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RESUMO

Joaquim Barbosa Leite Junior, Médico Veterinério, filho de Joaquim Barbosa
Leite e Carla Aparecida Torres Leite e irm&o de Jhean Torres Leite, nasceu na
cidade de Bom Jesus do Itabapoana — RJ, em 15 de junho de 1990. Morou em
Carabucu (4° distrito de Bom Jesus do Itabapoana) até 2009. Ingressou na
Universidade Estadual do Norte Fluminense - RJ em 2010. Desde 2010 mora
em Campos dos Goytacazes.

A dependéncia quimica atualmente é considerada um grave e complexo
problema de saude publica. Trata-se de uma doencga crbnica e progressiva,
induzida pelo uso de substancias psicoativas e se caracteriza pela tendéncia
constante a recaida, mesmo ap6s um longo periodo de abstinéncia e que
envolvem alteragBes bioldégicas e comportamentais. Dentre as diferentes
substancias psicoativas tem-se a morfina, uma substancia analgésica com
crescente taxa de abuso entre os medicamentos licitos. Em altas doses, a
morfina provoca liberacdo de dopamina e ativacdo da via dopaminérgica. A
dopamina é uma substancia neurotransmissora excitatoria com participacao
consideravel na memdria e aprendizado relacionados as drogas, para gerar 0s
efeitos excitatorios como o prazer. No entanto, dois processos sao importantes
para a manutencdo da dependéncia, a sensibilizagcdo e o condicionamento,
pois amplificam os efeitos da substancia quimica. A sensibilizacdo é um
processo em que se tem aumento da resposta inicial, de forma progressiva,
com a mesma dose do farmaco. O condicionamento € o processo pelo qual um
estimulo inicialmente neutro se torna um estimulo incondicionado, devido a
constantes pareamentos. Dessa maneira, para o estudo da dependéncia
guimica dois modelos sdo comumente usados, o condicionamento de traco e o
condicionamento de atraso. A hipotese deste trabalho, € que os tratamentos
com apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg) administrados imediatamente
apos o teste experimental dentro da janela de reconsolidacdo da memodria,
provocam diminuicdo da locomocao, sugerindo diminuicdo da resposta
previamente condicionada e sensibilizada por morfina na dose de 10 mg/kg. O
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do tratamento com apomorfina 0,05
mg/kg, durante o periodo de reconsolidacdo da memadria na expressao de uma
resposta locomotora previamente condicionada e sensibilizada, produzida por
morfina 10 mg/kg, usando o condicionamento de atraso em que a
administracdo do farmaco é feita imediatamente antes do teste na arena
experimental e com um periodo prévio de habituacdo a arena. Para tanto,
foram desenvolvidos dois experimentos para verificar (1) o efeito do tratamento
com apomorfina 0,05 mg/kg no periodo de reconsolidacdo da memoria (periodo
labil da memdria), em ratos previamente sensibilizados e condicionados por
morfina 10 mg/kg, (2) o efeito do tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg fora
do periodo de reconsolidacdo da memoria (periodo ndo labil da memaoria), em
ratos sensibilizados e condicionados por morfina 10 mg/kg. Como principais
resultados, houve inducdo de sensibilizacdo quanto a hiperlocomogéo
condicionada nos animais tratados com morfina 10 mg/kg de forma associada.
Além disso, a apomorfina em dose baixa 0,05 mg/kg eliminou o
condicionamento por morfina 10 mg/kg, quando administrada durante o periodo
de reconsolidacdo da memdria. Entretanto, uma dose igual de apomorfina,



administrada apés o periodo de reconsolidagdo da memoria, ndo teve efeito no
condicionamento por morfina 10 mg/kg. Portanto, a interferéncia nos
mecanismos da reconsolidacdo da memoéria representa uma estratégia
promissora para o enfraquecimento de memorias mal adaptadas relacionadas
a dependéncia quimica.

Palavras-chave: Dependéncia Quimica; Morfina; Doenca Cronica; Apomorfina;
Sensibilizagao; Condicionamento;



ABSTRACT

Joaquim Barbosa Leite Junior, Veterinarian, son of Joaquim Barbosa Leite and
Carla Aparecida Torres Leite and brother of Jhean Torres Leite, was born in the
city of Bom Jesus do Itabapoana - RJ, on June 15, 1990. He lived in Carabucu
(4th district of Bom Jesus do Itabapoana) until 2009. He joined the Universidade
Estadual do Norte Fluminense - RJ in 2010. Since 2010 he lives in Campos dos
Goytacazes.

Chemical dependency is currently considered a serious and complex public
health problem. It is a chronic and progressive disease, induced by the use of
psychoactive substances and characterized by the constant tendency to relapse,
even after a long period of abstinence and involving biological and behavioral
changes. Among the different psychoactive substances is morphine, an
analgesic substance with an increasing rate of abuse among licit drugs. At high
doses morphine causes dopamine release and activation of the dopaminergic
pathway. Dopamine is an excitatory neurotransmitter substance with
considerable participation in drug-related memory and learning to generate
excitatory effects such as pleasure. However, two processes are important for
maintaining dependence, sensitization and conditioning as they amplify the
effects of the chemical. Sensitization is a process in which the initial response is
increased gradually with the same dose of the drug. Conditioning is the process
by which an initially neutral stimulus becomes an unconditioned stimulus, due to
constant pairings. Thus, for the study of chemical dependence two models are
commonly used, stroke conditioning and delay conditioning. The hypothesis of
this work is that low dose apomorphine (0.05 mg / kg) administered immediately
after the experimental test within the memory reconsolidation window causes a
decrease in locomotion, suggesting a decrease in the previously conditioned
response and sensitized by morphine at the dose of 10 mg / kg. The aim of the
study was to evaluate the effect of apomorphine treatment 0.05 mg / kg during
the period of memory reconsolidation in the expression of a previously
conditioned and sensitized locomotor response produced by morphine 10 mg /
kg, using the delay conditioning in which administration of the drug is done
immediately before the test in the experimental arena and with a previous
period of habituation to the arena. For this purpose, two experiments were
carried out to verify (1) the effect of apomorphine treatment 0.05 mg / kg in the
period of memory reconsolidation (memory labile period) in rats previously
sensitized and conditioned by morphine 10 mg / kg, (2) the effect of
apomorphine treatment 0.05 mg / kg outside the period of memory
reconsolidation (non-labile period of memory) in rats sensitized and conditioned
by morphine 10 mg / kg. As main results, there was induction of sensitization
regarding conditioned hyperlocomotion in animals treated with morphine 10 mg
/ kg in an associated manner. In addition, low dose apomorphine 0.05 mg / kg
eliminated morphine conditioning 10 mg / kg when administered during the
period of reconsolidation of memory. However, an equal dose of apomorphine
administered after the memory reconsolidation period had no effect on 10 mg /
kg morphine conditioning. Therefore, interference in the mechanisms of
memory reconsolidation represents a promising strategy for the weakening of



ill-adapted memories related to chemical dependence.

Keywords: Chemical dependence; Morphine; Apomorphine; Chronic disease;
Awareness; Conditioning;
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I-INTRODUCAO:

A dependéncia quimica é uma doenca crénica progressiva, recidivante e
gue se caracteriza pela tendéncia a recaida, que ocorre mesmo apds o
desaparecimento de qualquer sintoma de abstinéncia ou privacdo da droga
(HYMAN, 1995). A dependéncia e o alto risco a recaida acompanham o
individuo por toda sua vida (O’'BRIEN et al., 1998; WISE, 2000). Atualmente,
corresponde a um fendbmeno amplamente divulgado e discutido em todo o
mundo, uma vez que 0 uso abusivo de substancias psicoativas se tornou um
grave problema social e de saude publica. As drogas psicoativas (ex: alcool,
maconha e cocaina), produzem alteracdes no cérebro e uma mudanca notavel
das funcgdes psicologicas, como a atengcdo, a memoria e a percepgao sensorial.
Dentre as substancias psicoativas usadas de forma abusiva, observa-se, nos
ultimos anos, um aumento da utilizacdo de opioides, como exemplo: a morfina.

A ONU qualifica atualmente a epidemia do uso de opioides como uma
epidemia mortal. No cenario atual, os opioides ja contabilizam 76% das mortes
envolvendo disturbios relacionados ao uso de drogas no mundo (UNODC,
2018). S6 em 2017 ocorreram mais de 70 mil mortes por overdose nos EUA,
45,2% maior quando comparado ao ano de 2016, sendo mais da metade (47,6
mil) delas envolvendo opioides (SCHOLL, 2019). Segundo dados do UNODC
2018, a producédo mundial de épio aumentou 65% somente entre 2016 — 2017,
passando de 6.825 toneladas para atuais 10.500 toneladas, aproximadamente.

Dados do Relatério Mundial sobre Drogas em relacdo ao uso de
opioides, tanto para uso médico quanto para recreativo como droga de abuso,
indica o Brasil como o maior mercado consumidor da América do Sul, com
cerca de 600 mil usuarios. Esse numero corresponde a 0,4% da populacéo
com idade entre 12 e 65 anos, e com o0 maior indice de prevaléncia anual (uso
pelo menos uma vez ao ano). Cabe ressaltar que a prevaléncia anual do uso
de heroina é baixa (0,05% da populagéo adulta) devido ao valor alto da droga,
sendo que a maior parte dos individuos faz uso de opioides sintéticos como o
fentanil, que tem agcdo semelhante a da morfina (UNODC, 2013).

Nesse contexto, o desenvolvimento da dependéncia quimica ocorre

devido a uma complexa interacdo entre fatores sociais, bioldgicos e genéticos



(ROBBINS e EVERITT, 1999). O dependente, na auséncia da droga, quando
interrompe o0 uso, sente forte motivacdo para recobrar o consumo, mesmo
depois de passados meses e até mesmo anos do Ultimo uso. A recaida € um
momento em que o dependente volta ao consumo depois de algum tempo de
abstinéncia.

