intensificando a resposta locomotora condicionada e sensibilizada. O
contracondicionamento pode ser uma importante ferramenta no protocolo de

tratamento da dependéncia quimica.

Palavras chave: Dependéncia quimica, Condicionamento Pavloviano de Traco,
Novidade, Contracondicionamento, Morfina.



viii

ABSTRACT

Addiction is a chronic disease with a constant possibility of relapse by patients
and morphine is a drug used to treat pain, with high potential for dependence,
and increases dopamine release in the mesolimbic and mesocortical pathways,
regions related to reward pleasure and compulsion. Studies have shown that
conditioning, behavioral sensitization, and the new environment are involved in
chemical dependence. Conditioning is a type of associative learning resulting
from the interaction of a stimulus with the environment. Sensitization is
characterized by the increase in a particular behavioral response when
administering the same dose of a drug, and novelty acts as a strengthening effect
on the use of drugs of abuse. Pavlovian stroke conditioning is a protocol in which
the conditioned stimulus ends before the beginning of the presentation of the
unconditioned stimulus, and wuseful in chemical dependence studies.
Counterconditioning is a therapeutic method that acts by replacing a response
initially produced with a new and opposite response. This work aimed to evaluate
the effect of novelty on the development and expression of conditioning and
sensitization produced by morphine (experiment 1) and the use of
counterconditioning in the attenuation of this response (experiment 2).
Experiment 1 consisted of 2 phases, in phase 1 a group of rats was placed in the
arena for an experimental session of 5 minutes, receiving vehicle before and after
the session for 10 days; phase 2 was divided into 3 stages, the first induction
phase, in which all animals received a vehicle before the 5-minute session, and
after 4 groups they received a vehicle and 4 groups received morphine 10mg/kg
for 5 days; conditioning phase, in which all animals received vehicle before and
after the 5-minute session for 5 days, and then were 2 days of withdrawal, and
finishing the animals received vehicle before the session for the final test of 30
minutes. Experiment 2 consisted of 3 phases: induction phase, where everyone
received vehicle before the 5-minute session after 4 groups received a vehicle
and 4 groups received morphine 10 mg/kg for 5 days; counterconditioning phase,
in which all received vehicle before the 5-minute session, and after 4 groups
received the vehicle and 4 groups received apomorphine 0.05 mg/kg, and part of
the animals received treatment immediately after the session and another part
received 15 minutes after the session for 5 days. After 2 days of withdrawal, a

one-day conditioning test was performed, in which the animals received a vehicle



before the 30-minute session, showing that in the groups that used the
counterconditioning protocol immediately after the session, the locomotor
response was reduced. The results showed that the novelty initially arouses
exploratory behavior of the animal occurring decline with habituation and that the
new environment acts as a reinforcement associated with the use of morphine,
intensifying the conditioned and sensitized locomotor response.
Counterconditioning can be an important tool in the chemical dependence

treatment protocol.

Keywords: chemical addiction, pavlovian trace conditioning, novelty,

counterconditioning, morphine.
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1. INTRODUCAO

A dependéncia quimica € uma doenca cronica, progressiva e com
elevado potencial para recaida entre os individuos dependentes. (BASTOS,
2014; ZOU, 2017). Alteracbes em sistemas mediados por varios
neurotransmissores, como dopamina e peptideos opioides, estao relacionadas
a vulnerabilidade da recaida na dependéncia quimica em humanos (UNODC,
2019). Dados atuais sobre os numeros de usuarios de drogas como morfina, feito
pelo UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime), sugerem que o cenario
mudou pouco nos ultimos anos e que o consumo de opioides ainda € de grande
prevaléncia, permeando em torno de 0,6% da populacdo global, afetando
pessoas de idades entre 15 e 64 anos. De 2013 a 2017, a taxa de mortalidade
por overdose aumentou significativamente, representando cada vez mais uma
ameaca a saude do individuo dependente e da sociedade (UNODC, 2019).

As drogas psicoativas produzem neuroadaptacdes neurais, e atuam nas
vias dopaminérgicas de recompensa e prazer no sistema nervoso central,
alteram o sistema de motivacédo e produzem a sensacdo de prazer, podendo
levar ao uso compulsivo da substancia de abuso. A manutencdo no uso das
drogas ocorre em funcédo de diversos motivos como a predisposicao genética,
perfil psicoldgico, contexto sociocultural e exposicdo ao farmaco. A dependéncia
se instala quando as substancias conseguem transformar, estimulo contextual
contiguo em estimulo condicionado e de incentivo, responsaveis por motivar e
manter comportamentos de dependéncia.

As pistas contextuais continuamente associadas ao uso de substancia
psicoativa ou de abuso adquirem propriedade de incentivo, reforcando a
utilizacdo das mesmas. Devido ao aumento da atividade da dopamina no sistema
mesolimbico e mesocortical, uma futura exposicdo ao ambiente associado a
droga pode ser suficiente para evocar uma resposta condicionada mesmo sem
a administracdo da substéncia de abuso. Alguns estudos caracterizam a
dependéncia quimica como uma doenca que envolve aprendizagem e memoria.
Apés consolidacdo desse aprendizado, através da memoria, o ambiente
influencia o individuo para a recaida (PAVLOV, 1927). O’Brien (1975), em
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conjunto com Wikler (1973), alertaram sobre os efeitos do condicionamento no
processo da dependéncia.

O condicionamento € um fator relevante na dependéncia quimica,
considerado um tipo de aprendizagem associativa, ha qual uma mudanca
comportamental é expressa pelo individuo como resultado de sua interagdo com
0 ambiente (SANCHIS e SPANALGEL, 2006). Drogas de abuso frequentemente
induzem o condicionamento associadas aos ambientes. As drogas psicoativas
estimulam as vias dos sistemas dopaminérgicos mesolimbico e mesocortical, e
a presenca do hipocampo nesse sistema € responsavel pelo aprendizado e
memoria, favorecendo a dependéncia quimica. E fato que associacées de droga
x ambiente tém papel chave na dependéncia quimica e recaida.

Outro processo envolvido no uso repetido de drogas psicoativas € a
sensibilizacdo comportamental, que é um tipo de aprendizagem nao associativa
caracterizada por um modelo de neuroplasticidade, e os estimulos promovidos
pelas substancias psicoativas transformam estes estimulos simples em grandes
incentivadores ao vicio e a recaida, sendo intensificados em caso de pistas
contextuais associadas com a droga, fatores importantes na manutencao da
dependéncia quimica (ROBINSON e BERRIDGE, 1993; BENINGER e MILLER,
1998).

Todos os animais, inclusive o homem, reagem a eventos em seu
ambiente, promovendo respostas de acordo com a natureza dos estimulos.
Estudos consideram a habituagdio como a forma mais elementar de
aprendizagem nao associativa, produzindo diminuicdo na resposta causada pela
repeticdo de um estimulo. Pesquisas sugerem gue o ambiente novo exerce um
efeito de reforco no uso de drogas de abuso, atuando como motivacado pela
busca da recompensa despertada pelo fator da novidade (TODOROV, 1991;
SATO, 1995). Alguns estudos relataram que a resposta locomotora induzida pela
cocaina em ambientes novos comparada a ambientes familiares foi bem maior,
com alteragOes cerebrais duradouras (CAREY et al., 2008). A novidade reforga
a resposta condicionada produzida por drogas psicoativas (XIGENG et al.,
2003).

A morfina € um opiaceo utilizado para controlar dores severas e apresenta
fortes efeitos nos sistemas de recompensa. A morfina se liga aos receptores u

BN

(mu) opioides que estdo acoplados a proteina G, e reacdes subsequentes
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ocorrem culminando com a inibigao da liberacdo de alguns neurotransmissores,
como o GABA, que com sua acao inibitéria propicia um aumento da dopamina
nas vias mesolimbicas e mesocorticais (CHEN et al., 2015; MORI et al., 2016).

Recentemente, em estudos realizados pelo nosso grupo do laboratorio,
verificou-se que a morfina produz resposta condicionada ao aumento da
atividade locomotora em breves exposi¢cées no ambiente de teste, utilizando
protocolo de condicionamento de traco (OLIVEIRA et al., 2019). Outros estudos
recentes do nosso laboratério demonstraram a capacidade da apomorfina, na
dose de 0,05 mg/Kg, de atenuar uma resposta locomotora condicionada e
sensibilizada produzida previamente por morfina 10 mg/kg (LEITE JUNIOR et
al.,, 2019), como também Santos e colaboradores (2018) relataram que
apomorfina em baixa dose (0,05 mg/kg) administrada imediatamente apds a
sessdo experimental atenuou resposta locomotora dos animais, sugerindo
reducdo da atividade de dopamina durante a consolidacdo da memoria.

Adicionalmente, estudos do nosso laboratério demonstraram que o
contracondicionamento € um método terapéutico, eficaz no tratamento de
recaidas por drogas de abuso que utiliza, através de um novo processo de
aprendizagem com nova associacao, a substituicdo de uma resposta prévia por
uma resposta nova e oposta. Nesse contexto, partimos da premissa que uma
resposta condicionada induzida por morfina, a partir de breves testes em
ambiente novo, utilizando o condicionamento de traco, poderia ser substituida
por uma resposta hipolocomotora, utilizando o protocolo do
contracondicionamento com apomorfina em baixa dose.

Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar a associacdo da novidade
ambiental como refor¢cadora na aprendizagem associativa, como potencialmente
importantes nos processos de comportamento condicionado promovido pelas
drogas de abuso, como também, o protocolo de contracondicionamento como
método de atenuar resposta locomotora condicionada pela morfina, utilizando a

apomorfina 0,05 mg/kg.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Verificar o efeito da novidade no desenvolvimento e na expressédo do
condicionamento e sensibilizacdo e, também, o papel da inibicAo dopaminérgica

na expressao do condicionamento produzido por morfina.

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do ambiente novo no desenvolvimento de uma resposta
locomotora sensibilizada e na expressdo de uma resposta locomotora
condicionada produzida por morfina na dose de 10 mg/kg, utilizando-se um

modelo de condicionamento Pavloviano de traco;

e Avaliar se a utlizagdo de um protocolo de contracondicionamento com
apomorfina 0,05 mg/kg atenuard uma resposta locomotora condicionada por

morfina 10 mg/kg.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CONDICIONAMENTO PAVLOVIANO

O condicionamento é descrito como um meétodo de aprendizagem onde
ocorre uma variagcado comportamental dos sujeitos pela influéncia de sua relacéo
com o ambiente (BEAVER, 2001).

Pavlov, fisiologista russo, foi quem presumiu no ano de 1927, que o
aprendizado se embasava no condicionamento. Seu experimento fundamentou-
se pela observacéo de um cédo diante de um estimulo neutro (EN), o som de uma
sineta, que era associado a apresentacdo de comida, sendo a comida um
estimulo incondicionado (El). Pavlov tocava o sino, apresentava a comida e
observava os efeitos como a sialorreia, sendo este um comportamento inato sob
a condicdo da visdo da comida, na qual chamou inicialmente de resposta
incondicionada (RI). ApGs repetidas associacfes (sineta + comida) o animal
passou a salivar apenas com o som da sineta. Pavlov percebeu ao longo do
experimento, que outros estimulos poderiam promover esses efeitos como a luz,
o odor, o barulho dos passos dele e o toque na pele. O estimulo que inicialmente
era neutro, pois gerava uma resposta inespecifica, ndo produzia sialorreia e
tornou-se um estimulo condicionado (EC); e a salivacéo, induzida pelo som da
sineta, tornou-se uma resposta condicionada (RC) (PAVLOV, 1927; GANTT,
1927; MCKIN, 2013; CAREY et al., 2014).

O condicionamento pode ser classificado por duas linhas:
condicionamento classico ou pavioviano, e outra nomeada condicionamento
operante ou instrumental. Tanto o condicionamento classico quanto o operante
sdo considerados processos de aprendizagem associativa e € sob essas
condicbes que o animal pode aprender uma nova resposta (SANCHIS e
SPANALGEL, 2006).

O condicionamento operante € um meétodo de aprendizado que ocorre
através de recompensas e puni¢des para o comportamento. Assim, o sujeito age
sobre o ambiente, de modo a gerar consequéncias (SANCHIS e SPANALGEL,
2006). Nesse condicionamento, ha a necessidade de se ter a resposta para que
possa liberar o EI (CAREY et al., 2014), com chances de aumento de recidivas

de um determinado comportamento cujas consequéncias sejam apraziveis, fato
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comum de acontecer em casos de administracdo ativa de usuarios de cocaina,
intensificada pelas sensacoes prazerosas (BASTOS, 2014; SANTOS, 2015).

O condicionamento classico € um meétodo inconsciente e interessante para
estudos de aprendizagem, memoéria e emocdo em animais (BOUTON e MOODY,
2004). E um recurso utilizado para a aprendizagem que requer a obtencdo e o
acumulo de conhecimentos com valores emocionais e relacionados com
alteracdes comportamentais (NEES et al., 2015). Nesse condicionamento,
emparelham-se dois estimulos com apelos diferentes, um incondicionado e outro
condicionado, aplicados num prazo de tempo proximo e repetidas vezes, e como
produto obtém-se uma resposta comportamental equivalente ao ElI (CAREY et
al., 2014). E uma forma de aprendizagem que associa a relagéo entre o estimulo
ambiental neutro a resposta incondicionada. Nesse processo, uma resposta
espontanea € associada aos estimulos considerados neutros de forma repetitiva.
Ao ser apresentado sozinho, o estimulo neutro é capaz de produzir uma resposta
semelhante a resposta espontanea (BASTOS, 2014; SANTOS, 2015). A rotina
na administracdo crénica de medicamentos sugere o desenvolvimento de uma
resposta condicionada, sendo que essa resposta pode atuar como refor¢cadoras
na sensibiliza¢éo induzida pelos medicamentos, 0 mesmo ocorrendo no caso de
consumo de drogas de abuso (EIKELBOOM e STEWART, 1982).

O condicionamento pavloviano, ou classico € classificado em
condicionamento de traco e de atraso diferindo na relagdo temporal de
apresentacdo dos estimulos incondicionados (El) e estimulos condicionados
(EC). Ambos promovem uma aprendizagem associativa, mas empregam
substratos neurais diferentes. O condicionamento de atraso ocorre quando ha
uma sobreposi¢cdo dos estimulos, no qual a apresentacdo do El antecede a
apresentacdo do EC e ambos os estimulos persistem juntos por um periodo,
sendo finalizados no mesmo momento. Aplica-se o tratamento com a droga (El)
antes de o animal ser colocado na arena teste. Assim, o animal experimenta os
efeitos da droga no ambiente teste (CAREY et al., 2014).