Atualmente, sabe-se que a recaida é mantida, ndo apenas pela
sensacgdo de prazer ou ainda pela tentativa de evitar os possiveis efeitos da
abstinéncia da droga, mas sim pelos mecanismos que envolvem aprendizagem
de longa duracao, ou seja, a memdria associada as drogas (NESTLER, 2001).
Para a dependéncia quimica, o desejo resultante da associacdo entre 0s
estimulos ambientais e os efeitos subjetivos da droga (particular a cada
individuo) estdo amplamente ligados aos fatores de risco de longa duracéo
para a recaida (HYMAN e MALENKA, 2001). As alteracdes comportamentais
geradas pelo uso de drogas de forma cronica produzem adaptacbes
neurobioldgicas e moleculares permanentes, instituindo um importante modelo
de neuroplasticidade (ROBINSON e KOLB, 1999; EISCH et al., 2000).

Dentre os processos relacionados com a génese e manutencdo da
dependéncia, dois processos sao fundamentais. O primeiro consiste em uma
forma de aprendizagem associativa estabelecida entre os efeitos da droga
(estimulo farmacoldgico) e a interagdo com o ambiente (objetos, lugares, som),
conhecido como processo de condicionamento. O segundo é uma forma de
aprendizagem nao associativa, denominada sensibilizacdo comportamental, e
se caracteriza pelo aumento progressivo de uma determinada resposta
comportamental, quando se administra a mesma dose da droga repetidas
vezes (ROBINSON e BERRIDGE, 1993). Dessa forma, o estudo do
condicionamento e sensibilizacdo comportamental € de grande importancia
para o entendimento dessa doenca. Os dois processos explicam o0s
comportamentos compulsivos de desejo, ingestdo e recaida presentes na
dependéncia quimica.

Ja se encontra bem aceito na literatura cientifica que a caracteristica
comum a todas as substdncias de abuso é a ativacdo do sistema
dopaminérgico (SCHULTZ et al., 1993). Entretanto, o fator de maior importancia
compartilhado por essas substancias é a transformacdo dos estimulos

contextuais contiguos (proximos) em estimulos condicionados e estimulos de



incentivo, os quais podem motivar e manter os comportamentos relacionados a
dependéncia (ROBBINS e EVERITT, 2002).

Para se estudar a dependéncia quimica, um dos processos essenciais é
a reconsolidacdo da memoaria. A reconsolidacao € importante para que ocorra a
atualizacdo de memodrias existentes. Algumas memodrias, quando evocadas ou
lembradas, adquirem uma forma labil e podem ser modificadas, esse processo
de reconsolidacdo € bem rpido e dura de segundos a poucos minutos
(IZQUIERDO et al., 2006). Estados enddgenos particulares concomitantes com
a reconsolidacdo da memoria poderiam influenciar o armazenamento e a futura
expressdo da memoria, dessa forma, sdo um caminho para o tratamento da
dependéncia quimica. As catecolaminas, como a dopamina, atuam no circuito
de recompensa no SNC e sdo importantes para a aquisicdo de memarias de
longo prazo, pois variagbes nos seus niveis circulantes estdo envolvidas na
modificacdo do aprendizado, tornando o aprendizado prazeroso ou nao
(ORDONEZ, 2012). Niveis altos de dopamina faciltam o aprendizado,
contribuindo para a consolidacdo de memdrias mal adaptadas como é o caso
da dependéncia quimica. Por outro lado, niveis baixos de dopamina podem
contribuir para a reconsolidacdo da memdria e assim serem usados como
estratégia para o tratamento do dependente quimico (NODA et al., 1998; NODA
e NABESHIMA, 2004).

Trabalhos do nosso laboratorio (CARRERA et al., 2012; DE MELLO
BASTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2018) utilizando uma metodologia com
apomorfina nas doses de 0,05 mg/kg (dose que estimula os receptores
dopaminérgicos DA pré-sinapticos) e 2,00 mg/kg (dose que estimula os
receptores dopaminérgicos DA: poés-sinapticos), mostraram que houve
interacdo da apomorfina no processo de reconsolidacdo da memoria quando a
apomorfina foi administrada em dose baixa (0,05 mg/kg), imediatamente apés a
saida da arena experimental, em que houve diminuicdo da locomocao,
sugerindo reducdo da resposta condicionada e sensibilizada produzida por
apomorfina em dose alta (2,00 mg/kg). Os resultados mostraram também que a
dose de 2,0 mg/kg de apomorfina produziu efeitos opostos, ou seja, acentuou
tanto a resposta locomotora condicionada quanto a resposta locomotora
sensibilizada, houve aumento da locomogéo.

A morfina é uma droga psicoativa capaz de gerar dependéncia quimica e



se assemelha com a apomorfina, pois as duas substancias tém a capacidade
de aumentar os niveis circulantes de dopamina quando usadas em doses altas
(SHOBLOCK et al., 2005). A hipétese do presente trabalho € que os
tratamentos com apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg), administrados
imediatamente apds o teste experimental dentro da janela de reconsolidacao
da memoria, provocam diminuicdo da locomoc¢ao, sugerindo diminuicdo da
resposta previamente condicionada e sensibilizada por morfina, na dose de 10
mg/kg.



[I-OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg, durante o
periodo de reconsolidacdo da memoria na expressdao de uma resposta
locomotora previamente condicionada e sensibilizada, produzida por morfina 10
mg/kg.

2.2 Objetivos Especificos

a) Verificar a administracdo de morfina na dose de 10 mg/kg no
desenvolvimento de uma resposta condicionada e sensibilizada:
utilizando-se, para tanto, um protocolo de condicionamento pavloviano

de atraso;

b) Verificar a administracdo de apomorfina 0,05 mg/kg, imediatamente apds
a arena experimental (no periodo de reconsolidacdo da memdria), na
atenuacdo e/ou bloqueio de uma resposta locomotora previamente

condicionada e sensibilizada por morfina 10 mg/kg;

c) Verificar a administracdo de apomorfina 0,05 mg/kg, 15 minutos apos o
término da sessao experimental (fora do periodo de reconsolidacédo da
memdria) na atenuacdo e/ou bloqueio de uma resposta locomotora,

previamente condicionada e sensibilizada por morfina 10 mg/kg;



lI-REVISAO DE LITERATURA:

3.1 Dependéncia Quimica

A dependéncia quimica é uma doenca crbnica que tem como
caracteristica a tendéncia recorrente a recaida e pode ser entendida dessa
forma como um problema complexo e continuo, sendo classificada entre os
transtornos psiquiatricos (CID10, F19).

A dependéncia € uma forma de aprendizado que ocorre devido ao
consumo de substancias psicoestimulantes que provocam alteragcdes do
sistema nervoso central como o0 aumento de dopamina, tendo acéo
estimulatoria das atividades de vigilia e da atencao, ela pode ser separada da
dependéncia fisica, na qual o organismo do dependente apresenta distarbios
fisicos quando se faz a interrupcéo do uso da droga. A dependéncia ainda pode
ser entendida por dependéncia psicolégica, em que o0 uso tem por objetivo o
bem-estar e os efeitos iniciais da droga (RIBEIRO e MINAYO, 2015).

A dependéncia pode ser tratada e controlada objetivando a diminuicéo
dos sintomas, sendo por vezes de dificil controle (PEREZ-CAJARAVILLE et al.,
2005). Os individuos toxicodependentes tendem a ter uma rejeicdo por
atividades que nado estejam ligadas ao consumo da droga, pois ocorre
diminuicdo da sensacéo de prazer (NERY FILHO et al., 2009).

Por muito tempo, a dependéncia foi entendida como sendo desvio de
carater, falta de personalidade ou de forca de vontade e, por isso, o
dependente era tratado por nomes pejorativos. Somente em 1964 foi que a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) introduziu o termo “dependéncia” em
modificacdo de “vicio” e “habituacdo” que eram os termos usados até entédo,
assim o problema passou a ser entendido como uma doenca (DUPONT, 2005).

O consumo de substancias psicoestimulantes € bem antigo e, de certa
maneira, contemporaneo ao proprio nascimento das civilizacbes (NUNES e
JOLLUSKIN, 2007). No principio, os homens consumiam drogas em ceriménias
religiosas como parte da celebracdo, depois o consumo de drogas mudou de
contexto e passou a ser feito com a finalidade de diminuir o sofrimento, diminuir
a dor, o cansago e, também, para se alcancar sensacdes prazerosas
(MARTINS e CORREA, 2004).



Dois fatos historicos ocorridos no século XIX contribuiram bastante para
gue a dependéncia quimica se tornasse, pela primeira vez, um grave problema
social; o primeiro em que China e Inglaterra travaram uma guerra pelo
abastecimento mundial de 6pio e o segundo durante a Guerra Civil Americana
nos EUA (ARAUJO e MOREIRA, 2006). Nesses dois conflitos, os soldados
feridos em combate usaram morfina de forma oral e subcutanea, e isso
provocou um enorme numero de casos de dependéncia quimica na Europa e
EUA (BARAKA, 2000; DUARTE, 2005).

O abuso ou uso nocivo seria um momento intermediério entre 0 uso
recreativo (de baixo risco, ndo sendo caracterizado como um problema médico)
e a dependéncia. J& ha prejuizo decorrente do consumo da substancia, mas
ainda ha algum controle do individuo quanto a quantidade consumida e a
duracéo dos efeitos (TAMELINI e MARTINS, 2007).

Alguns pontos sdo importantes para entender os limites entre o uso
recreativo, o abuso e a dependéncia de substancias psicoativas. Postula-se
gue sejam fenbmenos que ocorrem em conjunto com parametros, orientando a
transicdo de um estagio para o outro, como o impacto funcional no trabalho e
na familia, as consequéncias e restricbes decorrentes do consumo da
substancia, assim como o desenvolvimento de mecanismos fisiologicos de
adaptacao a presenca da substancia, como tolerancia e abstinéncia. Tolerancia
€ a diminuicdo dos efeitos esperados de uma droga por exposicdo excessiva
do dependente ao seu principio ativo, enquanto a abstinéncia € a privacdo do
uso da droga e de suas sensacdes prazerosas, podendo causar perturbacfes
fisiolégicas no organismo como: irritabilidade, depresséo, ansiedade, suores,
enjoos, dores de cabeca (RAITH e HOCHHAUS, 2004).

As drogas ativam o circuito da recompensa na via mesocorticolimbica,
liberando neurotransmissores responsaveis por uma sensacao de bem-estar e
prazer como a dopamina e o glutamato, como consequéncia, o desejo por
repetir a experiéncia se mantém. Na dependéncia quimica, 0 comportamento
de busca ativa da droga € no sentido de reequilibrar o sistema de recompensa
(FERREIRA et al., 2001).



3.2 Morfina

A morfina é um opioide analgésico. A droga foi isolada pelo aleméo
Friedrich Serturner em 1806, mas teve sua difusdo somente em 1853, apos a
invencdo da agulha hipodérmica (PATHAN e WILLIAMS, 2012). Sendo o
primeiro farmaco narcotico derivado do épio (Papaver somniferum) e usado,
frequentemente, na intervencéo clinica de doencas como a dor crbnica. A
morfina pode ser administrada por via oral, subcuténea, intramuscular,
intravenosa, epidural e ainda pelas vias transdérmica e intranasal. Quando
usada pelas vias intramuscular e subcutanea, o pico de acdo se da aos 15-20
minutos, por via intravenosa, o pico do efeito analgésico é obtido aos 20
minutos. Caso seja em bolus epidural ou intratecal, o pico ocorre de 5 a 10
minutos apos a administracdo, a duracédo da acao analgésica é de 4 a 5 horas.
Quando administrada por via oral, a morfina tem seu pico de acdo em 30-90
minutos, com 6 horas de duracdo da acdo analgésica (STEIN, 2015; GLARE e
WALSH, 1991; LUGO e KERN, 2002). A droga consegue ultrapassar a placenta
e a barreira hematoencefalica e sua excre¢cdo ocorre na maior parte pela via
renal, apenas uma pequena parte é excretada por via biliar. A Figura 1 mostra a
férmula estrutural da morfina (SJOGREN et al., 1994).

HO
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Figura 1: Férmula estrutural da morfina (7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorphinan-3,6-diol).
Adaptado de TRESCOT et al. (2008).

Os receptores dos opioides sao classificados em 4 tipos:
M (Mi), k (Kappa), & (Delta) e o (sigma), esses receptores fazem parte da

familia de receptores ligados a proteina G no mecanismo de analgesia. A nivel



celular, a morfina age como agonista total nos receptores g acoplados a
proteina G do tipo inibitéria (Gi), impedindo a acdo da enzima adenilato ciclase.
Essa enzima é responsavel pela transformacdo de ATP (adenosina trifosfato)
em AMPc (Monofosfato ciclico de adenosina), dessa forma, ndo serdo feitas
novas sinteses de AMPc (importante mensageiro intracelular), como resultado
h& a diminuicdo das respostas celulares (PETROFF, 2002).

Outro ponto de destaque é o aumento do efluxo de potassio, ou seja,
ocorre a passagem dos ions potassio para o exterior da célula, devido a
abertura dos canais de potassio e fechamento dos canais que levam sodio para
a porcao interior da célula (COHEN, 1979). No exterior celular, essa elevacao
da concentracdo de potassio aumenta o limiar do potencial de acdo celular,
tornando a célula hiperpolarizada, esse aumento no potencial de acdo tem
efeito inibitorio, pois impede o impulso nervoso (SCHROLL e HAMKER, 2013).

A nivel de sistema nervoso central, a morfina tem sua acdo nos
receptores do tipo p (Mi) dos neurbnios gabaérgicos, onde ocorre uma
diminuicdo da producdo do GABA e posterior aumento da dopamina circulante
devido a excitacdo dos neurbnios dopaminérgicos e ativacdo do sistema de
recompensa das vias mesolimbica e mesocortical, duas vias simpaticas. Essa
excitacdo do sistema nervoso central pelo aumento da dopamina é responsavel
por causar a dependéncia quimica (YAMAKAGE e NAMIKI, 2002).

Com a diminuicio da fracdo de mensageiros celulares e
neurotransmissores inibitorios em circulagdo no interior da célula e sistema
nervoso central, respectivamente, somado a um aumento da liberacdo do
neurotransmissor Glutamato nos neurdnios glutamatérgicos, ocorre uma
importante excitagdo neuronal com ativacdo da via mesolimbica e mesocortical
(GOLDBERG et al., 2013). Tais acbes provocam reducdo da liberacdo de
importantes neurotransmissores inibitérios, responsaveis pelo humor, como a
glicina e o0 acido gama-aminobutirico (GABA) (WATANABE et al., 2002).

Estes receptores opioides estdo localizados em neurbnios de diversas
areas do cérebro como o cortex pré-frontal, tAlamo, hipocampo, bulbo olfatério,
ndcleos pontinos, substancia gelatinosa na medula espinhal, nos nervos
periféricos, substancia cinzenta periaquedutal e no sistema nervoso entérico. A
ativacdo desses receptores € feita pelos opioides enddgenos, como as

endorfinas e as encefalinas que sao neurotransmissores semelhantes a
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morfina (HEMMINGS e JEVTOVIC-TODOROVIC, 2013).

A morfina atuando nos receptores p (Mi) tem as seguintes acoes:
analgesia, miose, bradicardia, depressdo respiratéria e indiferenca aos
estimulos do meio circulante. Quando em atuacdo nos receptores & (Delta),
ocorre primariamente a analgesia, mas também, a modulacdo de funcdes
cognitivas e de dependéncia fisica, enquanto os receptores kK (Kappa) regulam
a nocicepcdo, a termorregulacdo, o controle de diurese, a secregao
neuroenddcrina e a reducdo da atividade motora e reflexos (MARTINS et al.,
2012). Os receptores do tipo OP1l ou o (sigma) estimulam as funcdes
simpaticas provocando taquicardia, hipertensdo, midriase, nauseas e vomitos,
e, também, podem causar alucinacdes. Os receptores o (sigma) séao
parcialmente opioides, depois de reanalisados por alguns pesquisadores, foi
visto que eles interagem com uma variedade de drogas psicoativas e seu
ligante endogeno ndo € conhecido (embora eles possam reagir com certos
esteroides enddgenos), chegou-se a conclusdo de que seriam, na verdade,
decorrentes do bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (PERT e
SNYDER, 1973; BROWNSTEIN, 1993; MARTINS et al., 2012).

A morfina € metabolizada no figado, essencialmente pela UDP-
glucoronosiltansferase 2B7 (UGT2B7). A partir dai sédo obtidos dois metabdlitos
principais: a morfina-6-glucuronideo (M6G), que € um metabdlito ativo e
responsavel por efeitos clinicos da morfina como a analgesia (LOTSCH e
GEISSLINGER, 2001), e a morfina-3-glucoronideo (M3G), que em excesso
pode levar a hiperalgesia (sensibilidade aumentada a dor), através da reacéo
de fase Il (glucoronidac&o) do grupo alcodlico 6-OH e do grupo fendlico 3-OH
(figura 2) (DAHAN et al., 2008; SMITH, 2000).
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Figura 2: Metabolismo da morfina e os seus metabdlitos M6G e M3G. Adaptado de
WAHLSTROM et al. (1988).

3.3 Condicionamento Pavloviano e Morfina

Rehman e Rehman (2018) descrevem que o condicionamento classico é
um meétodo de aprendizado inconsciente, uma forma direta, através da qual, os
animais podem aprender. O condicionamento classico é o processo em que
uma resposta automatica e condicionada é emparelhada com estimulos
especificos.

O condicionamento pode ser segmentado em dois tipos, o primeiro tipo é
o condicionamento operante ou instrumental, em que se manifesta um aumento
na probabilidade de ocorréncia de um determinado comportamento, por
exemplo, se a consequéncia for reforcadora, aumenta a probabilidade de se
repetir, se for punitiva, pode diminuir ou extinguir a probabilidade de sua
ocorréncia futura (STADDON e CERUTTI, 2003). O segundo tipo € o
condicionamento pavloviano classico, que € o processo pelo qual um estimulo
ambiental neutro adquire func¢des similares as de um estimulo incondicionado
através de emparelhamentos, com drogas de abuso ou outro estimulo, de
forma prévia e repetida (SCHULTZ e SCHULTZ, 1992; BARDO e BEVINS,
2000).

O condicionamento classico foi postulado por Ilvan Pavlov, através de

trabalhos com caes. Em seu experimento mais conhecido, ele tocava um sino,
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Estimulo Neutro (EN), que ocasionava uma Resposta Inespecifica e Neutra
(RN), antes de apresentar comida aos cées, a comida sendo um Estimulo
Incondicionado (EIl) e que gerava uma Resposta Incondicionada (RI), que era a
sialorreia. ApGs consecutivos pareamentos entre Estimulo Incondicionado e
Estimulo Neutro, os cdes passaram a salivar, Resposta Incondicionada (RI), ao
som do sino sozinho, nesse caso tendo uma Resposta Condicionada (RC). O
Estimulo que originalmente era um Estimulo Neutro se torna um Estimulo
Condicionado (EC) (PAVLOV, 1927).

Segundo Catania (1999), o condicionamento classico pode ser diferido
em relacdo a sua programacao temporal, em dois tipos: atraso e traco. No
condicionamento de atraso, o tratamento farmacologico € administrado antes
da colocacdo do animal no ambiente onde ele sera testado. Desse modo, a
resposta ao farmaco vai ocorrer concomitantemente com o estimulo do
ambiente de testes. O outro tipo, o condicionamento de trago, tem-se o
Estimulo Condicionado terminando antes do inicio da administracdo do
farmaco, ou seja, o animal recebe a administracdo do farmaco apos a saida da
arena experimental e, para tanto, o intervalo entre os dois estimulos precisa ser
breve. No condicionamento de traco, o animal vivencia os estimulos de forma
separada, ou seja, primeiro ele experimenta os efeitos causados pela
permanéncia na arena experimental, imediatamente depois, ele vai
experimentar os efeitos provocados pelo farmaco (CAREY et al., 2014).

Sabe-se que a morfina, assim como outras drogas psicoativas, por
exemplo, anfetamina e cocaina, causa mudancas permanentes no Sistema
Nervoso Central (SNC), e que essa neuroplasticidade, apds uso repetido, esta
envolvida com a dependéncia quimica (JACOBS et al., 2003). Para tanto, os
seus estimulos incondicionados podem ser facilmente condicionados a
estimulos presentes em ambientes experimentais (SIEGEL, 2001).