No condicionamento de traco ha uma diferenca do momento da
apresentacao dos estimulos. Pavlov apontou que neste tipo de condicionamento,
o EC é apresentado e finalizado e posteriormente El é exibido. O intervalo entre
as duas apresentacOes deve ser breve a ponto de formar uma associacio
(KRYUKOV, 2012; CAREY et al., 2014; SANTOS et al., 2017). Ocorre a
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implantacdo de intervalo de tempo ou, também, denominado de intervalo de
tracos entre a exposicado do EC e a apresentacdo do El (COONOR e GOULD,
2016). Pavlov revelou que neste modelo de condicionamento hd um traco
discreto transitério do EC que persiste no sistema nervoso central, podendo se
associar ao El (KRYUKOQOV, 2012; CAREY et al., 2014; SANTOS et al., 2017).
Pavlov (1927) argumentou que a aprendizagem associativa no condicionamento
de traco decorre de um resquicio de estimulo no sistema nervoso, que sobrevive
num tempo adequado e que nao desaparece com o fim do estimulo fisico
(PAVLOV, 1927, apud KRYUKOV, 2012).

A variacdo de tempo de apresentacao dos estimulos modifica a for¢a da
associacdo do EC e El, ocorrendo uma diminuicdo da resposta condicionada
(RC) a medida que o intervalo temporal aumenta (PAVLOV, 1927). Apesar de
utilizarem mecanismos associativos diferentes para aprendizagem, o
condicionamento de traco e o condicionamento de atraso geram respostas
comportamentais semelhantes (COONOR e GOULD, 2016). No
condicionamento classico de atraso ocorre a constatacao do efeito da droga no
ambiente teste, na associacdo direta do El com o EC. Entretanto, no
condicionamento classico de traco, a avaliacdo da acao da droga associada ao
ambiente ndo sdo experimentadas de maneira imediata e, sim, em testes ou
exposicoes subsequentes (OLIVEIRA et al., 2019).

Alguns trabalhos de nosso laboratorio demonstraram que com a aplicacéo
do farmaco apomorfina, que € um agonista dopaminérgico, imediatamente apés
o término da sessdo experimental, ocorreu o desenvolvimento de uma resposta
locomotora condicionada e sensibilizada (BASTOS et al., 2014; SANTOS et al.,
2015).

Pesquisas no nosso laboratério com apomorfina, utilizando o
condicionamento classico de traco, demonstraram que os efeitos observados
asseguram a consolidacdo dos processos atraves da memoria. Experimentou-
se a apomorfina nas doses de 0,05mg/Kg, que apresenta uma acao inibitoria na
locomocéo (acdo autoreceptora), e na dose de 2,0mg/Kg, que aumenta a
atividade locomotora do animal (acdo poés-sinaptica). Ambos os tratamentos
foram aplicados imediatamente apds o animal passar pela sesséo de teste num
ambiente novo. Os resultados demonstraram uma hipoatividade locomotora da

apomorfina de 0,05mg/kg e a hiperatividade para apomorfina de 2,0mg/Kg.
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Nesse experimento separou-se um grupo para receber o tratamento apos 15
minutos de saida do ambiente-teste. Os animais desse grupo ndo manifestaram
alteracdo na atividade locomotora, apresentando um comportamento locomotor
similar ao grupo que recebeu apenas solucéo salina. Vale ressaltar que esses
resultados se aplicaram para os testes no qual o ambiente representava uma
novidade. Quando o ambiente € previamente habituado aos ratos,
subsequentemente, os tratamentos apds o teste na arena ndo sdo capazes de
gerar uma resposta condicionada (DAMIANOPOULOS e CAREY, 1992;
BASTOS et al., 2014; LEITE JUNIOR et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

E aceitavel que o condicionamento de atraso com estimulos pontuais
condicionados promova suas acfes através de mecanismos cerebelares,
qualificados como area de aprendizagem reflexiva, ao passo que o mecanismo
envolvido com o condicionamento de traco seja através do coértex pré-frontal e
hipocampo, regides envolvidas com comportamentos voluntérios (CAREY et al.,
2014; SANTOS, 2015).

Na dependéncia quimica ha a associacao dos efeitos da droga de abuso
(El) com o ambiente (EN), e com a repeticao dessa associa¢cdo, o0 ambiente sera
capaz de produzir os efeitos da droga mesmo sem sua presenca (BASTOS,
2014). Robinson e Berridge (1993) afirmaram que as lembrancas das pistas
contextuais associadas ao uso de drogas de abuso sédo gatilhos para a
modulagdo do condicionamento comportamental.

E comprovado que o uso repetido de drogas psicoativas provoca
sensibilizacdo com compulsdo associada aos estimulos ambientais e ao
aumento dos efeitos das drogas (CAREY et al., 2014). Incentivos contextuais
condicionados sao capazes de atuar como uma alavanca no individuo e
estimular o desejo pelo consumo da droga mesmo apos longos periodos sem
consumo.

Bevins e Bardo (1999) relataram que no experimento, no qual ratos e
camundongos experimentaram repetidamente dois ambientes neutros
diferentes, pareados, com momentos de uso de drogas e sem uso de drogas, na
fase pds-condicionamento, na qual o animal poderia escolher o local que poderia
ficar. O favoritismo ficou para o local da caixa que anteriormente foi associada
ao uso de drogas de abuso como cocaina, morfina, anfetamina, entre outros.

Além disso, Ehrman e colaboradores (1992) relataram que, em estudos, 0s
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histdricos de incentivos associados ao uso de drogas de abuso estimulam
respostas subjetivas e fisiologicas, 0 mesmo nao ocorrendo com 0 grupo
controle, no qual ndo recebia nenhuma droga.

Os efeitos promovidos pelas drogas psicoativas tém a participacdo nas
vias dopaminérgicas relacionadas com o circuito de recompensa, que quando
ativado por agonistas diretos, como a apomorfina, e por agonistas indiretos,
como metilfenidato, e associado aos estimulos do ambiente, torna o estimulo
ambiental neutro em condicionado, despertando o consumo e a busca pela droga
(CAREY et al., 2014).

A ativacdo da resposta locomotora condicionada as pistas contextuais
induzidas por drogas com acdo dopaminérgica, € objeto de estudo de varios
pesquisadores com o objetivo de esclarecer a modificacdo comportamental
desenvolvido pelo uso condicionado de drogas (ANAGNOSTARAS e
ROBINSON, 1996; CAREY e GUI, 1998; OLIVEIRA et al., 2019).

Kalivas e O’Brien (2008) dissertaram que os circuitos cerebrais sofrem
alteracbes pela interacdo intensa com as drogas de abusos utilizadas
associadas as pistas ambientais. A adaptacdo neuronal pode ser transitoria ou
duradoura, sendo que na condicdo duradoura ha caracteristica do vicio. O
organismo se reorganiza para executar as tarefas diante do aprendizado
estabelecido pelo condicionamento desenvolvido.

Estudos sobre os papeis desenvolvidos pelos neurotransmissores, como
atores importantes no desenvolvimento da memoéria e execucdo dos
comportamentos adquiridos, estdo bem evoluidos. Até certo ponto, essas
pesquisas advém da interacdo dos estudos sobre formas de aprendizado que
sdo estimuladas de forma natural, com os estudos sobre a dependéncia de
drogas, esta Ultima considerada como doenca crdnica. Através dessas
pesquisas postulou-se que o processo da dependéncia quimica abrange o
neurotransmissor dopamina. Na presenca dos estimulos relevantes, a dopamina
€ liberada nas vias mesolimbica e mesocortical, vias fundamentais para o
desenvolvimento e manutencdo dos processos de condicionamento e
sensibilizagdo, fundamentais na dependéncia quimica (BERRIGDE, 2007;
KALIVAS e O'BRIEN, 2008).
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3.2. CONTRACONDICIONAMENTO

Conceitua-se contracondicionamento uma forma de tratamento que se
baseia nos principios do condicionamento classico, na qual busca a substituicdo
de respostas negativas desencadeadas por algum estimulo, por respostas
positivas (BAEYENS et al., 1992). Trata-se do condicionamento de uma resposta
contraria ao estimulo inicialmente recebido, produzindo uma nova associacao e
posteriormente um novo processo de aprendizagem (BASTOS, 2014).

Newall e colaboradores (2017) demonstraram em seus estudos que o
contracondicionamento e a extingdo sdo dois métodos comportamentais que
podem contribuir no tratamento do medo aprendido. Setenta e duas criancas
participaram desse experimento, com idade entre 7 a 12 anos. Aos participantes
foi apresentado imagens de dois animais nao familiarizados na tela do
computador, etapa que correspondeu a fase de inducdo do medo. Um desses
animais foi associado a uma foto de uma pessoa assustada, enquanto ao outro
animal nada foi associado. Para a fase seguinte os participantes foram
separados em trés grupos, sendo que: o primeiro grupo passou pelo teste de
contracondicionamento, no qual o animal fora emparelhado com uma pessoa
com um sorriso no rosto; o segundo grupo passou pelo teste da extingédo, no qual
o animal fora apresentado sem rosto assustado; e o terceiro grupo era o grupo
controle, que n&o recebeu nenhum teste que reduzisse o medo. Neste teste o
contracondicionamento mostrou-se mais eficaz em reduzir o medo do que o
processo da extingdo. O contracondicionamento emparelhou o estimulo
condicionado temido com um resultado positivo. Apds repetidos
emparelhamentos positivos, houve um declinio no medo, substituido por uma
resposta positiva. O tratamento pelo contracondiciomento mostrou-se mais
eficaz que o tratamento pela extingdo, porque pode aumentar e aprofundar a
extingdo pela apresentacdo da resposta positiva.

Um estimulo condicionado emparelhado inicialmente com um estimulo
incondicionado, ao ser associado a um estimulo incondicionado com efeito
oposto ao anterior, efeito aversivo, responde de maneira oposta, com reversao
da resposta condicionada inicial (JEFFS e DUKA, 2019).

Matos e colaboradores (2011) apuraram, através de suas pesquisas, que
o meétodo do contracondicionamento foi capaz de impedir a expressao da
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resposta locomotora condicionada pela apomorfina 2,0 mg/kg. Incialmente,
nessa pesquisa, 0s animais receberam apomorfina 2,0 mg/kg por cinco dias
consecutivos, configurando a fase da inducdo. Posteriormente, os animais
passaram por um teste de condicionamento e sensibilizacdo. Os valores de
locomocéao observados demonstraram que a apomorfina 2,0 mg/kg estimulou a
atividade locomotora e também produziu condicionamento e sensibilizacdo
locomotora. Na fase seguinte, fase reversa ou teste de contracondicionamento,
administrou-se em alguns animais apomorfina na dose de 0,05 mg/kg, pois em
doses baixas a apomorfina induz a diminuicao da atividade locomotora (BRAGA
etal., 20092, 2009b; CARRERA et al., 2013; BASTOS et al., 2014). Os resultados
expressaram a diminuicdo da atividade locomotora pela apomorfina na dosagem
de 0,05 mg/kg, contudo ndo alterou a locomocéo sensibilizada pela apomorfina
no grupo que recebeu a dose de 2,0 mg/kg. O uso do método do
contracondicionamento € oportuno para tratamento de desejos incontrolaveis,

como no tratamento pelo uso de substancias de abuso.
3.3. SENSIBILIZAQAO COMPORTAMENTAL

Um aspecto marcante na utilizagcdo de drogas psicoativas utilizadas de
forma repetida é a exacerbacdo das respostas excitantes. Esse fato € uma
consequéncia da sensibilizacdo comportamental oriunda de razdes diferentes e,
dentre elas, a adaptacdo neuronal com mudancas na sensibilidade dos
neurotransissores e, também, no sistema de aprendizagem, despertada pelo
condicionamento classico de Paviov (ROBINSON e BERRIDGE, 1993; BRAGA
et al., 2009%;, CAREY et al., 2014; SANTOS et al., 2015; OLIVEIRA, 2019).

A exposicao as drogas de abuso acarreta alteracdes no sistema neural
promovendo sensibilizacdo comportamental ou tolerancia reversa (ROBINSON
e BERRIDGE, 1993; VANDERSCHUREN, 2001). A sensibilizacdo
comportamental é caracterizada pelo aumento de uma determinada resposta
comportamental quando se administra a mesma dose de uma droga
repetidamente. Em roedores, o desenvolvimento de sensibilizacdo é observado
com o aumento da locomocdo e comportamentos rotacional e estereotipado
(BASTOS, 2014; SANTOS, 2015). A sensibilizagéo pode ser duradoura, induzida

pela repetida exposicdo as drogas psicoativas, como por exemplo, cocaina e
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anfetamina (VANDERSCHUREN, 2001). A sensibilizagdo torna-se um gatilho
para o uso abusivo, desencadeando uma busca compulsiva pela droga, na
procura pelo prazer promovido por ela. Gradualmente, o sistema dopaminérgico
é sensibilizado (ROBINSON e BERRIDGE, 1993).

A sensibilizacdo € um processo de aprendizagem ndo associativo,
entretanto é potencializada quando ocorre em conjunto com 0 processo de
condicionamento (STEWART e BADIANI, 1993; MCKIN, 2013). Na condicao de
desenvolver a sensibilizacdo comportamental apenas no ambiente que recebe a
droga, concluiu-se que essa sensibilizacdo € especifica do contexto
(ANAGNOSTARAS e ROBINSON, 1996).

Além disso, a sensibilizacdo demonstra ser uma reproducéo da tolerancia,
contudo, a resposta produzida ndo é uma resposta contraria a acdo da droga, e
sim uma resposta condicionada e semelhante a droga (MCKIN, 2013). Alguns
autores afirmaram que a sensibilizacdo em ratos a droga pode promover reacdes
por até mais de 1 ano, e que pode acontecer um aumento da sensibilizagcdo com
o passar do tempo (ROBINSON e BERRIDGE, 1993).

Robinson e Berridge (1993, 2008) postularam que os efeitos que
estimulam o consumo da droga e suas dicas contextuais apresentadas de
maneira repetitiva tornam-se mais intensas em decorréncia do aumento da
atividade da dopamina no sistema mesolimbico e de adaptacées neuronais no
sistema cerebral, responsaveis pela adequacao aos efeitos motivacionais. Com
0 passar do tempo, a droga adquire um grande valor, tornando-se um reforcador
positivo.

Volkow e colaboradores (2007, 2011) demonstraram que drogas de abuso
excitam o sistema mesolimbico, e, por conseguinte, a liberacdo de dopamina,
que apresenta uma expressao significativa no processo da dependéncia
quimica. Dentro desse grupo de substancias, a anfetamina, cocaina, morfina,
heroina e &lcool despertam uma elevacdo de concentracdo de dopamina no
ndcleo accumbens, aumentando o impacto no estimulo associado as drogas de
abuso e intermediando os incentivos de refor¢go agudo a droga (MCKIN, 2013).

As drogas psicoativas e as drogas de abuso alteram a neurotransmissao
dopaminérgica. O comportamento do animal apds exposi¢cdo de forma repetida
as drogas psicoativas, ou até mesmo o estresse, € alterado com manifestagédo

da elevacéo das respostas comportamentais e neuroquimicas. Presume-se que
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no periodo da exposicdo continua, ocorra uma estimulagdo constante da
dopamina no VTA, onde suscita uma série de reacdes moleculares e alteragédo
na neuroplasticidade que culmina com a liberagdo aumentada de dopamina.
(BOLEIAU et al., 2007).