Trabalhos de Walter e Kuschinsky (1989), usando trés grupos de ratos: o
primeiro grupo (associado) foi condicionado 8 vezes com morfina 15 mg/kg, na
presenca de varios estimulos condicionados definidos (auditivo, olfativo e tétil).
O segundo grupo (néo-associado) foi exposto ao mesmo esquema de
tratamento de morfina e estimulos, mas sem associacdo positiva entre droga e
os estimulos. Um terceiro grupo (veiculo) foi tratado com solugcéo salina NacCl

0,9% e exposto aos mesmos estimulos que o0s outros dois grupos. Todos 0s
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grupos foram testados para respostas condicionadas na presenca dos
estimulos condicionados. Uma série de experimentos foi realizada com solugéo
salina, depois de um intervalo de dois dias dos testes de condicionamento, uma
segunda série foi testada com soro fisiologico apdés um intervalo de 7 dias, uma
terceira série com morfina 15 mg/kg apés um intervalo de 2 dias, uma quarta
série com a mesma dose de morfina apés um intervalo de 7 dias. Os resultados
mostraram que quando a morfina foi usada apdés um intervalo de 2 dias, a
tolerancia farmacodinamica "classica", mas nao os fenbmenos condicionantes,
poderia explicar a mudanca de comportamento, enquanto que nos outros trés
protocolos descritos, alguns efeitos comportamentais condicionados puderam
ser observados na presenca ou na auséncia de morfina, nos parametros
utilizados (ativacdo locomotora, melhora das fungbes motoras, cheirar, roer).
Consequentemente, o condicionamento contribui para a mudanca de

comportamento apds a administracéo repetida de morfina.

3.4 Sensibilizacdo e Morfina

A sensibilizacdo € um processo onde se tem 0 aumento progressivo da
atividade locomotora, compulsdo, comportamento de fuga (WELLS e WELLS,
1971), e ocorre apds a administracao repetitiva de psicoestimulantes, usando-
se a mesma dose da substancia quimica. Também conhecida como tolerancia
reversa, a sensibilizacdo comportamental é essencial no processo de
dependéncia quimica. A administracdo de drogas causa mudancas a nivel
cerebral, na via dopaminérgica mesolimbica associada ao nucleo accumbens
(Nac), provocando sensibilizacdo neural. Como consequéncia, esses sistemas
se tornam hipersensiveis aos efeitos da droga e, também, a estimulos
associados a eles, mesmo apOs cessada a administracdo da substancia
guimica. Mas, depois de algum tempo de uso, a atividade locomotora ainda
estara aumentada, devido a hipersensibilidade comportamental que ¢é
duradoura (CADOR et al., 1995). Dessa forma, a sensibilizagdo neural aumenta
a busca pela droga (GARCIA et al., 2010). Um Uunico tratamento com

anfetamina ou morfina induz a hiperlocomocdo associada a hiper-
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responsividade da transmissdo de dopamina  mesocorticolimbica
(VANDERSCHUREN et al., 1999).

A sensibilizacdo depende do padrdao temporal da exposicdo ao
medicamento, regimes de tratamento intermitente, com intervalos de 24 horas
(dose diaria) entre as administracdes, sado geralmente mais eficazes na inducao
da sensibilizacdo do que 0s esquemas que empregam exposicdo as altas
doses crescentes de medicamentos (ROBINSON e BECKER, 1986; STEWART
e BADIANI, 1993; VANDERSCHUREN et al., 1997). E possivel notar, ainda,
gue até mesmo uma Unica exposicdo as drogas psicoestimulantes, como
morfina, pode ser suficiente para provocar uma sensibilizacdo duradoura
(NASCIMENTO, 2011).

Em trabalho de Vanderschuren e colaboradores (1997), foi observado
efeito de hiperlocomocdo em um protocolo de sensibilizagdo comportamental
por morfina, mesmo apoés transcorrer trés semanas da uUltima aplicacdo, o
experimento consistia em uma aplicacao diaria de morfina 10 mg/kg, por via
subcutanea (SC), em ratos Wistar, por um periodo de 14 dias consecutivos.

Vigano e colaboradores (2003), apos administrarem doses crescentes
de morfina (10 mg/kg - 20 mg/kg - 40 mg/kg), em ratos, duas vezes ao dia,
durante trés dias consecutivos, puderam constatar inducdo de sensibilizacéo
comportamental. O teste de sensibilizacdo foi feito usando-se de uma dose
baixa de morfina (5 mg/kg) por via SC, depois de passados 15 dias da ultima
aplicacdo. Os resultados mostraram que houve aumento da locomocéao,
guando comparado ao grupo controle.

Em outro trabalho de Vanderschuren e colaboradores (2001), animais
pré-expostos a dose unica de morfina 10 mg/kg exibiram um aumento
significativo psicomotor. O mesmo tipo de exposicdo a morfina com dose
diferente (2 mg/kg) ndo afetou o efeito psicomotor. Os testes de locomocao
foram feitos trés semanas apoOs o tratamento farmacoldgico. Portanto, uma
Unica exposicdo a morfina, em dose alta, induz a sensibilizacédo

comportamental duradoura e a neuroadaptacédo associada.
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3.5 Vias Dopaminérgicas

A dopamina €& um neurotransmissor enddgeno da familia das
catecolaminas, sua produ¢do ocorre na substancia nigra e na area tegmentar
ventral (VTA) no cérebro. Existem, pelo menos, 5 receptores dopaminérgicos,
D1, D2, D3, D4 e D5. Sendo D2, D3 e D4 com grande afinidade entre si,
enquanto D1 e D5 compartilham de caracteristicas semelhantes. A dopamina
esta envolvida no controle da cogni¢cdo, humor, aprendizado, memodria,
emocodes e na manutencao das funcdes renal, gastrointestinal e cardiovascular
(MATSUMOTO et al., 2005).

Kenna e colaboradores (2007) mostram que propriedades reforcadoras
de drogas psicoativas com potencial de abuso tém relacéo direta e indireta com
o sistema dopaminérgico. Os receptores dopaminérgicos se distribuem de
forma ampla no hipotalamo, na substéncia negra e na area tegmentar ventral
(VTA), dando origem as quatro principais vias dopaminérgicas do sistema
nervoso central, a via mesocortical, a via mesolimbica, a via nigroestriatal e a
via tubero-infundibular.

A compreensdo e estudo das quatro vias dopaminérgicas do sistema
nervoso central e dos aspectos envolvidos na neurotransmissdo séao
fundamentais para entender a vasta gama de funcbes desempenhadas por
estas vias. Falhas nas estruturas de neurotransmissdo dopaminérgicas no
sistema nervoso central estdo relacionadas com doencas graves, como a
dependéncia quimica (via mesolimbica e via mesocortical).

A via mesolimbica é uma das vias dopaminérgicas mais importantes,
por suas func¢des destacadas com relacdo a dopamina. Esta ligada diretamente
ao sistema de recompensa cerebral. A via mesolimbica se origina na area
tegmentar ventral, uma regido rica em neurdnios dopaminérgicos e que cobre
parte do mesencéfalo, projetando seus feixes nervosos para outras areas
importantes do sistema nervoso central, como o cortex pré-frontal, o
hipocampo, o complexo amigdaloide e, também, para o nucleo accumbens. E
no ndcleo accumbens que a dopamina exerce, em um primeiro instante, sua
acao como mediadora dos sentimentos de prazer e recompensa (ADINOFF,
2004).

Portanto, no instante em que um determinado individuo tem contato com
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um estimulo de carater recompensador ou prazeroso, como comida, sexo ou
drogas, ocorre liberacdo de dopamina cujos sinais percorrem da area
tegmentar ventral ao nucleo accumbens. O caminho feito pela dopamina
possibilita a criacdo e o reforco de sensagbes positivas que acabam por
acentuar e modular o comportamento do individuo (SOMALWAR et al., 2018).

Outra via dopaminérgica importante com projecdes originadas na area
tegmentar ventral é a via mesocortical, suas projecdes se encaminham para o
cortex pré-frontal. E uma das maiores vias dopaminérgicas junto com a via
mesolimbica e tem grande importancia para o desenvolvimento normal das
funcdes cognitivas, recompensa, aprendizagem, atencéo, tomadas de decisao,
memoria de trabalho e resposta emocional. Esta presente na fisiopatogénese
da esquizofrenia, patologia em que ocorre a diminuicdo de dopamina nessa via
cerebral (DIAZ, 1996; MORGANE et al., 2005).

A via nigroestriatal tem projecbes dopaminérgicas, com origem na
substancia negra indo até o corpo estriado e integra os ganglios basais. A
ativacdo da via nigroestriatal, que produz um aumento na liberacdo de
dopamina no corpo estriado dorsal, produz estereotipias, esta relacionada com
a locomocéao e promove aprendizado dos comportamentos do vicio (RIVERA et
al., 2013). Os neurdnios dopaminérgicos presentes nessa via sao responsaveis
pela estimulacdo motora voluntaria e contém em torno de 80 % de toda a
dopamina do sistema nervoso central (YADAV et al., 2014).

Os opioides provocam um aumento da atividade dopaminérgica na via
mesolimbica, ou seja, por meio da inibicdo dos neurdnios gabaérgicos, ocorre
diminuicdo do GABA e aumento da dopamina liberada pelos neurdnios
dopaminérgicos. A morfina, quando administrada repetidamente em um
ambiente determinado, produz uma série de neuroadaptacdes que levam ao
desenvolvimento de tolerancia, dependéncia e sensibilizagdo. Assim como
outras drogas de abuso, ela afeta as vias dopaminérgicas mesolimbica e
mesocortical do sistema nervoso central. A ativacdo do sistema dopaminérgico
mesolimbico (circuito de recompensas) provoca um aumento na liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens e é responsavel pelas propriedades de reforco
dos farmacos (WISE, 1996; BARDO, 1998).
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3.6 Reconsolidacdo da Memoaria

Certas memorias quando sdo evocadas ou lembradas tomam uma forma
labil e para que elas permanecam precisam passar por uma atualiza¢do, o que
€ conhecida como reconsolidacdo (LECHNER et al., 1999). Uma memaria pode
ser entendida como a capacidade de adquirir, armazenar e acessar as
informagcbes e necessita  passar por 3  etapas: aquisicao,
consolidacdo/armazenamento e evocacgdo (FRENKEL et al., 2005). A memaria
€ uma caracteristica importante dos animais e que junto com a heranca
genética define a personalidade de cada individuo. Alguns estados enddgenos,
pelos quais o organismo passa durante a reconsolidagédo, podem alterar essas
memodarias, pois dependem de experiéncias vividas (IZQUIERDO et al., 2002).