No trabalho desenvolvido por Vigano e colaboradores (2003), testou-se a
sensibilizacdo comportamental do agonista opioide, morfina, em roedores, para
avaliacao da resposta comportamental por exposi¢ao ininterrupta. A resposta foi
0 aumento da atividade locomotora apresentada pelos roedores caracterizando
uma sensibilizacdo comportamental, o que difere da tolerancia, na qual a
resposta seria a diminui¢édo do efeito excitatorio da morfina (VANDERSCHUREN
et al., 1997).

Os resultados da sensibilizacdo comportamental estimulada pela acdo da
apomorfina demonstraram respostas com aumento da locomocéo
condicionadas, mas num contexto especifico (BLOISE et al., 2007; BRAGA et
al., 20092, 2009b; MATOS et al., 2011; DIAS et al., 2010; BASTOS et al., 2014;
SANTOS et al., 2017). Os efeitos condicionados ndo se apresentam apenas pelo
acumulo da droga ou pelo comprometimento do seu metabolismo, mas
contemplam também alterac6es moleculares (SANGUEDO et al., 2014, apud
OLIVEIRA, 2019).

O grupo de pesquisa de nosso laboratorio desenvolveu experimentos que
avaliaram a sensibilizagdo comportamental e condicionamento de animais
produzidos pela apomorfina na dose 2,0mg/Kg, administrada de forma repetida.
Observou-se uma mudanca no comportamento dos animais com aumento da
atividade locomotora. Fato este explicado pela caracteristica da apomorfina, que
na dose de 2,0mg/Kg atua preferencialmente nos receptores dopaminérgicos D1
e D2 pés-sinapticos (CAREY et al., 2008; BRAGA et al., 2009ab; MATOS et al.,
2011; CARRERA et. al., 2011, 2012, 2013; BASTOS et al., 2013).

O uso abusivo com administracdo repetida de opiaceos, associado as
pistas contextuais, desperta a sensibilizacdo comportamental nas
administragcbes subsequentes, e sendo dessa maneira, a sensibilizacao
desenvolvida ndo é atribuida exclusivamente a acédo farmacologica direta do
opiaceo, mas também aos aprendizados associados (MARTTINGLY et al.,
1997). Estabelecida a sensibilizacdo comportamental, as neuroadaptacdes

surgem e, para efeito de tratamento de recaidas, se faz necessario interromper
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a associacao das pistas contextuais e o uso de drogas (VEZINA e LEYTON,
2009). Childress e colaboradores (2008) postularam que durante a abstinéncia,
usuarios relatam que ao visitar o local onde normalmente administravam a droga,

era despertado o desejo pelo consumo da droga.

3.4. NOVIDADE E HABITUACAO

O processo de habituacdo ocorre apds a exposicao a repetidos estimulos
que gradualmente tornam-se insignificantes e deixam de ser novidade. A técnica
de habituacéo é utilizada em protocolos de experimentos que buscam avaliar
processos de aprendizagem e memoria (SANTOS, 2019).

O ambiente novo desperta um comportamento de motivacao pela busca
da recompensa pela novidade (XIGENG et al., 2003). Um fator importante para
a habituacdo é o numero de vezes de exposi¢cdo do animal. O ambiente novo
promove um maior estimulo na atividade locomotora do grupo controle, o que
dificulta inicialmente a avaliagdo com 0 grupo tratamento. Apos o ambiente
tornar-se familiar, ocorre um declinio na locomog&do do animal (CAREY et al.,
2014).

Bardo e Bevins (2000) destacam que através do modelo experimental da
Preferéncia Condicionada por Lugar (PCL), baseado no condicionamento
aprendido, h4 como medir os efeitos reforcadores positivos e os reforcadores
negativos. Considera-se positivo quando o animal tem uma preferéncia por um
determinado lugar, no qual comumente esta associado a algum estimulo de
recompensa e, negativo quando ha um comportamento aversivo ao local
associado a alguma substancia. Relataram também que pesquisas que
apresentaram uma variedade grande de estimulos, como por exemplo, comida,
agua, fluidos, doces, entre outros, tiveram a preferéncia dos animais. Essa
preferéncia aconteceu pela novidade que representou esses estimulos e
alteraram o estado motivacional do animal. Esse relato comunga com trabalhos
de outros pesquisadores que afirmaram, apds outras pesquisas, que estimulos
novos apresentam propriedades de recompensa (PIERCE et al., 1995; BARDO,
et. al.,1996).

Roedores expostos para analises de comportamento demonstraram

inicialmente uma capacidade exploratoria pelo novo ambiente, com motivacao
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para desbravar esse ambiente e, posteriormente, depois de repetidas
apresentacoes, houve perda do estimulo pela novidade (CERBONE e SADILE,
1994).

O ambiente novo ou familiar exerce um papel relevante para os estimulos
produzidos pela cocaina em teste de ambientes. Alguns estudos demonstraram
gue os incentivos de locomocéao induzidos pela cocaina em ambientes novos
comparados a ambientes familiares sdo bem maiores. Além disso, ao aplicar a
mesma dose de cocaina ou outra substancia psicoativa e expor os animais a
ambientes novos e altamente familiares, o estimulo do ambiente novo despertou
maior atividade de locomocéo. A associacdo de ambiente novo e tratamento com
drogas psicoativas expde o cérebro a alteracdes duradouras (CAREY et al.,
2008).

Experimento com ratos, no qual o animal teve oportunidades de contatos
repetidos com objetos em dois ambientes diferentes demonstraram um
incremento do favoritismo pelo ambiente emparelhado com a novidade. A
novidade gera o estimulo nas vias mesolimbica e mesocortical, circuito da
recompensa e prazer que, associado ao ambiente, justifica a preferéncia e
produz aumento na resposta condicionada (BEVINS, 2002). O mesmo
comportamento nao ocorre caso ocorra habituacdo aos objetos que antes eram

“novos”. O interesse pela novidade nao é despertado (DAI et al., 1995).

Dai e colaboradores (1995) postularam que numa primeira exposi¢cao de
um animal em teste de campo aberto, a colocacao de um objeto na Zona Central
(ZC) nao interfere nas suas entradas e permanéncia nessa area do local de teste.
Caso o animal seja exposto ao campo de teste por mais tempo, tornando-o mais
familiar, a presenca de um objeto na ZC, aumenta a visita do animal nessa area.
Essa € uma forma de se medir positivamente a habituacédo do animal ao campo
de teste. E esse tipo de estudo é importante para as pesquisas em
neurotoxicidade de drogas, através dele permite-se avaliar ao mesmo tempo

efeitos do tratamento na atividade motora, na atencéo a um objeto e memoria.

Drogas psicoativas como anfetamina e cocaina, em ambiente de livre
escolha, despertam um efeito de recompensa manifestado através da atividade

locomotora relativa a novidade. A morfina, testada em grupos de ratos jovens e
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adultos, em campo aberto emparelhado, com ambientacdo prévia e na
exposicdo de uma novidade, demonstrou também o efeito condicionado da

droga com a busca acentuada pela novidade (XIGENG et al., 2003).
3.5. CONSOLIDACAO E RECONSOLIDACAO DA MEMORIA

A memoria é um processo relacionado com varias funcdes como executiva
e aprendizado. Gera no individuo a capacidade de adquirir, armazenar e evocar
informacdes das mais simples, como o local que guardamos algo, ou até as mais
complexas, como memorizar nimeros de senhas de locais variados (MOURAO
JUNIOR e FARIA, 2015). A capacidade de armazenar diversas informagdes e
experiéncias vividas € uma técnica que ocorre de maneira evolutiva e que
permite que ao longo da vida se possa buscar esses dados, lembrancas e
recupera-las (BASTOS, 2014). A memoria é construida por uma colegdo de
grupos de memoria com rubricas moleculares, celulares e sistémicas (NADER,
2003). E um processo de etapas com aquisicdo, consolidacédo e recuperacéo
(SZAPIRO, 2002; IZQUIERDO, 2011). Concede aos individuos vantagens
adaptativas quando os tornam capazes de comparar experiéncias vividas
anteriormente com situacbes atuais, podendo, portanto, avaliar o
comportamento mais adequado a ser expresso (SANTOS, 2019).

Cada individuo apresenta sua capacidade mneménica, com condicfes de
conquistar, preservar e recuperar as informacdes. Trata-se de um processo na
qual as experiéncias transformam-se em aprendizado, ficando arquivado ou néo,
de forma permanente na memoéria (NADER et al., 2003; DE MELLO BASTOS,
2014). As regides do hipocampo e amigdala com suas conexfes com 0
hipotdlamo e o talamo controlam grande parte do arquivamento e da
recuperacdo das memoérias (OLIVEIRA, 2019). A concentracdo de substancias
neurotransmissoras como a dopamina, serotonina e noradrenalina influenciam a
aquisicdo da memodria, com funcdo principal de favorecer o processo de
formacado dessa memdria. Sendo assim, em situacdes de instabilidade em suas
concentracbes, pode haver uma alteragdo na forma como a memoria sera
consolidada, podendo inclusive inibir a sua formagao (SANTOS, 2019).

O processo da memoaria inicia-se com a fase do aprendizado, também

chamado de codificacdo ou fase da aquisicdo, que representa 0 momento em
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que as informacdes séo recebidas (estimulo) e armazenadas no sistema de
memo©ria de curto prazo, seguida da fase da estabilizagdo, momento no qual as
informacdes sdo consolidadas e, para que se mantenham, devem ser
armazenadas como memoria de longa duragcédo (DUDAI, 2004). No momento em
que uma memaria estd sendo consolidada, a mesma se torna labil e propicia a
interferéncias farmacolégicas e comportamentais. Existe um intervalo entre o
momento da aquisicdo da memoria e seu armazenamento chamado de janela
da consolidacdo (SANTOS, 2019). Posteriormente, ocorre a fase do
arquivamento das informacdes e, por fim, a fase da recuperacdo na qual a
evocagdo pode ser consciente ou ndo, e por mecanismos especificos, o
conhecimento ou aprendizado podem ser recuperados. E um sistema dinamico
(NADER, 2015).

Alguns tratamentos como administracao de injecdes sistémicas podem
interromper a formacdo da memoria de longo prazo, mesmo aplicados dias
depois. Alguns desses tratamentos usam substancias que bloqueiam a traducéo
do RNAm em proteinas, portanto a consolidagdo da memaoria € um processo que
tem a participacéo na sintese proteica nos neurénios (NADER et al., 2000). Um
experimento feito por Schafe e LeDoux (2000) avaliou a presenca do processo
de consolidacdo de memoria no medo auditivo, utilizando a substancia
anisomicina (um inibidor de sintese de proteinas), infundida na amigdala lateral
e basal (LBA), e logo apds o aprendizado, a meméria de curto prazo manteve-
se inalterada, mas a memoéria de longo prazo ficou comprometida. Porém,
qguando a infuséo foi aplicada ap6s 6 horas de aprendizado, a memoaria de longo
prazo permaneceu intacta.

A consolidacdo da memoaria € influenciada pelo intervalo de tempo entre a
aguisicao e a consolidagcéo da informacéo ou aprendizado, momento que ainda
se apresentam sensiveis e possiveis de serem alterados. Alguns tratamentos
para amnésia associam alguns reforcadores que contribuem na formacédo de
uma nova memoria, porém, atinge-se o resultado se a introducdo desses
reforcadores acontecer logo apds o aprendizado (NADER, 2015).

A sinapse é o local onde a informacéo € transmitida de uma célula para
outra, e o processo de aprendizagem promove alteracdes na eficacia dessa
transmissdo (NADER, 2015). A consolidagéo é a estabilizacdo progressiva da

memoria pos-adquirida, e ocorrem em dois processos: a consolidagéo sinaptica,
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que acontece imediatamente apds a sessao de aprendizado; e a consolidacao
do sistema, com um prazo um pouco maior para consolidar, dependente
inicialmente do hipocampo e, ap6s organizacdo, desfaz essa dependéncia
(DUDAI, 2004). No processo da aprendizagem e da consolidacdo da memoria
recente, sistemas cerebrais sdo ativados através da amigdala lateral e basal e
suas ligagbes com outras regides cerebrais, em conjunto com estimulo
noradrenérgico, onde havera a regulacdo do processo da consolidacdo da
memoria. Esse sistema modulador regula também outros recursos mnemaonicos,
como a aquisicdo, recuperacdo e extincdo da memoéria. O aprendizado e a
memodéria sao induzidos a partir de experiéncia e por sua vez definem a expressao
comportamental. As memarias podem ser aprimoradas com tratamento efetuado
durante a janela da consolidacéo, possibilitando avaliacdo do desempenho pelos
efeitos das drogas na memadria (ROZENDAAL e MCGAUGH, 2011).

A consolidagdo da memodria era considerada um processo de conversao
gue poderia durar de minutos a horas, no qual uma memoaria instavel passaria a
ser estavel, imune a degradacédo nos dias que se seguiam ou até mesmo em
anos (STICKGOLD e WALKER, 2005). Essa teoria foi revisada e chegou-se na
hip6tese de que uma memoria consolidada pode ser reavivada para um estado
transitorio, sensivel, podendo ser alterado (NADER, 2003). Esse processo é
chamado de reconsolidacdo da memoéria (STICKGOLD e WALKER, 2005).

A reconsolidacdo da memdéria ocorre apos a evocacdo da memoria
consolidada, que durante essa recuperacdo torna-se sensivel e pode ser
mantida, fortalecida ou alterada (TRONSON e TAYLOR, 2007). E a reativacdo
de memorias mais antigas e profundas. (DEBIEC et al., 2002), desestabilizando-
as e tornando-as vulneraveis as interferéncias (NADER e EINARSSON, 2010).
Proporciona uma alteracdo adaptativa, um retorno plastico da memdria, criando
uma oportunidade para atuar terapeuticamente, numa circunstancia de stress
pés-traumatico, como também no vicio das drogas de abuso. A reconsolidacdo
utiliza mecanismos diferentes, porém similares, que nao estédo envolvidos com a
consolidagéo (LEE, 2009) e sdo mais vulneraveis a ruptura (DUDAI, 2004). Ao
contrario da extingdo, a reconsolidacdo proporciona um efeito amnésico
persistente, com interferéncia no traco original da memoaria, ndo permitindo que

ocorra a recuperacao espontanea (SANTOS, 2019).
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Comportamentos persistentes na busca e consumo de drogas de abuso
insinua que o processo de aprendizagem e posterior consolidagdo na memoria
sao fatores que favorecem a recaida. O uso de drogas repetidas vezes inspira
circuitos neurais para fortalecer o aprendizado e a formacdo da memoéria. A
reducdo da associagdo da memdria com o uso da droga € um meio de quebrar
o ciclo da reincidéncia do consumo da droga. O comportamento recorrente para
o consumo de drogas também esta pareado com pistas contextuais, que
fortalecem a consolidacdo da memoria. A cada uso, memdarias sao reativadas e
reconsolidadas. A administracdo de agentes amnésicos préximo ao tempo de
evocacao da memaria pode interromper este ciclo e contribuir no comportamento
do sujeito na dependéncia quimica (SORG, 2012). A memodria consolidada é
evocada, e necessita de uma nova sintese de proteina para ser reconsolidada
(NADER et al., 2000).

Em nosso laboratério foram desenvolvidos trabalhos utilizando
apomorfina, uma droga psicomotora, agonista dopaminérgico D1 e D2, em um
modelo experimental de toxicodependéncia. Como resultado, observou-se que
a apomorfina na dose de 2,0mg/Kg gerou uma resposta locomotora
condicionada, bem como sensibilizada, reforgcando a associagao droga-ambiente
(BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009ab; DE MATOS et al., 2010; DIAS et
al., 2010; CARRERA et al., 2011, 2012, 2103). Esta mesma droga, apomorfina,
em doses baixas (0,05mg/Kg) € seletiva para autorreceptores D2, reduzindo a
atividade dopaminérgica. Estudos complementares foram feitos para avaliar a
atuacdo desta droga em doses baixas, em comportamentos condicionados e
sensibilizados. Os resultados mostraram que a apomorfina na dose de
0,0bmg/Kg, no processo da reconsolidacdo da memoéria, atenuou a

sensibilizagdo e o condicionamento (BRAGA et al., 2009?).

3.6. SISTEMA DOPAMINERGICO

A dopamina é uma catecolamina enddgena, um neurotransmissor de
grande importancia no aprendizado, cogni¢cdo, emocdo, motivacdo, afeto,
mem©ria, controle motor, como também coopera com a modulacdo cardiaca,

preservacao da atividade renal e motilidade gastrintestinal (MATSUMOTO, 2005;
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SALAMONE et al., 2005; GOODMAN e GILMAN, 2006). No entanto, a sua
funcdo mais pesquisada é a sua participagdo nos processos de “recompensa”
(SALAMONE et al., 2005). Produzida na substancia nigra, regido central do
cérebro, a partir da tirosina, aminoacido que pode ser sintetizado no figado a
partir de outro aminoacido, fenilalanina e também ser adquirido pela
alimentacdo. No citoplasma dos axdnios terminais, a tirosina € convertida em
Dihidroxifenilalanina (DOPA) com a participacdo da enzima tirosina hidroxilase.
A DOPA é convertida em dopamina com a presenca da enzima DOPA
descarboxilase, e encaminhada para as vesiculas sinapticas secretorias, para,
enfim, apdés um potencial de acéo, liberar a dopamina na fenda sinaptica e em
alguns casos no espaco extracelular (MCKIN, 2013).

Existem quatro vias no sistema dopaminérgico (Figura 1). A primeira via
chama-se sistema tuberoinfudibilar, via na qual a dopamina atua como
neurohorménio. Nesta via as células do hipotadlamo liberam dopamina
diretamente no sistema portal hipofisario, com a funcéo de inibir a liberacdo de
prolactina. Nas outras trés vias, a dopamina atua como neurotransmissor. No
sistema nigrostriatal as células do corpo do neurdnio se encontram na substancia
nigra, na regiao do mesencéfalo, e os seus axdnios sao projetados para duas
regides do estriado, ndcleo caudado e putamen. Nesta via, o papel da dopamina
€ regular o movimento motor e a degeneracao celular (BENINGER, 1983;
MCKIN, 2013; KATSUNG, 2017). A deficiéncia de dopamina neste sistema €&
uma das caracteristicas neuropatologicas da doenca de Parkinson (POEWE,
2017).
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DOPAMINERGIC SYSTEM

Mesocortical pathway- Mesolimbic pathway -
learning and memory emotions

Nigrostriatal pathway -

Tuberoinfundibular pathway motor regulation

regulation of prolactin

Figura 1: Sistemas dopaminérgicos. Fonte: Stahl SM. Essential Psychopharmacology of

antipsychotics and mood stabilizers; 1 st ed. Cambridge: Cambridge University Press; 2002.

Os outros dois sistemas sdo chamados mesocortical e mesolimbico, vias
nas quais os corpos celulares residem na Area Tegumentar Ventral (VTA) e seus
axbnios se prolongam ao cortex pré-frontal e ao nucleo accumbens e partes do
sistema limbico, respectivamente. Na via mesocortical, a dopamina esta
relacionada a compulséo e perda de controle no consumo de drogas de abuso,
e a via mesolimbica esté ligada ao sistema de recompensa e memoaria (SAAL et
al., 2003; NESTLER, 2004; SALAMONE et al., 2005; OLSON e NESTLER, 2007;
VOLKOW et al., 2011, MCKIN, 2013; KATSUNG, 2017).

O grupo de receptores dopaminérgicos inicialmente foi classificado como
D1 e D2 e foram considerados farmacologicamente, bioguimicamente e
fisiologicamente diferentes. A classificacéo foi ampliada para D1, D2, D3, D4, D5
(MISSALE et al., 1998; CAVALLOTTI et al., 2004), sendo distribuidos
principalmente no sistema limbico, compreendendo hipocampo e amigdala e,
também, nos nucleos accumbens e putamen, e tubérculo olfatério (WOOTEN,
1997; NESTLER et al., 2001; MCKIN, 2013; KATSUNG, 2017).

Os receptores sao divididos em grupos pela afinidade de perfis, sendo que
os receptores D1 e D5 compdem o grupo D1-like e os receptores D2, D3 e D4
compdem o grupo D2-like. Os receptores D2 sé&o distribuidos na substancia
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nigra, VTA e hipocampo, e sua ativacédo inibe a produc¢éo de AMPc e, além disso,
também desempenham o papel de autorreceptores (MISSALE et al., 1988;
BERKE e HYMAN, 2000; NESTLER et al., 2001; MCKIN, 2013; KATSUNG,
2017).

Os receptores D1, contrariamente ao receptor D2, ativam o sistema do
AMPc, pois estimula a acao da adenilato ciclase, tem participagdo importante na
memoria e no vicio de drogas em intervencdes nas patologias neuroldgicas.
Encontra-se principalmente no nacleo accumbens, putdmen e na amigdala, ao
contrario do receptor D2, que se encontra nessa regido em pouca quantidade.
Os receptores D3 sdo em menor quantidade, encontrados exclusivamente no
ndacleo accumbens, regido relacionada as fungbes emocionais,
comportamentais, cognitivas, mecanismos de recompensa, e também no
transtorno de uso de substancias, e igualmente pouco distribuidos estdo os
receptores D5, com expressdo no hipocampo, tubérculo olfatério e hipotalamo.
Os receptores D4 estdo em maior quantidade do que os receptores D3,
concentrando-se mais nas areas corticais e limbicas (NESTLER et al., 2001;
CAVALLOTTI et al., 2004; MCKIN, 2013; KATSUNG, 2017).

O VTA situa-se no centro do mesencéfalo, perto da substancia nigra, e tem
uma participacdo muito importante no circuito da recompensa, tanto por acao
natural como drogas reforcadoras. A conexao entre o VTA e 0 nucleo
accumbens, também chamada sistema mesolimbico de dopamina, desempenha
um papel importante na fungdo de reforgo e busca de recompensa, associada
ao prazer e toxicodependéncia (HEINZ et al., 2004; ADINOFF, 2004; YOUNG et
al., 2011; NASCIMENTO e SAKATA, 2011; MCKIN, 2013; SOLEIMANI, 2018).

O sistema limbico é formado por varias estruturas que integram varios
processos. O hipocampo é uma grande estrutura limbica com participacdo no
aprendizado e na memoéria, podendo associar, em partes, um local com uma
droga, altamente conectado com a amigdala, outra regido do sistema limbico,
que estd associada as emocgdes negativas e formacdo da memoria emocional.
Interligada com outras substancias limbicas e regibes cerebrais, recebe
informacdes sensoriais do cortex, como por exemplo, nivel de estresse (BERKE
e HYMAN, 2000; MCKIN, 2013; KATZUNG, 2017).

Os efeitos motivacionais despertados pelas drogas tornam-se fortes e

sensibilizados com repetidas exposi¢des, acarretando o aumento da atividade
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da dopamina no sistema mesolimbico e neuroadaptacfes nos circuitos cerebrais
(ROBINSON e BERRIDGE, 2008). Pela neuroadaptacéo, o organismo oferece
uma resposta homeostética pelo estimulo excessivo. Contudo, outra resposta,
plasticidade sinaptica, pode ser oferecida na qual permite a associa¢ao da droga
com o estimulo traduzindo em um aprendizado comportamental especifico
(BERKE e HYMAN, 2000). Essas alteragbes sao importantes para que as
regides cerebrais se adaptem ao sistema de recompensa (KOOB e LE MOAL’S,
2008).

A dopamina apresenta um papel importante nos efeitos recompensadores
nas drogas de abuso (VOLKOW et al., 2011). As drogas de abuso ativam a
dopamina no sistema limbico, que quando liberada no ndcleo accumbens
aumenta o efeito de estimulo associado as drogas e medeiam os efeitos de
reforco agudo das drogas. A droga de abuso desperta sensacdes agradaveis e
prazerosas, e estes, como efeitos de reforgo, estimulam a busca e o uso da
droga. Substancias como anfetamina, cocaina, morfina, heroina, e alcool
provocam o aumento da dopamina (VOLKOW et al., 2007).

A poténcia de efeito sobre o aumento da dopamina varia com a classe da
droga. O papel da dopamina na recompensa em drogas de abuso néo aparece
com o efeito hedbnico de prazer, mas aparece com incentivo de reforco e
facilitando a associacdo da recompensa com o aprendizado através da
modulacdo das regides cortical e subcortical. Diferentes neuroadaptacdes
ocorrem nos receptores D1 e D2 com uso de drogas repetidas, sendo que ha
aumento na sinalizacao do receptor D1 e uma diminuicdo do sinal do receptor
D2 (VOLKOW et al., 2012).

3.7. MORFINA

Morfina (Figura 2) € um alcaloide isolado do 6pio (Papaver somniferum),
e recebeu esse nome em honra a Morfeu, deus grego dos sonhos, e corresponde
a 10% do peso do o6pio. Seu isolamento foi descrito por Friedrich Sertiner em
1803, liberada para distribuicdo para uso médico em 1817, e teve seu uso
disponibilizado sem restricdo até o inicio do século XX. Apresenta uma acéo

muito eficaz para tratamento de dores intensas. Com a criacdo da agulha
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hipodérmica (1899), o uso da morfina difundiu-se até culminar no consumo
indiscriminado da droga (MCKIN, 2013; KATSUNG, 2017).

10 17 s
1 CH,
7
3 6
HO O OH
Morfina

Figura 2: Férmula estrutural da morfina (7,8-didehydro-4,5-epoxy-17- methylmorphinan-3,6-
diol). Fonte: KATSUNG, 2017.

A morfina € uma base com pKa 8, sendo assim, ndo é absorvida
rapidamente pelo sistema digestivo justificado pela ionizagdo no pH acido que
suas moléculas sofrerdo. Apresenta baixa lipossolubilidade e por via oral a
absorcéo é lenta, propiciando a manutencéo de niveis constantes da droga na
corrente sanguinea, com extenso metabolismo no sistema digestivo, e
significativo efeito de primeira passagem no figado, portanto, seus efeitos
parenterais sdo melhores. Apés absorgéo, a maioria dos opioides concentra-se
nos pulmdes, figado e baco e uma grande porcentagem se ligara as proteinas
plasmaticas. A maioria dos opioides atravessa lentamente a barreira hemato-
encefélica, em razdo da baixa solubilidade lipidica. Ja no cérebro, os opioides
ficam concentrados nos ganglios da base, amigdala e no periaqueductal cinza
(PGA), regido intimamente associada com a sensac¢ao de dor (CORBETT et al.,
2009; MCKIN, 2013; KATSUNG, 2017).

Apds absorvido, 90% sao transformados em varios metabdlitos que serédo
excretados posteriormente, na urina e nas fezes, enquanto 10% s&o excretados
inalterados na urina. A meia vida da morfina & de duas horas, e 90% seréo
eliminados no prazo de 24 horas ap6s sua administracdo. A aplicagdo
subcutanea de morfina é considerada uma administragdo parenteral efetiva. Na
sua metabolizacdo conjuga-se com o acido glicurénico e forma metabdlitos

ativos e inativos, sendo os dois principais metabolitos 6-glicuronato de morfina
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(M6G) e o 3-glicuronato de morfina (M3G). O M6G mostrou uma potente acao
antinoceciptora, com efeitos menos téxicos do que a morfina, enquanto o M3G
nao manifesta afinidade com os receptores y (mu), mas Harris e colaboradores
(1999) postulam que este metabdlito atua antagonizando os efeitos depressores
analgésicos e respiratérios da morfina (STUART-HARRIS et al., 2000;
TRESCOT et al., 2008; MCKIN, 2013; TOMAZZI, 2014; KATSUNG, 2017).

Os receptores opioides sao chamados de p (mu), MOR, kappa (k), KOR,
delta (8), DOR, e mais recentemente opioide receptor—like ORL-1, NOP.
Receptores opioides no sistema nervoso central respondem a alguns peptideos,
denominados de peptideos opioides enddgenos, cujas propriedades
farmacoldgicas sdo bem parecidas com a dos opioides. Sao descritas em trés
familias: as endorfinas, encefalinas e dinorfinas (KIEFFER e RUFF, 2002;
TRESCOT et al., 2008; CORBETT et al., 2009; MCKIN, 2013; TOMAZZI, 2014;
KATSUNG, 2017; KIBALY et al., 2019).

Os receptores opioides acoplam-se a proteina G, na qual seus efeitos
celulares encontram-se principalmente através das proteinas Gi/Go. Diferentes
respostas mediadas por cada tipo de receptor € decorrente das diferentes
distribuicdes anatdomicas de cada receptor (CORBETT et al., 2009). O receptor
DOR atua na analgesia bem como, também, em processos cognitivos e na
dependéncia fisica, localizado no sistema limbico, incluindo hipocampo e
amigdala, como também no cértex, hipotdlamo, nicleo accumbens e algumas
regides da medula. O receptor KOR age na termorregulacdo, secrecao
neuroenddcrina, nocicepcdo e controle da diurese, encontrado no nucleo
accumbens, VTA, hipotalamo e regides especificas do talamo. Ao receptor MOR
compete o controle do ciclo respiratorio, fluxo intestinal e nocicepcao, sendo
encontrado em todo sistema limbico, incluindo hipocampo e amigdala, talamo e
VTA (MARTINS, 2012; MCKIN, 2013; TOMAZI, 2014; KIBALY et al., 2019).