Muller e Pilzecker propuseram, no ano de 1900, a “teoria da
consolidacdo” de memorias, estabelecendo os principais processos associados
com o0 armazemento e evocacao das memorias (DUDAI, 2012). Anteriormente
a essa teoria, pensava-se que as informacbes, uma vez adquiridas e
transformadas em memodrias tornar-se-iam fixas ou pouco moldaveis. Com o
auxilio de diversas pesquisas posteriores, foi postulado que durante a
estabilizacdo, as memdrias se tornam susceptiveis as interferéncias, ou seja,
um outro aprendizado podera muda-la. Contudo, apds passado o periodo de
consolidacéo, essas memdrias ndo poderiam mais ser modificadas (DUDAI et
al., 2015). Segundo Duncan (1948), o melhor periodo temporal para que seja
feita qualquer modificacdo na memoria é ap0s a sua aquisicdo, ou seja, logo
gue a memoria € adquirida.

O termo reconsolidacao surgiu apés os estudos de Lewis (1979), em que
ele separou as memdrias em, ativa e inativa, sendo que as memdrias em
estado ativo sdo aquelas que passaram por reativacdo apds evocagao e se
encontram |4beis, permitindo alguma modificacdo, enquanto as memdrias em
estado inativo sdo aquelas que foram consolidadas e ndo permitem
modificacbes. Alguns autores afirmam que a memoria relacionada a
dependéncia ndo pode ser esquecida, assim como as memadrias para a dor e
ansiedade, isso porque quando o dependente entra no ambiente onde se fez o

uso da droga, ocorre liberacdo de dopamina nas vias mesocortical e
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mesolimbica, em locais como o cOrtex pré-frontal, a area tegmentar ventral e
amigdala, onde ocorre a lembranca de comportamentos relacionados as
drogas e fazem com que eles retornem ao uso (NESTLER, 1996, 2002, 2004).

O estudo da reconsolidagdo da memdria na dependéncia quimica
avangcou muito com a farmacologia comportamental, por meio dessa
abordagem foi possivel descobrir diversos circuitos cerebrais e moléculas
envolvidas nos processos da doenca (IZQUIERDO e MCGAUGH, 2000).

As catecolaminas sé@o alguns dos neurotransmissores responsaveis pela
permanéncia da dependéncia como memodria ao longo prazo, pois estdo
envolvidas na modificacdo do aprendizado. A dopamina, quando esta em altas
concentracbes no ceérebro, provoca uma facilitagdo do armazenamento das
memarias, pois ativa o circuito de recompensa gerando sensacdes prazerosas
(NODA et al., 1998, NODA e NABESHIMA, 2004). Uma das formas de tratar a
/dependéncia quimica € alterando as condicbes endogenas, principalmente a
nivel de sistema nervoso central do dependente quimico. A apomorfina € uma
droga que provoca alteracdo nos niveis cerebrais de dopamina. Em doses
baixas (0,05 mg/kg) ela provoca diminuicdo da dopamina e em doses altas
(2,00 mg/kg) provoca aumento da dopamina (BRAGA et al., 2009). Assim,
interfere no processo de reconsolidacdo da memoéria, sendo usada em doses
baixas para reduzir os niveis de dopamina, ap0s uma experiéncia que leve a
recaida e, dessa forma, auxiliar no tratamento da dependéncia quimica
(DOMBROWSKI et al., 2010).
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IV-MATERIAL E METODOS:

4.1 Sujeitos

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar, pesando entre 200 -
2509, oriundos do Biotério Central da UENF, Campos Dos Goytacazes, RJ. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais de plastico (BEIRA MAR, Séo
Paulo) medindo 25x18x17 cm, com acesso livre a racdo padronizada de
laboratorio e & agua. As gaiolas foram mantidas em uma sala no setor de
Farmacologia do Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA), com
umidade e temperatura controladas (22 + 2.0°C), e com ciclo de luz claro e
escuro de 12 em 12 horas (luz das 07:00 as 19:00 horas). O experimento foi
conduzido na fase clara, horéario entre 09:00 e 14:00 horas. Os animais foram
manipulados individualmente, por um unico individuo, pelo tempo de 5 minutos
durante 7 dias antes do inicio do procedimento experimental. O presente
projeto foi aprovado pela comissao de ética de uso de animais (CEUA — UENF),
no dia 25/09/2018, sob o n°® 395, intitulado “Morfina e reconsolidacdo da
memoaria: uma nova abordagem para o estudo da dependéncia e abuso de

drogas”.

4.2 Ambiente Experimental

O presente experimento foi desenvolvido em quatro salas
experimentais padronizadas medindo 1,40 x 1,40 metros. Cada sala era
constituida de iluminacdo vermelha, temperatura controlada (22 + 2,0 °C) e o
som de um ventilador ligado em cada uma das salas como ruido de fundo. Em
cada sala continha uma arena quadrada medindo 60x60x45cm, com assoalho
e paredes pintados na cor preta. Para o registro do comportamento locomotor,
foram utilizadas cameras (IIKEGAMI, modelo ICD — 49 e Panasonic, modelo
WV — BP334), posicionadas 60 cm acima das arenas experimentais. As
cameras ficaram acopladas a um computador PC compativel, contendo um
programa de analise de imagens, EthoVision (NOLDUS, Holanda), o qual

estava localizado fora das salas de experimento, o sistema quantificou a
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atividade locomotora em distancia percorrida (metros).

4.3 Farmacos

O sulfato de morfina (Dimorf 10mg/ml, Cristalia®, Sao Paulo, SP, Brasil)
foi utilizado na dose de 10 mg/kg (VANDERSCHUREN et al., 1997, 2001) e
administrado por via subcutanea (SC). O volume de administracao foi 1mi/kg.

A apomorfina-Hcl (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Mo, USA) foi utilizada
na dose de 0,05 mg/kg, dissolvida em uma solugcédo salina (NaCl 0,9%) e
administrada por via subcutanea (volume de administragéo: 1ml/kg).

A solucdo salina (NaCl 0,9%) foi utlizada como veiculo na
concentracdo de 1 ml/kg e administrada por via subcutanea.

As solucdes foram preparadas antes de cada dia experimental.

4.4 Procedimento Experimental

Os experimentos foram conduzidos segundo o protocolo experimental
de Carrera e colaboradores (2013), com modificacdes. O procedimento

experimental foi constituido das seguintes fases:

4.4.1 Fase de Habituacéao (1° - 3°dia)

Esta fase teve como objetivo habituar os animais ao ambiente
experimental e aos procedimentos de injecdo. Os animais foram administrados
com solucdo salina e, imediatamente apds, foram colocados na arena
experimental por 30 minutos, sendo a atividade locomotora registrada. Esta

fase teve duracado de 3 dias consecutivos.

4.4.2 Fase de Inducéo (4° - 8°dia)

Nesta fase os animais receberam os tratamentos farmacoldgicos com o
objetivo de produzir o desenvolvimento da resposta locomotora condicionada e
sensibilizada. Para isso, os animais receberam morfina 10 mg/kg em duas

condicdes: associada (A) e ndo associada (NA) a arena experimental.
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Os animais foram divididos em trés grupos:

* Morfina 10 mg/kg Associado (MOR-10-A; n= 14): Os animais
receberam morfina 10 mg/kg e, imediatamente, foram colocados na arena
experimental por 30 minutos, onde a atividade locomotora foi registrada. 30
minutos apds o término da sessdo experimental, ja na caixa-viveiro, 0s animais
receberam salina.

* Morfina 10 mg/kg Nao Associado (MOR-10-NA; n= 14): Os animais
receberam salina antes de serem colocados na arena experimental e, durante
30 minutos, a locomocéao foi registrada. 30 minutos apos o término da sesséo
experimental, ja na caixa-viveiro, os animais do grupo receberam morfina 10
mg/kg.

« Veiculo (VEI; n= 14): Os animais receberam salina antes de serem
colocados na arena experimental. A locomocao foi registrada durante 30
minutos. Trinta minutos apos o término da sessdo experimental, ja na caixa-

viveiro, 0s animais do grupo receberam novamente solucéo salina.

4.4.3 Fase de Retirada (9° — 10° dia)

Todos os animais foram submetidos a um periodo de retirada de
drogas de dois dias consecutivos, durante os quais 0s animais estiveram em
suas caixas-viveiro, sem receber tratamento farmacolégico ou manipulacdo
comportamental. Esse periodo permitiu a dissipacdo dos efeitos dos

tratamentos farmacoldgicos.

4.4.4 Teste de Condicionamento 1 (11° dia)

Nessa etapa todos os grupos receberam solugcdo salina. Os animais
foram colocados imediatamente nas arenas experimentais para o registro de
sua atividade locomotora durante 5 minutos. O objetivo desta fase foi verificar
se houve a expressao da resposta locomotora condicionada, o tempo breve de

5 minutos e ndo 30 minutos é importante para n&o haver habituagéo
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intrasessao na arena experimental. O aumento da locomog¢do nos animais do
grupo associado, tendo o grupo veiculo e o0 grupo ndo-associado como
comparacao, foi o indicativo da expressao de resposta locomotora
condicionada.

4.4.5 Reinducéo (12°dia)

Os animais receberam os respectivos tratamentos farmacolégicos, iguais
aos recebidos na fase de inducéo (tratamento farmacolégico antes da arena), e

tiveram a locomocao registrada durante 30 minutos na arena experimental.