Os receptores MOR, sob estimulo de opioides, promovem a inibicdo da
adenilatocliclase, diminuindo a concentragéao intracelular do AMPc, fechando os
canais de calcio dependentes que estdo nas terminacbes pré-sinapticas e
restringindo a liberacdo de neurotransmissores, como glutamato, GABA, glicina,
norepinefrina, acetilcolina e dopamina. Ocorre uma hiperpolarizagdo na
membrana desse neurdnio, dificultando a transmissdo do estimulo doloroso
(MARTINS, 2012; KIBALY et al., 2019).
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O receptor MOR é responsavel pela maioria dos efeitos da morfina,
através do aumento na atividade mesolimbica, principalmente no VTA e nucleo
accumbens. No VTA, com um opioide atuando como agonista, ocorre a inibicdo
da liberacdo do GABA pelos interneurénios que, por sua vez, estimulam os
neurdnios dopaminérgicos que projetados até o nucleo accumbens aumentam a
liberacdo de dopamina, correlacionando positivamente o opioide ao seu efeito
reforcador e potencial de abuso (NESTLER, 2004; VOLKOW et al., 2011;
MARTINS et al., 2012; MORI et al., 2016)

Comportamentos decorrentes de uso abusivo de drogas séo altamente
dependentes da ativacdo de neurbnios dopaminérgicos no VTA. Ocorre
inicialmente a inibicAo dos neurbnios GABAérgicos, logo apds os neurbnios
glutamatérgicos ativam o VTA e, por fim, ocorre a excitacdo dos neurbnios
dopaminérgicos. Além disso, foi estudado que a inibicdo da liberacdo do
glutamato pré-sinaptico, em neurdnios dopaminérgicos no VTA, inibem a
atividade neuronal da morfina, demonstrando que para ocorrer sua acao
prazerosa 0s neurdnios glutamatérgicos ndo devem estar inibidos. (CHEN,
2015). O prazer é gerado pela presenca da dopamina no ndcleo accumbens
(KOSTEN e GEORGE, 2002; DI CHIARA et al., 2004).

O transtorno por uso de substancias engloba acGes cognitivas e
emocionais reguladas pelo cortex, supervalorizando os reforcadores de drogas
(GOLDSTEIN e VOLKOW, 2002). O estimulo da dopamina com a administracédo
de drogas psicoativas anula a inibicdo da amigdala pelo cortex pré-frontal medial,
com possibilidades de ocorrer a desinibicdo das respostas afetivas (KIBALY et
al., 2019).

A morfina € uma substancia com efeitos pré-dopamina, que induz o
aumento da atividade locomotora, conforme estudado pelo nosso grupo de
pesquisa, no qual demonstrou que a morfina administrada imediatamente apos
um periodo de cinco minutos na arena, em doses de 5,0 e 10,0 mg/Kg
potencializou a locomogao na arena. Nesse mesmo estudo, observou-se que
mesmo apos cinco sessdes utilizando protocolo de extingdo, a atividade

locomotora aumentada manteve-se (OLIVEIRA, 2019).
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3.8. APOMORFINA

A apomorfina (Figura 3) € uma substancia alcaloide, semissintética,

derivada ndo-narcética da morfina que atua como um potente agonista
dopaminérgico (LEWITT, 2004). Foi produzida pela primeira vez em 1869

através do tratamento acido da morfina e apresenta uma estrutura quimica
semelhante a dopamina (PICADA, 2003). Sua estrutura altamente lipofilica
permite que atravesse as membranas com muita rapidez, com inicio de acéo
imediato (BOYLE e ONDO, 2015). Seu alto metabolismo hepéatico de primeira
passagem impede a eficacia pela via oral e, ao invés disso, a injecdo subcutanea
€ a via usual, com pico plasméatico de 40-60 minutos, com inicio de acdo entre
7-10 minutos. Esse metabolismo pode ser através de varias enzimas incluindo
N-desmetilacdo, sulfatacédo, glucuronidacédo e catecol-O-metiltransferase, ou por
oxidacdo ndo enzimatica, e com esse metabolismo diverso ha também a
diversificacdo de atuagéo clinica (PICADA, 2003; LEWITT, 2004; JENNER e
KATZENSCHLAGER, 2016).
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Figura 3: Estrutura quimica da apomorfina.
https://it.wikipedia.org/wiki/Apomorfina#/media/File:Apomorphine Structural Formulae.png

A apomorfina exerce uma potente atividade dopaminérgica, atuando como
um agonista direto e de amplo espectro, ativando 0s receptores dopaminérgicos
de forma nado seletiva como, também, apresenta atividade nos receptores de
serotonina e alfa-adrenérgicos (JENNER e KATZENSCHLAGER, 2016). Como
agonista, D1/D2 atua tanto na ativacdo bem como na inibicdo da atividade da
dopamina, dependendo da concentracdo que se apresenta. Esses potentes

efeitos no circuito dopaminérgico, mesmo opostos, sao justificados pela
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disposicdo e sensibilidade dos receptores D1/D2. Os receptores D1 séo
preponderantemente pos-sinpticos, e os receptores D2 sdo posicionados tanto
pré como pos-sinaptico (CARRERA et al., 2013). A apomorfina demonstrou uma
atuacao como agonista total nos receptores D2, e nos receptores D1, uma acao
como agonista parcial. Entretanto, mesmo os receptores D2 com seus sitios de
ligacdo dispostos tanto como pré e pds-sindptico, os sitios pré-sinapticos séo
mais sensiveis, em torno de 6 a 10 vezes, a apomorfina do que os sitios D2 pos-
sinapticos (MATTINGLY et al., 1997). Os receptores D2, também intitulados
como autorreceptores, quando estimulados atuam inibindo os neurdnios
dopaminérgicos (CARRERA et al., 2013).

Doses baixas de apomorfina (0,05 mg/kg) estimulam os autorreceptores
e promove uma acado antidopaminérgica. Tratamentos com baixas doses de
apomorfina induz uma efetiva hipoatividade locomotora, pela atuagcdo nos
receptores D2 pré-sinapticos. Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a apomorfina em baixas doses diminui a resposta
locomotora exacerbada em caso de administracdo de apomorfina em altas doses
como também atenua a resposta locomotora induzida pelo incentivo do ambiente
novo (BRAGA et al., 2009a, 2009b; CARRERA et al., 2013; BASTOS et al., 2014,
SANTOS, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeitos

Foram utilizados 84 ratos machos, albinos, Wistar, provenientes do
Biotério Central da UENF, Campos dos Goytacazes, RJ. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de plastico (25 X 18X 17 cm) tendo acesso livre
a agua e a racao padronizada de laboratério até o final do experimento. As
gaiolas ficaram em uma sala do setor de Farmacologia do Laboratorio de
Morfologia e Patologia (LMPA), com temperatura controlada (22 = 2.0C) e com
ciclo de luz, claro/escuro, de 12 em 12 horas (luz das 7h as 19h). O experimento
foi conduzido na fase clara, no horario entre 7h e 13h. Os animais foram pesados
e manipulados individualmente por cincominutos diarios durante sete (7) dias
(“handling”) antes do inicio do procedimento experimental, para que 0s mesmos
se habituassem ao contato e manipulacdo do pesquisador. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Estadual Do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, sob o numero 395.

4.2 Ambiente Experimental

O presente projeto de pesquisa foi desenvolvido em quatro salas
experimentais (3 X 2 metros) contendo iluminagao vermelha, para que evitasse
a aversao a luz branca e para realcar o objeto branco e o fundo preto da arena
(NASELLO et al., 1998). Além disso, temperatura controlada (22 + 2,0°C) e o
som de um ventilador ligado em cada sala como ruido de fundo, para que ndo
houvesse interferéncia de ruidos externos. Ligava-se o ventilador antes da
colocacdo do animal no ambiente de teste e, desligava apds a remocédo do
animal da arena. Cada sala conteve uma arena quadrada medindo 60 X 60 X
45cm, com assoalho e paredes pintados na cor preta. Cameras (Panasonic® -
Panasonic Corporation, Kadoma- Osaka, Japao; lkegami® - Ikegami Tsushinki
Co.,Ltda., Ota-Toquio, Japao) foram posicionadas 60 cm acima da arena
experimental. As cameras foram acopladas a um computador PC compativel,

contendo um sistema de analise de imagens EthoVision® (Noldus, Holanda).
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Todo o experimento foi conduzido automaticamente, sem a presenca do
experimentador no ambiente de teste.

4.3 Quantificacdo comportamental

Registrou-se a locomogédo em distancia percorrida (m). Para isso, foi
utilizado um sistema de andlise de imagens EthoVision® (Noldus, Holanda). Fora
qguantificado a locomocéo total que corresponde a locomoc¢éo na area total da
arena e a locomocao na zona central da arena, que é considerada uma medida
de emocionalidade (ARCHER, 1973; DENENBERG,1969; ILIADI, 2009). Para se
quantificar a locomocéo na zona central, a arena foi dividida em nove zonas de
20x20cm. As zonas foram denominadas de zona 1 e zona 8 e a zona central foi
nomeada de ZC (Figura 4). A divisdo das arenas foi feita no préprio sistema
Ethovision® (Noldus), quando foi feita a configuragdo, ou seja, na aba “Arena
setting” foram primeiramente configuradas e denominadas as zonas, e
posteriormente a arena como um todo, delimitando a area de onde foram
captados os movimentos dos animais. A divisdo da arena em zonas possibilitou

a quantificacdo de entradas dos animais na zona central (CAREY e GUI, 1998).

Figura 4: llustracdo da arena dividida em 9 zonas, sendo a do meio denominada Zona Central
(ZC). Fonte: Produzido pelo autor, 2019.

4.4 Farmacos utilizados

Foi utilizada a morfina na concentracédo de 10 mg/ml, na forma de sulfato

(Dimorf® Laboratoério Cristalia, Brasil). A dose a ser utilizada foi de 10,0 mg/kg



42

(LEITE JUNIOR et al., 2019), a administragao pela via subcutanea (SC) na regiao
da nuca e o volume de administracao foi de 1ml/kg.

Foi utilizada também a apomorfina-HCI hemihidratada (Laboratorio
Sigma, ST. Louis, Mo, USA), na dose de 0,05 mg/kg, dissolvida em solucéo
salina na proporgéo de 0,05 mg de apomorfina/ml. O volume de administracao
foi de 1 ml/kg, sendo a administracao por via subcutanea.

A solucéo salina (NaCl 0,9%) foi utilizada como veiculo no volume de 1
ml/kg e administrada por SC. As solucbes foram preparadas antes de cada

experimento.

4.5 EXPERIMENTO 1: Efeitos condicionados do contexto novo com a
administracéo de morfina ap6s término da sessao experimental.

Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito do ambiente novo no
desenvolvimento de uma resposta locomotora sensibilizada e na resposta
locomotora condicionada produzida por morfina na dose de 10 mg/Kg, utilizando-
se um modelo de condicionamento Pavloviano de trago.

Esse experimento foi realizado em duas fases.

4.5.1 Fase 1 — Habituacdo na arena

Essa fase foi realizada com o objetivo de habituar os animais a arena
experimental. Consistiu em administrar veiculo (VEI) antes de o animal ser
colocado na arena. Em seguida iniciava a sessdo experimental na arena, que
durava cinco minutos, e imediatamente apos a retirada do animal da arena, era
administrado mais uma vez veiculo. Esse procedimento foi realizado de forma

igual com todos os animais (n=14) e executado por 10 dias consecutivos.

45.2 Fase 2

Essa parte do experimento foi dividida em trés fases: fase da indugéo, fase

do condicionamento e o teste final.
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a) Fase daInducéo (1 -5 dias)

Essa foi a fase da administracdo dos tratamentos farmacolégicos. Foi
utilizado o protocolo pavloviano de condicionamento de traco, no qual ha uma
diferenca do momento da apresentacdo dos estimulos. Pavlov postulou que
neste tipo de condicionamento, o EC €& apresentado e finalizado e,
posteriormente, o El é exibido. O intervalo entre as duas apresentagdes deve ser
breve a ponto de formar uma associacdo (KRYUKOV, 2012; CAREY et al., 2014;
SANTOS et al., 2017). Ocorre a implantacéao de intervalo de tempo, ou também
denominado de intervalo de traco, entre a exposicao do EC e a apresentacéo do
El (COONOR e GOULD, 2016), e had um traco discreto transitério do EC que
persiste no sistema nervoso central, podendo persistir até a apresentacéo do El
para manter a associacao dos dois estimulos (KRYUKOV, 2012; CAREY et al.,
2014; SANTOS et al.,, 2017). Fizeram parte dessa fase o0s animais que
participaram da fase 1 do experimento, ou seja, os animais que foram habituados
na arena (n=14) e animais “naives”, ou seja, animais que ndo foram habituados
na arena (n=14). Os animais habituados (HAB) e os animais ndo habituados

(NAO-HAB) foram divididos nos seguintes grupos:

« NAO-HAB VEI (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessdo experimental foram administrados com
veiculo.

« NAO-HAB MOR (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
morfina 10 mg/kg.

« HAB VEI (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
veiculo.

* HAB MOR (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram

colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
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Imediatamente apds o término da sesséo experimental foram administrados com

morfina 10 mg/kg.
b) Fase do condicionamento (1 — 5 dias)

Um dia apos o final da fase de inducéo, todos os grupos receberam veiculo
e imediatamente foram colocados na arena por cinco minutos, durante cinco dias
consecutivos. Este teste foi designado para avaliar a expresséo de uma resposta

locomotora condicionada produzida por morfina.
c) Periodo de retirada (2 dias)

N&o houve testes comportamentais e nem administracdo de tratamentos

farmacoldgicos. Os animais permaneceram em suas caixas-viveiros.
d) Teste final (1 dia)

Os animais receberam veiculo e imediatamente foram colocados na arena
por 30 minutos onde a atividade locomotora foi registrada.
A tabela 1 apresenta a linha temporal do experimento 1.

Tabela 1: Linha do tempo do experiment 1.

FASE 1 FASE 2
DIAS |1 (2[/3|4|5|6|7|8|9 (10111213 |14 |15|16| 17|18 |19 | 20| 21 | 22 23
Habituacao Inducao Condicionamento Retirada | Teste
Final

A tabela 2 apresenta os grupos do experimento 1.



Tabela 2: Grupos do experimento 1.
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FASE 1 FASE 2
Grupos Habituagéo Inducéao Condicionamento Teste Final
Pré-arena | Pds-arena | Pré-arena | Pos-arena | Pré-arena | Pds-arena | Pré-arena
HAB-VEI (n=7) VEI VEI VEI VEI VEI VEI VEI
HAB-MOR (n=7) VEI VEI VEI MOR VEI VEI VEI
NAO-HAB VEI (n=7) VEI VEI VEI VEI VEI
NAO-HAB MOR (n=7) VEI MOR VEI VEI VEI

HAB= Habituado; NAO-HAB= Nao habituado; VEI= Veiculo; MOR= Morfina 10 mg/kg/

4.6 EXPERIMENTO 2: Efeito do protocolo de contracondicionamento utilizando-
se doses baixas de apomorfina na fase da reconsolidacdo da memoria.

Esse experimento teve como objetivo avaliar se a utilizacdo de um
protocolo de contracondicionamento com apomorfina 0,05 mg/Kg atenuaria uma
resposta locomotora condicionada por morfina 10 mg/Kg.

O experimento consistiu nas seguintes etapas:

a) Fase de inducao (1 -5 dias)

Essa foi a fase da administracdo do tratamento farmacolégico com a
morfina. Utilizou-se o protocolo pavioviano de trago, que ocorre quando a
exposicao ao estimulo condicionado (EC) precede e termina antes do inicio do
estimulo incondicionado (El), com intervalo breve entre o EC e o El. (PAVLOV,
1927). Pavlov (1927) argumentou que a aprendizagem associativa no
condicionamento de trago decorre de um resquicio de estimulo no sistema
nervoso, que sobrevive num tempo adequado e que nao desaparece com o fim
do estimulo fisico.