4.4.6 Teste de Condicionamento (2 — 5) + Tratamento Farmacoldgico apos

a Sessao Experimental (13° - 16° dia)

Todos o0s grupos experimentais foram administrados com solucéo
salina e, imediatamente apdés, foram colocados na arena onde a locomocéo foi
registrada durante 5 minutos (Teste de Condicionamento). Imediatamente
(experimento 1) ou 15 minutos (experimento 2) ap0s o0 término da sesséo
experimental, os animais receberam os tratamentos farmacolégicos. Para isso,
cada um dos trés grupos experimentais foi subdividido em dois grupos, em que
cada subgrupo recebeu veiculo ou apomorfina 0,05 mg/kg.

Sendo assim, nesta fase foram realizados 4 testes de condicionamento
(TC2, TC3, TC4 e TC5).

4.4.7 Teste de Sensibilizacao (17° dia)

Os animais foram administrados com morfina 10 mg/kg e, imediatamente
apos, foram colocados na arena experimental por 30 minutos, exceto o grupo
veiculo, que recebeu solucéo salina (1 ml/kg). O aumento da locomocéo, tendo
como compara¢ao o grupo veiculo, foi o indicativo da expressdo da resposta
locomotora sensibilizada.

A Tabela 1 apresenta o delineamento experimental geral e a Figura 3

apresenta a linha do tempo do procedimento experimental geral.



Tabela 1: Procedimento experimental geral
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Teste de Teste de
Fase de Inducgéo Condicionamento Condicionamento Teste de
¢ 1 2 -5+ Tratamento | Sensibilizacao
Farmacolégico
Gr_u_pc_ss ] 30 Reindugéo ] ] Grupos Finais
Iniciais Imediata- inut Imediat ¢ Imediata- | Imediata-
mente m::n'u 03 mediatamente mente mente Imediatamente
< 0s- Pré-arena . - .
Pré-arena arena Preé- Pos- Pré-arena
arena arena
. . . VEI P VEi VEI VEI VET+VEI—I+VEi (n=7)
VEl(n=14) | VEI VE VEIWEL T Vel | aPo-0.05 MOR-10 | VEI+APO-0.05-1+MOR-10 (n=7)
MOR-10-A . - - , - VEI VEI MOR-10 MOR-10-A+VEI-I+MOR-10 (n=7)
(n=14) MOR-10 VE VEl MORNVEIS VEI APO-0.05 MOR-10 MOR-10-A+APO-0.05-1+MOR-10 (n=7)
MOR-10-NA . . ; 4 VEI VEI MOR-10 MOR-10-NA+VEI-I+MOR-10 (n=7)
- / .
(n=14) VEl MOR-10 VE VEIMOR " VEI APO-0.05 MOR-10 MOR-10-NA+APO-0.05-1+MOR-10 (n=7)
Figura 3: Linha do tempo do procedimento experimental geral.
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4.5 EXPERIMENTO 1: Efeito do tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg
imediatamente ap6s a fase de teste de condicionamento + tratamento

farmacoldgico.
Utilizou-se o protocolo experimental descrito no item 4.4.

Na fase de teste de condicionamento + tratamento farmacoldgico, os
animais receberam solucdo salina e foram colocados na arena experimental
por 5 minutos. Imediatamente (1) apds o final do teste, os animais receberam os
tratamentos farmacolégicos de acordo com o subgrupo, como descrito no item
4.4.6.

Os subgrupos foram os seguintes:

e VEI+VEI (n= 7): os ratos receberam solugéo salina apos a sess&o
na arena experimental,

e VEI+APO-0,05 (n= 7): os ratos receberam apomorfina 0,05 mg/kg
apo0s a sessao na arena experimental,

e MOR-10-NA+VEI (n= 7): os ratos receberam solucéo salina apés a
sessdo na arena experimental,

¢ MOR-10-NA+APO-0,05 (n= 7): os ratos receberam apomorfina 0,05
mg/kg apds a sessao na arena experimental;

e MOR-10-A+VEI (n= 7): os ratos receberam solucéo salina apds a
sessdo na arena experimental;

¢ MOR-10-A+APO-0,05 (n= 7): os ratos receberam apomorfina 0,05

mg/kg apds a sessao na arena experimental;

No teste de sensibilizacdo (17° dia), todos os animais receberam
morfina 10 mg/kg, exceto o grupo VEI+VEI, que recebeu solucdo salina. Assim,
a denominacdo final dos grupos obedece a seguinte ordem: tratamento na fase

de inducéo + tratamento pos arena + tratamento no teste de sensibilizacao.



Os grupos foram os seguintes:

e VEI+VEI-I+VEI[ (n=7)

e VEI+APO-0,05-1+MOR-10 (n=7)

e MOR-10-A+VEI-I+MOR-10 (n=7)

¢ MOR-10-A+AP0O-0,05-1+MOR-10 (n=7)
e MOR-10-NA+VEI-I+MOR-10 (n=7)

e MOR-10-NA+APO-0,05-1+MOR-10 (n=7)
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Atabela 2 mostra os grupos experimentais do experimento 1.

Tabela 2: Experimento 1 — Tratamento imediatamente pds-arena.
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Grupos

Fase de Inducgéo

Teste de
Condicionamento
1

Teste de
Condicionamento
2 -5+ Tratamento

Farmacolégico

Teste de

Sensibilizacao

Iniciais | Imediata- .301 imediat ¢ Reinducdo [, ediata- | Imediata- Grupos Finais
mente mg‘g’s?s m:'rnlée-la?'emnean € mente mente Imediatamente
Pré-arena arena Pre- Pos- Pré-arena
arena arena

- i ; VEi P VEi VEI VEI VE]+VEI-|+VEi (n=7)
VEl(n=14) | VEI VE VEIWEL T Vel | aPo-0.05 MOR-10 | VEI+APO-0.05-1+MOR-10 (n=7)
MOR-10-A . - - , - VEI VEI MOR-10 MOR-10-A+VEI-I+MOR-10 (n=7)

(n=14) MOR-10 VE VEl MORVEIT g APQ-0.05 MOR-10 MOR-10-A+AP0-0.05-1+MOR-10 (n=7)
MOR-10-NA i ; ] 4 vE VEI MOR-10 MOR-10-NA+VEI-I+MOR-10 (n=7)

- / .
(n=14) VEl MOR-10 VE VEIMOR = g APO-0.05 MOR-10 MOR-10-NA+APO-0.05-1+MOR-10 (n=7)

VEIi=Veiculo; MOR-10=Morfina 10mg/kg; A=Associado; NA=N&o associado; APO-0.05=Apomorfina 0,05 mg/kg; I=Imediato.
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4.6 — EXPERIMENTO 2: Efeito do tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg, 15

minutos apos a fase de teste de condicionamento + tratamento farmacolégico.

Utilizou-se o protocolo experimental descrito no item 4.4.

Para a fase de teste de condicionamento (13° ao 16° dia), houve dois
grupos distintos, o primeiro grupo recebeu somente solucédo salina antes e
apos a arena experimental, ao passo que o segundo grupo recebeu solucdo
salina + apomorfina (0,05 mg/kg). Os animais receberam solucdo salina
imediatamente antes de serem colocados na arena experimental e
permaneceram na arena por 5 minutos, onde tiveram sua locomogéo registrada.
O tratamento farmacologico foi aplicado 15 minutos apos (“Delay”; D) a retirada
da arena, com 0s animais em suas caixas-Vviveiro.

No teste de sensibilizacdo (17° dia), os animais receberam morfina 10
mg/kg imediatamente antes de serem colocados na arena experimental, exceto
o grupo VEI+VEI, que recebeu solucédo salina. Sendo assim, a denominag&o
final dos grupos obedece a seguinte ordem: tratamento na fase de inducao +
tratamento de condicionamento de atraso + tratamento no teste de
sensibilizacao.

Os grupos foram os seguintes:

e VEI+VEI-D+VEI (n=7)
e MOR-10-A+VEI-D+MOR-10 (n=7)
¢ MOR-10-A+AP0O-0,05-D+MOR-10 (n=7)



A Tabela 3 mostra os grupos experimentais do experimento 2.

Tabela 3: Experimento 2 — Tratamento 15 minutos pés-arena.
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Fase de Inducgao

Teste de
Condicionamento
1

Teste de
Condicionamento
2 — 5 + Tratamento

Farmacologico

Teste de

Sensibilizacao

Gr_up(_)s Imediata- 30 Reinducao . Grupos Finais
Inictals mente minutos Imediatamente Imediata- 15
Pré- Pés- Pré-arena mente minutos | Imediatamente
arena arena Pré- Pés- Pré-arena
arena arena

VEI (n=7) VEI VEI VEI VEI/VEI VEI VEI VEI VEI+VEI-D+VEI (n=7)

MOR-10- . , . |_» VEI VEI MOR-10 MOR-10-A+VEI-D+MOR-10 (n=7)

A (n=14) | MOR-10 [ VEI VEI MORVEl < vEi  |AP0-005] MOR-10 | MOR-10-A+APO-0.05-D+MOR-10 (n=7)

VEI= Veiculo; MOR-10= Morfina 10mg/kg; A= Associado; APO-0.05= Apomorfina 0,05 mg/kg; D= “Delay”.
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4.7 — Anélise Estatistica

Para a analise estatistica da fase de tratamento farmacoldgico (fase de
inducdo), foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores, sendo os
dias de administracdo usados como componentes dentro do grupo, enquanto
0S grupos experimentais foram utilizados como componentes entre todos 0s
grupos. Nas andlises em que foram obtidos valores significativos de F, de
acordo com os critérios estatisticos de (p < 0,05), tiveram as possiveis
diferencas entre os grupos testadas através do teste de comparac6es multiplas
de Duncan. Os resultados dos testes da fase de condicionamento foram
analisados utilizando ANOVA de um fator, sempre que os valores de F (p <
0,05), as diferencas entre os grupos foram posteriormente analisadas pelo
teste de multiplas frequéncias de Duncan. No teste de sensibilizacdo, o tempo
total de 30 minutos na arena foi dividido em 12 tempos de 2,5 minutos cada.
Nesse caso, foi usada ANOVA de dois fatores para avaliar a locomocéo e
determinar o efeito do grupo, efeito do intervalo e, ainda, a interacdo entre
variaveis. Quanto ao valor de F (p < 0,05), as diferencas entre os grupos foram

analisadas utilizando o teste de multiplas frequéncias de Duncan.