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos, sendo n=7. No
primeiro dia de teste, todos receberam injecbes com VEI e, em seguida, foram
colocados individualmente em um local novo (arena) por cinco minutos.
Completado os cinco minutos de teste, quatro grupos receberam injecdes VEI e
aos outros quatro grupos foram dadas injecdes de MOR (10mg/kg)
imediatamente apos a retirada da arena teste. Por intermédio do tratamento,
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ap6s o0 término da sessao experimental com morfina, avaliou-se o
comportamento do animal através da sua atividade locomotora como resposta
condicionada. Esse experimento foi repetido por mais quatro dias, para um total

de cinco sessdes. Os oito grupos experimentais foram os seguintes:

* VEI/VEI-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
veiculo.

* VEI/APO-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
veiculo.

* VEI/VEI-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
veiculo.

* VEI/APO-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
veiculo.

* MOR/VEI-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
morfina (10mg/kg).

*« MOR/APO-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
morfina (10mg/kg).

* MOR/VEI-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com

morfina (10mg/kg).
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* MOR/APO-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com

morfina (10mg/kg).
b) Protocolo de contracondicionamento (1-5 dias)

Essa foi a fase da administracdo do tratamento farmacoldgico com a
apomorfina, para o teste de contracondicionamento, sendo este uma forma de
tratamento que se baseia nos principios do condicionamento classico, na qual
busca a substituicdo de respostas negativas desencadeadas por algum estimulo,
por respostas positivas. Portanto é o condicionamento de uma resposta contréria
ao estimulo inicialmente recebido (DE MELLO BASTOS, 2014).

Nessa fase do experimento, grupos VEI e MOR foram pareados. Esta fase
testou se a apomorfina conseguiria produzir uma resposta condicionada
contrdria & resposta induzida pela morfina, promovendo uma nova
aprendizagem, bem como, também, se o tempo para a administracdo da
apomorfina alteraria esse resultado. Esse experimento foi repetido por mais
quatro dias, para um total de cinco sessoées. Os oito grupos experimentais foram

0S seguintes:

* VEI/VEI-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessdo experimental foram administrados com
veiculo.

* VEI/APO-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apos o término da sesséo experimental foram administrados com
apomorfina (0,05 mg/kg).

* VEI/VEI-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Passados 15 minutos ap0s o término da sessdo experimental foram

administrados com veiculo.
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* VEI/APO-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Passados 15 minutos apés o0 término da sessdo experimental foram
administrados com apomorfina (0,05 mg/kg).

* MOR/VEI-l (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
veiculo.

* MOR/APO-I (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Imediatamente apds o término da sessao experimental foram administrados com
apomorfina (0,05 mg/kg).

* MOR/VEI-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Passados 15 minutos ap6s o0 término da sessdo experimental foram
administrados com veiculo.

* MOR/APO-D (n=7): Os animais receberam veiculo e imediatamente foram
colocados na arena por cinco minutos para o registro da atividade locomotora.
Passados 15 minutos apés o término da sessdo experimental foram

administrados com apomorfina (0,05 mg/kg).
c) Retirada (2 dias)

Terminada a fase farmacolégica, todos os animais foram submetidos a
um periodo de retirada de drogas de dois dias, durante o qual os animais
permaneceram em suas caixas-viveiro, sem receber tratamento farmacologico
ou manipulacdo comportamental. Esta fase permitiu a dissipacéo dos efeitos dos

tratamentos farmacologicos.
d) Teste de condicionamento (1 dia)

Os animais receberam veiculo e imediatamente ap6s foram colocados na
arena por 30 minutos, onde a atividade locomotora foi registrada para determinar
0 impacto do contracondicionamento sobre a resposta condicionada da morfina,

medindo a locomocéo do animal nesse periodo.



A tabela 3 apresenta a linha temporal do experimento 2:

Tabela 3: Linha temporal do experimento 2.
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DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Indugao Contracondicionamento | Retirada Teste de
Condicionamento
A tabela 4 apresenta os grupos do experimento 2
Tabela 4: Grupos do experimento 2.
FASES
GRUPOS Indugdo Contracondicionamento | Teste final
Pré-arena Pos-arena Pré-arena Pos-arena Pré-arena
VEIVEI-I (n=7) VEI VEI VEI VEI VEI
VEI/APO-I (n=7) VEI VEI VEI APO VEI
VEI/VEI-D (n=7) VEI VEI VEI VEI VEI
VEI/APO-D (n=7) VEI VEI VEI APO VEI
MORWVEI-I (n=7) VEI MOR VEI VEI VEI
MOR/APO-I (n=7) VEI MOR VEI APO VEI
MOR/VEI-D (n=7) VEI MOR VEI VEI VEI
MOR/APO-D (n=7) VEI MOR VEI APO VEI
VEI= Veiculo, MOR= Morfina 10mg/kg; APO= apomorfina 0,05mg/kg; I= tratamento administrado

imediatamente apds retirada da arena no teste de contracondicionamento; D= tratamento administrado
apos 15 minutos da retirada da arena no teste de contracondicionamento.
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4.7 Estatistica

Os resultados da fase de inducgéo foram analisados utilizando-se a Analise
de Variancia (ANOVA) de dois fatores, para determinar o efeito de tratamento, o
efeito do dia, bem como as interacdes entre as variaveis. Quando foi registrado
um efeito significativo da interacdo de tratamentos de grupo versus dias de
inducgdo, os dados foram avaliados por ANOVA de um fator, seguido do teste
post-hoc de Tukey, considerando p<0,05 como critério de significancia
estatistica. Os dados comportamentais obtidos a partir do primeiro dia de
condicionamento de 30 minutos, do teste final de 30 minutos e 0s seus primeiros
cinco minutos foram analisados por ANOVA de um fator. Apresentando possiveis
diferencas significativas entre os grupos observados através da ANOVA (efeitos

do grupo p<0,05) foram analisados utilizando o teste de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: Efeitos condicionados do contexto novo com a

administracéo de morfina apos término da sessao experimental.

A Figura 5 apresenta os resultados da atividade locomotora na arena total
e na zona central da fase 1 (fase de habituacdo). Para a locomocdo na zona
central (Fig. 5 A), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve somente efeito
dos dias de tratamento [F (9, 108) = 9,20; p <0,01]. Nao houve efeito dos grupos
[F (1, 12) = 0,30; p> 0,05] e nem interagao grupos X dias [F (9, 108) = 0,43; p>
0,05]. O teste de Tukey mostrou que houve aumento da locomog¢do na zona
central para os dois grupos HAB, sendo que nos dias 8, 9 e 10 a locomocéao na
zona central foi maior do que o primeiro dia (p<0,05). Para a locomocdo total na
arena (Fig. 5B), a ANOVA de dois fatores mostrou que ndo houve efeito dos
grupos [F (1, 12) = 0,01; p> 0,05], ndo houve efeito dos dias de tratamento [F (9,
108) = 0,80; p> 0,05] e nem interag&o grupos X dias [F (9, 108) = 0,35; p> 0,05].
Esses resultados corroboram os resultados de Cerbone e Sadile (1994),
evidenciando que depois de repetidas apresentacdes de um ambiente novo a
roedores, ha uma perda do estimulo pela novidade com o passar dos dias.
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EXPERIMENTO 1: FASE DE HABITUACAO

0.30 - Zona Central
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Figura 5: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos resultados da locomoc¢éo na Zona Central
(A) e da locomocéo total (B) durante os 10 dias da fase 1 (fase de habitua¢&o). ** indica maior
locomocéo no mesmo dia experimental. ** Indica maior locomo¢éo do que nos demais dias

(p<0,05; ANOVA de dois fatores, seguida pelo Teste de Tukey).
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Na Figura 6 observa-se a apresentacédo dos dados da distancia percorrida
pelos animais na fase do tratamento farmacologico da fase 2. A ANOVA de dois
fatores por medidas repetidas mostrou que houve interacao grupos X dias [F (12,
96) = 4,40; p <0,01] como também efeito dos grupos [F (3, 24) = 3,45; p <0,05],
entretanto ndo houve efeito dos dias de tratamento [F (4, 96) = 1,0; p> 0,05]. A
analise da interacdo grupo X dia, a ANOVA de um fator seguido de teste de
Tukey indicou que no dia 1 [F (3, 24) = 0,21; p> 0,05] e no dia 2 [F (3, 24) =
1,72; p> 0,5] ndo ocorreu diferenca entre os grupos. No dia 3 [F (3, 24) =3,51; p
<0,05], os resultados demonstraram que 0 grupo que nao foi apresentado
previamente ao ambiente teste e que também recebeu veiculo antes do teste na
arena e morfina imediatamente apos a retirada do ambiente teste (NAO-HAB
MOR) apresentou dados de locomocdo mais altos que todos 0s grupos, como
também no dia 4 [F (3, 24) =5,51; p<0,01] e dia 5 [F (3, 24) = 12,0; p <0,01].
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EXPERIMENTO 1: FASE DE INDUGCAO
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Figura 6: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) da locomoc¢éo ao longo dos cinco dias da fase
de inducdo. * indica maior locomoc¢do no mesmo dia experimental. ** Indica maior locomog¢ao
para o grupo NAO-HAB MOR quando comparado ao 1° e 2° dia experimental (p<0,05; ANOVA
seguida pelo Teste de Tukey).

A Figura 7 apresenta os resultados da distancia percorrida pelos animais
na arena total na fase de condicionamento. Nesta fase do experimento, todos o0s
animais receberam veiculo antes da sessao experimental para avaliar se a
morfina associada ao estimulo do ambiente produziria uma resposta
condicionada. Para essa andlise, a ANOVA de dois fatores mostrou efeito dos
grupos [F (3, 24) = 7,81; p <0,01] como também efeito de dias de tratamento [F
(4, 96) = 2,53; p <0,05], entretanto, ndo houve interacao grupo X dia [F (12, 96)
= 0,60; p> 0,05]. Para comparac¢6es de grupos individuais, a ANOVA de um fator
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[F (3, 136) = 27,0; p <0,01] seqguida pelo teste de Tukey mostrou que o0 grupo
NAO-HAB MOR apresentou locomocdo maior do que todos os outros grupos (p
<0,01).

EXPERIMENTO 1: FASE DE CONDICIONAMENTO
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Figura 7: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos resultados da locomoc¢éo durante o teste
de condicionamento ao longo de cinco dias. ** indica maior locomog&o para o grupo NAO-HAB

MOR quando comparado aos demais grupos (p<0,05; ANOVA seguida pelo Teste de Tukey).

A Figura 8A apresenta os resultados da locomocgéo total na fase do teste
final durante 30 minutos. A ANOVA de um fator mostrou que houve efeito dos
grupos [F (3, 24) = 9,52; p <0,01]. Através do teste de Tukey observou-se que o
grupo NAO-HAB MOR apresentou maior locomocdo do que todos os outros
grupos (p <0,01). Para a locomocao por intervalos de cinco minutos (Fig. 8B), a
ANOVA de dois fatores mostrou que houve efeito dos grupos [F (3, 24) =9,52; p
<0,01], efeito de intervalos [F (5, 120) = 67,81; p <0,01], porém indicou que n&o
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houve interac&o grupo X intervalo [F (15, 120) = 1,10; p> 0,05]. Na comparacéo
de grupos individuais a ANOVA de um fator [F (3, 164) = 13,32; p <0,01]
acompanhado pelo teste de Tukey observou-se que o grupo NAO-HAB MOR
teve maior atividade locomotora do que todos os outros grupos (p <0,01). Os
resultados também indicaram que ao longo dos intervalos, todos os grupos

experimentais apresentaram um decréscimo na locomocéo (p> 0,05).

Figura 8: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos resultados da locomocao durante os 30
minutos (A) e a locomoc¢éao nos sucessivos intervalos de 5 minutos (B) ao longo do teste final. **
indica maior locomog&o para o grupo NAO-HAB MOR quando comparado aos demais grupos
(p<0,05; ANOVA seguida pelo Teste de Tukey).

Figura 8: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos resultados da locomocgéo durante os 30
minutos (A) e a locomog¢&o nos sucessivos intervalos de 5 minutos (B) ao longo do teste final. **
indica maior locomog&o para o grupo NAO-HAB MOR quando comparado aos demais grupos
(p<0,05; ANOVA seguida pelo Teste de Tukey).
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EXPERIMENTO 1: TESTE FINAL
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Figura 8: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos resultados da locomocao durante os 30
minutos (A) e a locomog¢é&o nos sucessivos intervalos de 5 minutos (B) ao longo do teste final. **
indica maior locomog&o para o grupo NAO-HAB MOR quando comparado aos demais grupos
(p<0,05; ANOVA seguida pelo Teste de Tukey).
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5.2 EXPERIMENTO 2: Efeito do protocolo de contracondicionamento utilizando-se
doses baixas de apomorfina na fase da reconsolidagdo da memoria.

Na Figura 9 observa-se a apresentacéo dos dados da distancia percorrida
pelos animais na fase do tratamento farmacologico com morfina (fase de
inducéo). A ANOVA de dois fatores por medidas repetidas mostrou que houve
interagcéo grupo X dia [F (28, 192) = 3,71; p <0,01], efeito dos grupos [F (7, 48) =
6,75; p <0,01] assim como efeito dos dias de tratamento [F (4, 192) = 10,33; p
<0,01]. Na analise da interacdo grupo X dia, a ANOVA de um fator seguida pelo
teste de Tukey mostrou (Fig. 9A) que ndo houve diferencas entre 0s grupos no
dia 1 [F (7, 48) = 0,24; p> 0,05], porém nos dias 2 [F (7, 48) = 3,45; p <0,01], 3
[F (7, 48) =5,23; p <0,01], 4 [F (7, 48) = 8,20; p <0,01] e 5 [F (7, 48) = 20,22; p
<0,01], os grupos MOR apresentaram maior atividade locomotora que 0s grupos
VEI, conforme pode ser observado nas figuras 9B, 9C, 9D e O9E,

respectivamente.
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Figura 9: Média e Erro Padrao da Média (E.P.M.) da locomocéo ao longo dos 5 dias da fase de

,05; ANOVA seguida

inducéo. ** indica nivel maior locomocéo no mesmo dia experimental (p<0

pelo Teste de Tukey).
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A Figura 10 retrata a atividade locomotora no primeiro dia da fase de
contracondicionamento com o tratamento farmacoldgico com a apomorfina. A
ANOVA de um fator mostrou que houve efeito dos grupos [F (7, 48) = 7,50; p
<0,01]. Através do teste de Tukey observou-se que todos os grupos MOR
apresentaram dados de locomog¢&o mais altos que os grupos VEI (p <0,05), e
também que ndo houve diferenca entre os grupos MOR (p> 0,05).