V- RESULTADOS

5.1 Resultado da habituagéo

30

Antes do inicio das fases dos tratamentos experimentais, 0os animais

foram submetidos a trés dias de habituacao/familiarizacdo com o ambiente e

arena experimentais. Os resultados desse periodo de habituacdo foram

analisados por meio da ANOVA de um fator e os resultados mostraram que

houve um efeito significativo de dias (F (2, 186) = 15,0; p < 0,01) e o teste de

comparacdes de Duncan mostrou que o dia 1 apresentou maior atividade

locomotora do que os dias 2 e 3 (p < 0,05) e o dia 2 apresentou atividade

locomotora maior que o dia 3 (p < 0,05). Assim, houve um decréscimo da

atividade locomotora ao longo dos 3 dias do periodo de habituacédo, mostrando

o desenvolvimento da habituacdo a um ambiente novo (CERBONE e SADILE,

1994). Importante, antes do inicio das fases dos tratamentos experimentais,

nao houve diferencas entre 0s grupos de tratamentos.

PERIODO DE HABITUAGAO
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Figura 4. Distancia percorrida (m) por todos os grupos experimentais nos 30 minutos de teste,
nos 3 dias da fase de habituacéo dos experimentos 1 e 2. (**) denota locomog¢&o maior quando
comparado aos dias 2 e 3. (*) denota locomoc¢éao maior quando comparado ao dia 3 (p < 0,05;

ANOVA seguida pelo teste de DUNCAN).
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5.2 Experimento 1

A Figura 5 apresenta a locomocéo da fase de inducéo do experimento 1.
Para a atividade locomotora total de 30 minutos (fig. 5A), a ANOVA de medidas
repetidas mostrou que houve interagdo grupo X dias [F (20, 144) = 11,15; p <
0,01], houve efeito dos grupos [F (5, 36) = 7,08; p < 0,01) e houve, também,
efeito dos dias de administracéo [F (4, 136) = 19,0; p < 0,01]. Para analisar a
interacdo grupos X dias, a ANOVA de um fator (grupos dentro dos dias)
seguida do teste de DUNCAN mostrou que nos dias 1 e 2, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais (p > 0,05). Contudo, do dia 3 ao dia
5, os grupos morfina associada apresentaram maior locomo¢do do que os
grupos veiculo e morfina ndo associada (p < 0,05).

Para a atividade locomotora dos primeiros 5 minutos de teste (fig. 5B), a
ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve interacéo grupo X dias [F (20,
144) = 8,52; p < 0,01], houve efeitos dos grupos [F (5, 36) = 3,53; p <0,01] e
dos dias de tratamento [F (4, 144) = 12,0; p <0,01]. Para analisar melhor a
interacdo dos grupos X dias, a ANOVA de um fator seguida pelo teste de
comparacdes de DUNCAN mostrou que nos dias 1 e 2 ndo houve diferenca
entre 0s grupos experimentais (p > 0,05). Entretanto, do dia 3 ao dia 5, os
grupos morfina associada apresentaram maior locomo¢do do que 0S grupos

morfina ndo associada e veiculo (p < 0,05).
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EXPERIMENTO 1: FASE DE INDUGAO
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Figura 5. Distancia percorrida (m) nos 30 minutos de teste (A) e nos primeiros 5 minutos de
teste (B) nos 5 dias da fase de indugéo do experimento 1. (*) denota locomog¢&o maior quando
comparado aos outros grupos experimentais (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de
DUNCAN).
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A Figura 6 apresenta a atividade locomotora do teste de
condicionamento 1 do experimento 1. A ANOVA de um fator mostrou que houve
efeito dos grupos [F (5, 36) = 10,0; p < 0,01] e o teste de DUNCAN mostraram
gue o0s grupos morfina associada apresentaram maior locomogao em

comparacao com os grupos morfina ndo associada e veiculo (p < 0,05).

EXPERIMENTO 1: TESTE DE CONDICIONAMENTO 1

1 VEI+VEI-I+VEI
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Figura 6. Distancia percorrida (m) no teste de condicionamento 1 do experimento 1. (*) indica
maior locomocgdo dos grupos morfina associada em comparacdo com 0S outros grupos (p <
0,05; ANOVA seguida pelo teste de DUNCAN) e demonstra a expressdo de uma resposta
locomotora condicionada por morfina (hiperlocomocao).
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A Figura 7 apresenta a atividade locomotora (m) do dia de reindugéao do
experimento 1. A ANOVA de um fator mostrou que houve um efeito dos grupos
[F (5, 36) = 20,0; p < 0,01] e o teste de DUNCAN mostraram que 0S grupos
morfina associada apresentaram maior locomo¢ao quando comparados aos

grupos morfina ndo associada e veiculo.

EXPERIMENTO 1: REINDUGAO

1 VEI+VEI-I+VEI

— VEI+APO-0.05-I+MOR-10
MOR-10-NA+VEI-I+MOR-10
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Figura 7. Distancia percorrida (m) durante o dia de reinducdo do experimento 1. (*) denota
locomocao maior que os demais grupos experimentais (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de
DUNCAN).
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A Figura 8 apresenta a atividade locomotora durante a fase de testes de
condicionamento + tratamentos farmacolégicos. Para o0 teste de
condicionamento 2 (Fig. 8A), a ANOVA de um fator mostrou que houve efeito
dos grupos [F (5, 36) = 11,72; p < 0,01] e o teste de Duncan mostraram que 0S
grupos morfina associada apresentaram maior locomocdo que o0s demais
grupos (p < 0,05). Para o teste de condicionamento 3 (fig. 8B), a ANOVA de um
fator mostrou que houve diferenca entre os grupos experimentais [F (5, 36) =
6,10; p < 0,01] e o teste de Duncan mostraram que apenas o0 grupo morfina
associada (MOR-10-A+VEi{+MOR-10) apresentou maior locomogdo que 0s
demais grupos experimentais (p < 0,05). Para o teste de condicionamento 4
(Fig. 8C), a ANOVA de um fator mostrou que houve diferenca entre 0s grupos
experimentais [F (5, 36) = 8,40; p < 0,01] e o teste de Duncan mostraram que 0
grupo morfina associada (MOR-10-A+VEI+MOR-10) apresentou maior
locomocéo que os demais grupos (p < 0,05). Para o teste de condicionamento
5 (Fig. 8D), a ANOVA de um fator mostrou que houve diferenca entre os grupos
experimentais [F (5, 36) = 8,20; p < 0,01] e o teste de Duncan mostraram que 0
grupo morfina associada (MOR-10-A+VEi+MOR-10) apresentou maior

locomocéao que todos 0s outros grupos experimentais (p < 0,05).
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Figura 8. Distancia percorrida (m) durante a etapa de teste de condicionamento 2 — 5 +
tratamento pés-arena do experimento 1. (*) e (**) denotam maior locomo¢&do que 0s demais
grupos experimentais. (p<0,05; ANOVA de um fator seguida pelo teste de comparacdes de

DUNCAN).

A Figura 9 apresenta a locomogao durante o teste de sensibilizag&o.

Para essa avaliagdo, o tempo total da atividade na arena foi dividido em 12

intervalos de 2,5 min cada. A ANOVA repetida de dois fatores mostrou que
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houve interacdo grupo X intervalo [F (55, 396) = 4,43; p < 0,01], efeito dos
grupos [F (5, 36) = 18,84; p < 0,01] e efeito de intervalos [F (11, 396) = 15863; p
< 0,01]. Os resultados mostraram que nos intervalos 1-2, o grupo morfina
associada (MOR-10-A+VEi+MOR-10) apresentou maior locomogao em relagio
aos outros grupos (p <0,05). Nos intervalos 3 a 8, os grupos morfina associada
(MOR-10-A+VEi+MOR-10) e (MOR-10-A+APO-0,05+MOR-10) apresentaram
maior locomocéao do que todos os outros grupos (p < 0,05). Do intervalo 9 até o
intervalo 12, ndo houve diferenca na locomog¢ao entre 0s grupos experimentais
(p > 0,05).

EXPERIMENTO 1: TESTE DE SENSIBILIZAGAO
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Figura 9. Distancia percorrida (m) no decorrer do teste de sensibilizagdo do experimento 1. (*)
denota locomocao maior dos grupos morfina associada em comparagdo com 0S outros grupos.
(**) denotam maior locomogdo em comparacdo com todos 0S outros grupos experimentais.
(p<0,05; ANOVA de um fator seguida pelo teste de comparacdes de DUNCAN).
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5.3 EXPERIMENTO 2

A Figura 10 apresenta a locomogéo durante a fase de indug&o nos dias 1
a 5. Para a atividade locomotora total de 30 minutos (fig. 10A). A ANOVA de
medidas repetidas mostrou que houve interagdo do grupo X dias [F (8, 72) =
18,0; p < 0,01], houve efeito dos grupos [F (2, 18) = 15,30; p < 0,01) e houve
efeito dos dias de tratamento [F (4, 72) = 32,70; p < 0,01]. Para analisar a
interacdo grupo X dias, a ANOVA de um fator (grupos dentro dos dias) seguida
do teste de DUNCAN mostrou que nos dias 1 a 2, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais (p > 0,05). Contudo, do dia 3 ao dia
5, os grupos morfina associada apresentaram maior locomo¢ao que 0 grupo
veiculo (p < 0,05).