CONTRACONDICIONAMENTO DIA 1

1 VEVE- [0 MORNEL-I
VEI/VEI-D MOR/VEI-D
T VEI/APO-! EZX mor/apPO-1
= vearo-p ==l wmor/aro-0
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Figura 10: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) dos resultados da locomocao total no primeiro
dia do protocolo de contracondicionamento. Administragdes imediatamente (l) apés retirada do
ambiente teste e administracdes feitas apos (D) 15 minutos apds a saida da arena teste. ** indica
nivel de locomog¢&o maior no mesmo dia experimental. (p<0,05; ANOVA seguida pelo Teste de
Tukey).
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A Figura 11A apresenta os resultados da atividade locomotora nos
primeiros cinco minutos do teste de condicionamento. A ANOVA de um fator
mostrou que houve efeito dos grupos [F (7,48) = 6,70; p <0,01]. Através do teste
de Tukey observou-se que trés grupos MOR apresentaram dados de locomocgé&o
mais altos que todos os grupos VEI (p <0,05), maiores que o grupo MOR / APO-
| (p <0,05) e que nédo houve diferenca entre os grupos VEI e MOR/APO-I (p>
0,05). A Figura 11B apresenta os resultados da locomocéao total na fase do teste
final durante 30 minutos. A ANOVA de um fator mostrou que houve efeito dos
grupos [F (7, 48) = 10,20; p <0,01], ademais, o teste de Tukey indicou que os trés
grupos MOR apresentaram dados de locomog¢éo mais altos que os grupos VEI
e MOR/APO-I (p <0,05). Entre os grupos VEI e MOR/APO-I (p> 0,05) néo foi

exibido nenhuma diferenca.
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EXPERIMENTO 2: TESTE DE CONDICIONAMENTO
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Figura 11: Média e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) da locomocao total nos primeiros cinco
minutos (A) e da locomocéo total nos 30 minutos (B) de teste de condicionamento. ** indica nivel

de locomocao maior no mesmo dia experimental. (p<0,05; ANOVA seguida pelo Teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

6.1 EXPERIMENTO 1: Efeitos condicionados do contexto novo com a

administracéo de morfina apos término da sessao experimental.

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a importancia do ambiente
novo na inducéo de uma resposta condicionada produzida por morfina na dose
de 10 mg/kg, administrada imediatamente apds breve sessdo experimental, e
também a influéncia da familiarizagdo com o ambiente no comportamento
locomotor dos animais através da medida da atividade na zona central. Foi
possivel observar através dos resultados, que a familiarizacdo com o contexto
ambiental na fase 1 aumentou a atividade dos animais na zona central sem
alteracao da atividade locomotora total, indicando diminuigéo de ansiedade pelo
ambiente novo.

Diferentemente no que se refere a locomocao, ndo houve mudanca na
locomocéo total em ambos os grupos ao longo dos 10 dias de sessfes
experimentais, e 0os animais mantiveram locomoc¢éo sem variagdes. O ambiente
perdeu as caracteristicas de novidade (CERBONE e SADILE, 1994). E uma
manifestacdo caracteristica de animais roedores no processo da habituacao, a
diminuicdo do interesse pela exploracdo de um ambiente novo, apés exposicdes
repetidas e continuadas (LEUSSIS e BOLIVAR, 2006). Os resultados
mostraram-se em niveis constantes de locomocéo total ao longo de toda a fase
1 (experimento 1- fase 1(Figura 4B)), mesmo assim, ndo se pode afirmar que
houve habituagdo. Entretanto, essa estabilidade de resultados fornece
parametros para a identificacéo de resposta condicionada.

A atividade na zona central com repetidos testes na arena, também é uma
medida comportamental, de carater positivo para habituagédo (DAI et al., 1995),
pois avalia o carater de ansiedade do animal, considerando também o
comportamento exploratorio, através da atividade locomotora (GOES et al.,
2013). Liebsch e colaboradores (1998) postularam que o nivel aumentado da
atividade locomotora do animal na zona central em arena, indica uma queda da
ansiedade considerada uma forma avaliativa da emocionalidade do rato. Carey

e colaboradores (2008) relataram que roedores passaram mais vezes pela zona
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central quando introduzido um objeto novo nesta area, em ambiente na qual ja
conheciam previamente, 0 mesmo ndo aconteceria se 0 ambiente também fosse
uma novidade (DAl et al., 1995). Vale ressaltar que houve estreita
correspondéncia entre as respostas dos dois grupos (experimento 1 — fase 1
(Figura 4A)), com efeitos comportamentais equiparados com significante
resposta até o sexto dia de teste, demonstrando um declinio na atividade
locomotora mas ainda com resposta ha locomog¢ao maior do que no inicio do
experimento. Experiéncias emocionalmente estimulantes de aprendizado
inspiram um processo de consolidacdo (MCGAUGH e ROOZENDAAL, 2009).
Dentro dessa perspectiva, o nivel de ansiedade pela exposi¢cdo inicial ao
ambiente novo aumentado, demonstra ser um indicador de uma forte resposta
emocional. A excitacdo emocional ativa processos neurobiolégicos que modulam
a consolidacao de memdrias de experiéncias recentes, que podem ser evocadas
(GASBARRI e TOMAZ, 2012).

Leite Janior e colaboradores (2019) apuraram que tratamentos repetitivos
despertam uma atividade locomotora expressa nos primeiros cinco minutos de
teste. Em cinco minutos, portanto, os dados obtidos de locomog¢édo na zona
central estdo adequadamente inseridos ao processo de inicio da consolidacdo
apo0s a exposicao inicial a arena, ao ambiente novo. Diante desta observacéo,
percebe-se que a atividade dopaminérgica promovida pela novidade associa-se
com a atividade dopaminérgica relacionada com a morfina administrada
imediatamente apds o teste de arena, e isto ocorre durante o periodo de
consolidacdo da memoria.

Na fase 2 do experimento, os resultados demonstraram que a morfina
administrada apdés a sessdo experimental na arena, influenciou o
comportamento do grupo (NAO-HAB MOR) sem exposi¢&o prévia ao ambiente
de teste, com aumento da locomocéo ao longo dos dias de administracao, sendo
gue este padrédo de resposta ndo foi observado nos demais grupos. Vale
ressaltar que no primeiro dia de tratamento com morfina, apds sessdo
experimental, os animais receberam veiculo antes de serem colocados na arena.
Considerando isso, o primeiro dia foi um dia sem tratamento farmacolégico para
todos os grupos e o protocolo utilizado, o de condicionamento pavloviano de
traco, no qual a resposta farmacologica ndo é experimentada no ambiente teste,

ou seja, o0 comportamento foi medido sem estado medicamentoso.
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Em recente trabalho (OLIVEIRA et al., 2019), foi possivel demonstrar que
a morfina administrada ap6s o término da sessdo experimental produziu
potentes efeitos condicionados, o qual corrobora com os resultados encontrados
no presente trabalho. Vale ressaltar que as exposicoes ao ambiente teste foram
repetidas, porém breves (5 minutos), impossibilitando a ocorréncia de
habituacdo entre as sessdes experimentais, mantendo o valor da novidade. A
exposi¢cao a um novo ambiente em cinco minutos evoca a liberacédo de dopamina
gue ativara sistemas cerebrais responsaveis pelo aprendizado e memaria, como
o hipocampo e seus efeitos persistem brevemente apds remo¢do do novo
ambiente (MENEZES et al., 2015).

Foi possivel observar os efeitos condicionados revelados no segundo dia
de tratamento (experimento 1, fase de inducdo (figura 5)) com morfina
imediatamente apds retirada da arena, resposta condicionada que se mostra
mais acentuada na terceira sessao experimental com o grupo que nao recebeu
exposicao prévia ao ambiente de teste (NAO-HAB MOR), sustentando o nivel de
condicionamento apos a sessado experimental, indicando para o animal que o
ambiente é sempre novo, corroborando com Oliveira e colaboradores (2019)
que afirmaram que a hiperlocomoc¢éao provocada pela morfina ocorre dentro de
cinco minutos.

A morfina ndo atua diretamente nos receptores dopaminérgicos, mas seus
fortes efeitos liberam dopamina (CHEN et al., 2015; DI CHIARA e IMPERATO,
1988; LIU et al., 2018; MORI et al., 2016). A morfina liga-se ao receptor MOR,
responsavel pela maioria dos efeitos da morfina, através do aumento da
atividade mesolimbica principalmente no VTA e nlcleo accumbens. No VTA a
morfina atua como agonista, ocorre a inibicdo da liberacdo do GABA pelos
interneurdnios, que por sua vez, estimulam os neurbnios dopaminérgicos que
projetados até o ndcleo accumbens, aumentam a liberacdo de dopamina,
modulando o refor¢o positivo correlacionando ao seu efeito potencial de abuso
(NESTLER, 2004; VOLKOW et al., 2011; MARTINS et al., 2012; MORI et al.,
2016).

Ocorre um aumento na resposta condicionada com tratamentos repetidos
com morfina apos a sessao experimental na arena, indicando um fortalecimento
progressivo do condicionamento pelos efeitos de tratamento que ocorrem

durante a consolidacao. O tratamento com morfina administrada apés a sessao
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experimental atua como refor¢co positivo (ROBINSON E BERRIGDE, 1993),
alterando o comportamento locomotor do animal, aumentando a sua atividade
locomotora acima da induzida apenas pelo novo ambiente. A cada exposi¢cao ao
ambiente, hd a evocacdo dos efeitos da droga, gerando esse ciclo de
consolidagéo/reconsolidagdo da memoria (TRONSON E TAYLOR, 2013)

N&o houve diferencas entre os demais grupos, nem mesmo no grupo que
também recebeu morfina e que na fase 1 foi apresentado a arena (HAB MOR).
Tratamentos administrados imediatamente apds uma breve exposicdo no
ambiente  teste, porém, previamente explorados, ndo produzem
condicionamento (BASTOS et al., 2014; LEITE JUNIOR et al., 2019), indicando
a necessidade de um estimulo novo para associagcdo do ambiente com
tratamento administrado apdés a sessao experimental. Estudos anteriores
revelaram que a cocaina produz efeitos estimulantes agudos em ambientes
experimentais que representem novidade, resultados ndo demonstrados em
contextos ambientais nos quais 0s sujeitos estivessem previamente habituados
(CAREY et al., 2005; CAREY e DAMIANOPOULOS, 2008).

As divergéncias referentes a locomoc&o entre o grupo NAO-HAB MOR e
os demais grupos experimentais, aumentaram de forma significativa ao longo
dos subsequentes dias de testes, indicando efeito condicionado pela morfina
somente no grupo NAO-HAB MOR. A associacdo consolidada referente ao
ambiente aumentou quanto ao seu valor de incentivo e, consequentemente, a
subsequente resposta comportamental foi potencializada. A auséncia de
resposta condicionada no tratamento com morfina, apos a sessédo experimental
no grupo exposto previamente (HAB MOR) no ambiente experimental, justifica-
se pela sua participacéo na fase 1 desse experimento, na qual os sujeitos foram
submetidos a 10 sessOes consecutivas na arena teste, por cinco minutos.
Tratamentos administrados imediatamente ap0s passagem no ambiente teste,
nao promovem condicionamento, porque esse ambiente deixa de ser novo e
passa a ser familiarizado. A memoria da habituacdo foi consolidada, perdeu-se
o estimulo da novidade. A experiéncia ambiental ja foi consolidada. (BASTOS,
et al., 2014; LEITE JUNIOR et al., 2018). N&o houve correspondéncia entre as
respostas comportamentais ao tratamento apds sessao experimental com
morfina entre 0s grupos que ja conheciam previamente a arena teste (HAB) e 0s

grupos que sé conheceram o ambiente teste na fase 2 (NAO-HAB), com excec&o
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no primeiro dia da fase de inducéo (experimento 1, fase de inducgéo (Figura 5)),
mesmo apoés cinco dias de tratamento farmacoldgico.

A dopamina € ativada por processos motivados pela novidade, com
participacdo de suma importancia nos processos de consolidacdo e
reconsolidacdo de memoérias (OLIVEIRA et al., 2019). Essa ativagdo aumenta a
liberacdo de neurbnios dopaminérgicos no VTA e no hipocampo (MENEZES et
al., 2015), estruturas cerebrais relacionadas aos mecanismos de recompensa e
motivacdo (LEGAULT e WISE, 2001). Santos (2019) sugere que as associacoes
das pistas contextuais com o tratamento farmacol6gico apdés a sessdo
experimental, consolidam-se por ativacdo dopaminérgica, o ambiente ndo perde
seu carater de novidade, e a droga exerce seu papel reforcador positivo.

Outro dado importante observado nos resultados, é que o efeito
estimulante do condicionamento, que foi induzido na primeira fase com o grupo
NAO-HAB MOR, permaneceu na segunda fase (experimento 1 — fase de
condicionamento (Figura 6)). Deve-se ressaltar que nessa fase os animais
receberam apenas veiculo tanto antes como apds a sessao experimental, para
avaliar a resposta condicionada exclusivamente na presenca dos estimulos
condicionados, sem a presenca do tratamento farmacologico, sem as pistas de
estimulos da droga. Testes de condicionamento com tratamento antes da sessao
experimental diverge do teste dito “pds-teste”, pois a droga € administrada antes
do animal ser colocado no ambiente de teste, e avalia-se 0 comportamento do
animal sob o efeito da droga na arena. O teste com condicionamento apos a
sessdo experimental ndo é conduzido sob o efeito da droga, sendo assim, ndo
ha diferencas de sinais associados a presenca ou auséncia das pistas das
drogas. O fato de ndo necessariamente existir uma correlacdo entre as pistas
das drogas e os testes, pode ser que facilite o condicionamento rapido observado
com o condicionamento administrado ap0s a sessao experimental. Os
tratamentos aplicados logo apds o término da sessdo experimental alteram o
comportamento do animal durante a janela da consolidacéo, na qual a memaoria
pode ser modulada (OLIVEIRA et al., 2019).

Santos e colaboradores (2018) apuraram em testes com apomorfina com
grupos pareados e ndo pareados, incluindo tratamentos antes e apds a sessao
experimental, que os efeitos comportamentais nos grupos apdés o teste

experimental espelhavam os grupos que recebiam tratamento antes da sessao
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teste. Os efeitos da apomorfina foram observados no segundo dia da sesséo
experimental e em ambos 0s grupos. Trabalhos anteriores (BASTOS, 2014;
SANTOS et al., 2015; 2017) demonstraram que a apomorfina quando aplicada
imediatamente apds sessdo experimental de cinco minutos no ambiente novo,
sugeriu uma mudancga no comportamento do animal. Verificaram que houve uma
alteracdo na atividade da dopamina, cujos efeitos sao mantidos, durante a
consolidacéo de teste de aprendizado, promovida pela apomorfina, mudando o
valor do incentivo da associacdo, preconizando que associacdes estimulo-
resposta pareados com alta descarga dopaminérgica estimulem a consolidacéo
dessas associagoes.

Pdde-se observar no teste final o efeito condicionado produzido pela
morfina no grupo, que foi exposto a arena pela primeira vez na fase 2 e que
recebeu o tratamento farmacolégico através da resposta locomotora
condicionada (experimento 1 — teste final (Figura 7A)), restrita a fase inicial da
insercdo do animal no ambiente de teste e posterior declinio na atividade
locomotora. Neste teste, todos os animais foram administrados com salina e
colocados imediatamente na arena por 30 minutos. Os resultados mostraram
gue 0 grupo gue nao esteve exposto previamente ao ambiente teste apresentou
maior locomocao do que os demais grupos. Tal fato sugere que o tratamento
com morfina administrado associado a um ambiente novo possibilita uma
resposta condicionada. Nos outros grupos néo houve divergéncias na atividade
locomotora, e ao longo dos intervalos do teste (experimento 1 — teste final (Figura
7B)), houve uma diminuicdo progressiva na locomo¢do em todos 0S grupos
experimentais. Esses resultados sédo consistentes com os efeitos esperados em
um condicionamento (CAREY et al., 2014). No teste final de 30 minutos também
€ relevante o impacto da exposi¢cdo ao ambiente experimental nos testes de
cinco minutos anteriores, demonstrando um possivel efeito de habituacdo nos
demais grupos experimentais.

A metodologia aplicada neste estudo baseou-se em exposi¢cbes curtas
(cinco minutos) dos sujeitos, individualmente, em ambiente teste novo, com o
objetivo de avaliar a possibilidade de ocorrer processos de consolidacado
imediatamente apos a sessao experimental, conforme Menezes e colaboradores

(2015) j& haviam experimentado.
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Experimentos com breves tempos de exposi¢ao utilizando a locomocéo
como medida de comportamento de efeito de condicionamento sao
interessantemente aplicados porque testes longos associados com avaliacao
locomotora em arena, para pesquisa com drogas (CAREY et al., 2008) apresenta
como complicador o fato de ocorrer a habituagdo entre as sessdes e como
consequéncia, a diminuicdo da locomogéo do grupo controle.

O presente estudo concluiu que experimentos com breves sessfes de
teste para estudos de condicionamento com drogas psicoativas sao pertinentes
porque podem evitar algumas intercorréncias. Defende, por fim, que breve
exposi¢do a um novo ambiente com tratamentos farmacologicos, apos a sesséo
experimental, pode contribuir como um protocolo Gtil para estudos do processo

de condicionamento induzido por drogas.
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6.2 EXPERIMENTO 2: Efeito do protocolo de contracondicionamento utilizando-
se doses baixas de apomorfina na fase da reconsolidacédo da memoria.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do método do
contracondicionamento no bloqueio/atenuacdo da resposta condicionada pela
morfina 10 mg/kg com breves exposi¢oes.

Ja fora demonstrado anteriormente por Oliveira e colaboradores (2019),
em breves exposicfes de cinco minutos e diferentes doses de morfina (3,5 e 10
mg/kg), o aumento na atividade locomotora dos animais em trés dias de teste de
inducdo, e o grupo que recebera 10 mg/kg apresentou maior atividade
locomotora no ultimo dia do teste do que os demais grupos. Na pesquisa atual
foi relevante observar que no primeiro dia de experimento, ou seja, ho primeiro
dia em que os animais foram inseridos na arena, 0 comportamento locomotor
dos animais foi parecido (experimento 2- fase de indugéo (Figura 8A)). Porém,
apos o primeiro tratamento aplicado imediatamente ap6s o teste no ambiente
experimental ocorreu uma mudanca (experimento 2- fase de inducao (Figura
8B)): grupos que receberam morfina como tratamento apresentaram atividade
locomotora maior que 0s grupos gque receberam tratamento com solugéo salina.
A resposta condicionada aumentou com 0s tratamentos repetitivos (experimento
2- fase de inducdo (Figuras 8C, D e E)) indicando que os tratamentos
administrados imediatamente apds a sessao experimental foram consolidados
(IZQUIERDO, 2011). Izquierdo (2011) relatou que a associa¢ao da novidade do
ambiente com a informag&o farmacoldgica ha memoria ocorre no intervalo de
cinco a dez minutos apos a retirada do ambiente teste, intervalo de importancia
para a consolidacdo da memoria.

Deve-se destacar que a eficacia dos tratamentos administrados apés a
sessao experimental € devido ao efeito de condicionamento de traco, portanto,
a associacdo com o ambiente novo também mantém a resposta locomotora. A
apresentacao inicial ao ambiente novo estimula intensa resposta exploratoria e
emocional do animal, uma vez que a novidade desperta a motivagao e a busca
pela recompensa da novidade (XIGENG et al.,, 2003), iniciando assim, o
processo de consolidagdo em ambos os grupos experimentais. Para os grupos
veiculos, as pistas contextuais sdo consolidadas e, nas sessdes subsequentes,

ocorre a diminuigdo do seu caréater de novidade e inovador, e como resposta ha
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o declinio da atividade, o ambiente teste tornou-se familiar (SANTOS et al.,
2018). Em outro estudo foi demonstrado que a cocaina provocara efeitos
excitatorios em ambientes novos, no entanto, 0 mesmo n&o ocorreu em
ambientes previamente apresentados aos animais (CAREY et al., 2005; CAREY
e DAMIANOPOULOQOS, 2008).

A morfina se liga aos receptores p (mu) ativando o sistema dopaminérgico
mesolimbico de recompensa com origem no VTA, também bloqueiam a acédo
inibitoria de liberac&o de dopamina nos interneurdnios GABAérgicos, desinibindo
0s neurbnios dopaminérgicos que se projetam no nucleo accumbens, sistema
que intervém nas propriedades gratificantes das drogas de abuso (HYMAN e
MALENKA, 2001; LIU et al., 2014; TOMAZI, 2014). Drogas de abuso, como a
morfina, aumentam a concentracdo de dopamina no nucleo accumbens,
alterando o comportamento do animal, e regulam o aprendizado e a recompensa
(VOLKOW et al., 2002; NESTLER, 2004; VOLKOW et al., 2011). O sistema
mesolimbico inclui o nacleo accumbens, amigdala e hipocampo, e apresenta
relevante participacdo na recompensa no uso de drogas, com memoérias
relacionadas ao uso de drogas e respostas condicionadas também ligadas ao
uso de drogas (VOLKOW et al., 2002).

O efeito do tratamento com morfina integrou-se a memoria consolidada,
assim sendo, nas exposi¢cdes subsequentes, a sessdo experimental desperta 0s
efeitos excitatérios da morfina fortalecendo a consolidag¢édo/reconsolidagéo. O
repetido emparelhamento de morfina e consolidagéo/reconsolidacao favorece,
indiscutivelmente, a continuidade da resposta condicionada. Esse processo foi
observado e relatado por Oliveira e colaboradores (2019) anteriormente, os
quais apuraram gue as sugestdes de estimulo de respostas condicionadas pelo
uso de drogas seguidas do consumo dessas drogas é o maior fator de reforco
para a duracdo da dependéncia quimica e a resisténcia ao tratamento.
(ROBINSON e BERRIDGE, 1993; HYMAN e MALENKA 2001; SIMON e
SETLOW, 2006).

O contracondicionamento € um método eficaz e com resultados positivos
na eliminacao de respostas condicionadas que causam incOémodo ou exposi¢cao
desagradavel de um sujeito (BASTOS, 2014). Baseado nesse conceito utilizou-
se a referida metodologia para avaliagdo da manutencdo da resposta

condicionada pela morfina. O tratamento farmacoldgico utilizado foi a apomorfina
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0,05 mg/kg apoOs sessdo experimental breve (cinco minutos) também durante
cinco dias, sendo que em alguns grupos a administragcdo foi realizada
imediatamente a saida do sujeito da arena e outros grupos receberam 15
minutos apos a saida do animal do ambiente teste.

No primeiro dia do teste de contracondicionamento (experimento 2-
contracondicionamento dia 1 (Figura 9) é relevante abordar que os animais dos
grupos tratados com morfina na fase de inducdo mostraram comportamento
semelhante com o ultimo dia da fase de inducéo, apresentando locomoc¢&o maior
que os grupos que foram tratados com veiculo. O tratamento com a apomorfina
sé ocorreu apés a saida do animal da arena, ou seja, para avaliacao
comportamental desse dia 1, os animais ainda nao tinham recebido o tratamento
com apomorfina. Apomorfina, agonista dopaminérgico D1/D2, em doses baixas,
preferencialmente, estimula os autorreceptores D2 reduzindo o nivel da atividade
da dopamina durante a consolidacdo da memoria. O valor de incentivo dos
estimulos ambientais incorporados na memdria é atenuado junto a resposta
comportamental (DI CHIARA et al., 1977; MISSALE et al.,1998; CAREY et al.,
2004, 2008; SANTOS, et al., 2018).

No ultimo dia do experimento (experimento 2- teste de condicionamento
(Figuras 10 A e B)), os animais que foram tratados imediatamente apds a saida
da arena com morfina na fase de inducdo, e com apomorfina também
imediatamente apds a sessdo experimental, no protocolo de
contracondicionamento, diminuiram a resposta locomotora condicionada pela
morfina, no teste de contracondicionamento. Fato ndo observado nos outros
grupos que receberam morfina imediatamente apds a saida do ambiente teste
na fase de inducédo, e que receberam veiculo imediatamente ou 15 minutos apés
a saida da arena ou apomorfina 15 minutos ap6s a saida do ambiente teste, no
protocolo de contracondicionamento, entretanto, mantiveram a resposta
condicionada no mesmo nivel do inicio dessa fase. O contracondicionamento &
um procedimento importante na alteragdo da aprendizagem no contexto de
respostas condicionadas, e promissor para 0 tratamento de desejos
incontrolaveis, como os relacionados ao uso de drogas (DE MATTOS et al.,
2011).

O emparelhamento repetido da administracdo da morfina com a

consolidacéo/reconsolidacdo da memoria justifica a manutencdo da resposta
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condicionada pelo grupo que recebeu morfina apds a sessao experimental, na
fase de inducgéo, e apomorfina no protocolo de contracondicionamento, sendo
gue sua administracdo ocorreu apos 15 minutos da saida dos animais da arena,
0 que afasta a possibilidade de um efeito inibitério inespecifico da apomorfina.
Os resultados corroboram com os encontrados por Santos e colaboradores
(2017 e 2018), que utilizaram um protocolo de condicionamento de traco com
apomorfina 0,05 mg/kg e apomorfina 2,0 mg/kg, administradas imediatamente
apos a exposicdo ao ambiente teste, e foi observada resposta condicionada e
em contraponto. De Mattos e colaboradores (2011), no seu experimento,
administrou apomorfina 0,05 mg/kg e, 20 minutos apos essa administracéo, o
animal era colocado na arena, ndo sendo observado resposta condicionada.

Sob a perspectiva de que a dopamina é o neurotransmissor relacionado
ao incentivo do sistema de recompensa e da motivacéo (PECINA et al., 2003;
VOLKOW et al., 2012; COOPER et al., 2017), poderia ser pressuposto que a
integracdo da inibicAo da atividade dopaminérgica na reconsolidacdo da
memoria induzida pela apomorfina poderia ser relacionada a diminui¢éo do efeito
motivacional e da evocacéo das propriedades dessa associacdo. Nesta etapa,
essas perspectivas se sustentam por observagcédo empirica.

Cabe a observacao de que a eficacia da atuacao inibitéria na atividade
dopaminérgica promovida pelo tratamento apds sessdo experimental, com a
apomorfina (BRAGA ET AL., 2009a; CARRERA et al., 2011; SANTOS, et al.,
2018) ndo atesta que a dopamina atue mediando a resposta condicionada
provocada pela morfina. O efeito do tratamento apds sessao experimental com
apomorfina meramente revela que um tratamento inibidor de dopamina pode
exercer um efeito contrario,b, uma acdo estimulante condicionada,
independentemente de qual circuito de neurotransmissores atue na resposta
estimulante condicionada.

O tratamento de transtorno por uso de substancias, pelo método da
extincdo, é considerado fragil porque sofre influéncia do humor do sujeito.
Childress e colaboradores (1994) postularam que estados de humor negativos
podem se associar com pistas externas e promover a recaida. E estudos em
modelos animais apuraram que as respostas condicionadas extintas sofrem
recuperagcdo espontanea (PAVLOV, 1928), e sendo consideradas inclusive,

como um fator limitante de grande importancia na garantia da eficacia do
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processo de extingdo como um método de tratamento para a dependéncia
quimica (SANTOS, 2019).

Os resultados obtidos nesses experimentos inspiram a sua continuacgao,
pela qual se apuraria o condicionamento induzido pela morfina, aplicando o
protocolo de contracondicionamento, analisando se a supressédo da resposta
condicionada pelo tratamento com apomorfina ap0s sessdo experimental
imediato preveniria o recondicionamento. No experimento testaria se apds a
eliminacdo do condicionamento estabelecido pela morfina pelo tratamento com
apomorfina apos teste de arena, seria possivel a recuperacdo da resposta
condicionada a morfina pelo protocolo apos teste no ambiente experimental com
morfina. Se o processo de consolidacao/reconsolidacdo requisitar a ativacdo do
estado produzido pela resposta condicionada a morfina, ao que tudo indica as
pistas originais n&o seriam eficazes para iniciar um processo de
consolidag&o/reconsolidacdo e, como consequéncia, o protocolo de tratamento
com morfina apdés sessdo experimental ndo geraria o recondicionamento da
morfina.

Este caminho é interessante para avaliar se as dicas de condicionamento
foram ineficazes para o recondicionamento apds a sessdo no ambiente teste,
entretanto, pode ser pressuposto que as pistas readquiram suas propriedades
como estimulos condicionados caso o tratamento com a morfina antecedesse a
sessao experimental e, assim, 0s seus efeitos ocorreriam na presenca das pistas
contextuais como um protocolo de condicionamento pavloviano de drogas
convencional.

Através dos resultados obtidos concluiu-se que a morfina administrada
apos sessdo experimental breve de cinco minutos em ambiente novo, produz
resposta condicionada associada a consolidacéo/reconsolidacdo da meméria. O
protocolo de contracondicionamento é um método eficaz para substituicdo de
respostas negativas por respostas positivas, aplicado imediatamente em curtas
exposi¢cdes no ambiente condicionado, produzindo uma nova aprendizagem
associada também com a consolidacéo/reconsolidagcdo da memodria, e o
protocolo de condicionamento de traco com um papel relevante para o
desenvolvimento e manutencdo dos efeitos condicionados de drogas com

propriedades abusivas.
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7. CONCLUSAO

¢ A novidade do ambiente desperta comportamento exploratério do animal
indicando queda da ansiedade a medida que o ambiente se torna mais
familiar, tornando as visitas, na zona central, mais frequentes;

e Avaliacdo da atividade locomotora € uma medida de carater
comportamental positivo para habituacéo;

e A morfina induz resposta locomotora condicionada e sensibilizada com
breves exposicbes de cinco minutos em ambiente novo com
administracdes da droga ap0s a sessdo experimental, sugerindo que o
consumo de drogas em um novo contexto pode conduzir ao
desenvolvimento de efeitos condicionados significantes;

e O condicionamento de traco pode ser um protocolo util para analisar
novas formas de estudo da dependéncia quimica;

e A familiarizacdo como ambiente € um fator que inibe a resposta
condicionada pela morfina. A experiéncia ambiental ja esta consolidada.

e O protocolo de contracondicionamento foi eficaz porque atenuou a
resposta locomotora induzida pela morfina utilizando apomorfina 0,05
mg/kg, constituindo um método adequado na inibicdo da expressao da

resposta condicionada, associando uma nova aprendizagem,;
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