Para a atividade locomotora dos primeiros 5 minutos de teste (fig. 10B),
a ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve interacdo grupo X dias [F
(8, 72) = 12,40; p < 0,01], houve efeito dos grupos [F (2, 18) = 13,30; p < 0,01)
e houve efeito dos dias de tratamento [F (4, 72) = 16,01; p < 0,01]. Para
analisar a interacdo grupo X dias, a ANOVA de um fator seguida pelo teste de
Duncan mostrou que nos dias 1 e 2 ndao houve diferenca entre 0s grupos
experimentais (p > 0,05). No entanto do dia 3 ao dia 5, os grupos morfina
associada apresentaram maior locomocédo em relacdo ao grupo veiculo (p <
0,05).
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EXPERIMENTO 2: FASE DE INDUGAO
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Figura 10. Distancia percorrida (m) nos 30 minutos de teste (A) e nos primeiros 5 minutos de
teste (B) nos 5 dias da fase de indugcdo do experimento 2. (*) denota locomogdo maior em
comparacdo com 0s outros grupos experimentais (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de
comparacdes de DUNCAN).
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A Figura 11 apresenta a atividade locomotora do teste de
condicionamento 1 do experimento 2. A ANOVA de um fator mostrou que houve
efeito dos grupos [F (2, 18) = 18,40; p < 0,01] e o teste de comparacdes de
DUNCAN mostraram que 0s grupos morfina associada apresentaram maior
locomogédo em comparagdo com o grupo veiculo (p < 0,05).

EXPERIMENTO 2: TESTE DE CONDICIONAMENTO 1
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Figura 11. Distancia percorrida (m) no teste de condicionamento 1 do experimento 2. (*) indica
maior locomocéao dos grupos morfina associada em comparagéo com o grupo veiculo (p < 0,05;
ANOVA seguida pelo teste de DUNCAN) e demonstra a expressdo de uma resposta
locomotora condicionada por morfina (hiperlocomocéao).

A Figura 12 apresenta a atividade locomotora (m) do dia de reinducao do
experimento 2. A ANOVA de um fator mostrou que houve um efeito dos grupos
[F (2,18) = 15,71; p < 0,01] e o teste de comparacdes de DUNCAN mostraram
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gue os grupos morfina associada apresentaram maior locomog¢ao quando

comparados ao grupo veiculo.

EXPERIMENTO 2: REINDUGAO

1 VEI+VEI-D+VEI
1 MOR-10-A+VEI-D+MOR-10
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Figura 12. Distancia percorrida (m) durante o dia de reinducéo do experimento 2. (*) denota
locomocao maior que o grupo veiculo (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de DUNCAN).

A Figura 13 apresenta a atividade locomotora durante a fase de testes
de condicionamento + tratamentos farmacoldgicos do experimento 2. Para o
teste de condicionamento 2 (Fig. 13A), a ANOVA de um fator mostrou que
houve efeito dos grupos [F (2, 18) = 10,10; p < 0,01] e o teste de Duncan
mostraram que 0s grupos morfina associada apresentaram maior locomocao

gue o grupo veiculo (p < 0,05). Para o teste de condicionamento 3 (fig. 13B), a
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ANOVA de um fator mostrou que houve diferenca entre 0S grupos
experimentais [F (2,18) = 7,32; p <0,01] e o teste de Duncan mostraram que 0s
grupos morfina associada apresentaram maior locomog¢&do que o grupo veiculo
(p < 0,05). Para o teste de condicionamento 4 (Fig. 13C), a ANOVA de um fator
mostrou que houve diferenga entre os grupos experimentais [F (2, 18) = 5,22; p
< 0,05] e o teste de Duncan mostraram que 0S grupos morfina associada
apresentaram maior locomocgao que o grupo veiculo (p < 0,05). Para o teste de
condicionamento 5 (Fig. 13D), a ANOVA de um fator mostrou que nao houve
diferenca entre o0s grupos experimentais [F (2,18) = 1,1; p > 0,05].
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Figura 13. Distancia percorrida (m) durante a etapa de teste de condicionamento 2 — 5 +
tratamento pés-arena do experimento 2. (*) denota maior locomocao que o grupo veiculo. (p <
0,05; ANOVA de um fator seguida pelo teste de comparacdes de DUNCAN).

A Figura 14 apresenta a locomocgéao durante o teste de sensibilizacao do

experimento 2. Para essa avaliagdo, o tempo total da atividade na arena foi

dividido em 12 intervalos de 2,5 min cada. A ANOVA repetida de dois fatores

mostrou que houve interagéo grupo X intervalo [F (22, 198) = 3,82; p <0,01],
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efeito dos grupos [F (2,18) = 9,71; p <0,01] e efeito de intervalos [F (11, 198) =
42,25; p <0,01]. Os resultados mostraram que nos intervalos 1 ao 4, ambos
grupos morfina associada apresentaram maior locomoc¢do em relagcdo ao grupo
veiculo (p < 0,05). Nos intervalos 5 ao 12, ndo houve diferenga na distancia

locomovida entre os grupos experimentais (p < 0,05).

EXPERIMENTO 2: TESTE DE SENSIBILIZAGAO
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Figura 14. Distancia percorrida (m) no decorrer do teste de sensibilizacdo do experimento 2. (*)
denota locomog¢&o maior dos grupos morfina associada em compara¢do com 0 grupo veiculo.
(p < 0,05; ANOVA de um fator seguida pelo teste de comparacdes de DUNCAN).
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VI - DISCUSSAO

6.1 Habituacéo

O objetivo da etapa de habituacdo foi tornar os animais familiarizados a
arena experimental, visto que a arena ao primeiro contato € entendida como
novidade, fazendo com que aumentem o0s niveis circulantes de dopamina,
gerando hiperatividade e aumento da locomocdo (COSTA et al.,, 2014). A
morfina e apomorfina sdo duas drogas com capacidade de alterar os niveis
dopaminérgicos, nesse caso a influéncia de uma novidade pode confundir os
resultados (WILLIANS et al., 1983). Para tanto, o tempo de duracdo da
habituacdo foi de 3 dias consecutivos com 30 minutos na arena de testes,
tempo que foi necessario para haver a diminuicdo da locomocédo. Essa
diminuicao foi visivel no 3° dia, quando comparamos a locomoc¢ao ao 1° dia de
habituacdo. O decréscimo da locomocdo mostrado no grafico da Figura 4
confirma que houve habituacdo a arena experimental (CERBONE e SADILE,
1994).

6.2 — Experimento 1. Efeito do tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg
imediatamente apds a fase de teste de condicionamento + tratamento

farmacoldgico.

O objetivo do experimento 1 foi verificar se a administracdo de
apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg) administrada imediatamente apds a
arena experimental, no periodo que compreende a reconsolidacdo da memoria,
produziu atenuacdo e/ou bloqueio da resposta locomotora anteriormente
condicionada e sensibilizada por morfina 10 mg/kg.

Observou-se, incialmente, que o tratamento com morfina de forma
associada produziu o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental, que
se traduz pelo aumento da atividade locomotora ao longo dos dias de
administracdo em relacdo ao grupo veiculo. Esse aumento foi significativo apés
repetidos tratamentos, mais precisamente ao 3° dia da fase de indugéo, sendo

ausente nos grupos veiculo e morfina ndo associada. Esses resultados
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corroboram os dados da literatura cientifica que mostram que a morfina produz
o desenvolvimento de uma resposta locomotora sensibilizada (ZARRINDAST et
al.,, 2007; CHAFER e SHIPPENBERG, 2009; ZHANG e KONG, 2017). Além
disso, o fato de que esse desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora sé foi
observado no grupo associado € indicativo da sensibilizacdo dependente do
contexto (VALJENT et al.,, 2010). A sensibilizacdo comportamental induzida
pelo uso de morfina € dependente do tempo e do contexto (QIN et al., 2016). A
sensibilizacdo comportamental dependente de contexto tem sido usada para
identificar as neuroadaptacoes induzidas por drogas em regides importantes
para a dependéncia e que podem mediar a transi¢cao do uso casual para o vicio
por drogas (KALIVAS e O'BRIEN 2008; LI et al., 2004; WHITE e RAUHUT 2014;
XIA et al., 2011).

Em seguida, para se verificar os efeitos condicionados da morfina
realizou-se o teste de condicionamento 1, que mostrou de forma seletiva,
hiperatividade nos animais dos grupos morfina associada, mesmo na auséncia
do farmaco. No entanto, os grupos que receberam morfina ndo associada a
arena, tiveram sua atividade locomotora semelhante a locomocao dos grupos
veiculo, ou seja, ndo apresentaram hiperlocomocédo. Os efeitos condicionados
a morfina, expressos pelo aumento da locomo¢ao nos grupos associados, tém
ligacdo com o aumento da liberacdo de dopamina em regifes importantes para
0 circuito de recompensa cerebral como a area tegmentar ventral, cortex pré-
frontal e o nucleo accumbens, envolvendo as vias mesolimbica e mesocortical
onde ocorrem a coordenacao da atividade locomotora, estimulos motivacionais
relevantes ligados ao ambiente e ainda constitui um importante fator da
neuroplasticidade, contribuindo para o aprendizado tdo importante para o
fendbmeno da dependéncia (GOODMAN e GILMAN, 2006; BERHOW et al.,
1996).

Na fase posterior, foi realizada a reinducéo, que € a repeticdo da fase de
inducdo, seguindo 0os mesmos grupos experimentais (morfina associada,
morfina ndo associada e veiculo) e tempo na arena experimental (30 minutos).
O objetivo desta fase foi manter a resposta condicionada e sensibilizada a
morfina. A Figura 7 confirma que a atividade locomotora dos grupos morfina
associada continuou alta quando comparada a locomog¢éo dos grupos veiculo e

morfina ndo associada.
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ApoOs a fase descrita acima, foram feitos os testes de condicionamento 2,
3, 4 e 5, seguidos dos tratamentos no periodo de reconsolidacdo da memoria,
para verificar se a modulacdo dopaminérgica no periodo de reconsolidagédo
alterou a expressao da resposta locomotora. Para isso, foram feitas aplicacdes
de apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg) imediatamente apdés o final do teste
de condicionamento. O grupo morfina associada que recebeu veiculo no
periodo de reconsolidagdo da memodria manteve uma resposta condicionada
robusta nos 4 dias de teste. J& a administracdo de apomorfina em baixa dose
(0,05 mg/kg), durante o periodo de reconsolidacdo da memdria em um outro
grupo de ratos, que recebeu morfina associada, mostrou uma diminuigdo da
atividade locomotora. Esses resultados sugerem que o tratamento com
apomorfina 0,05 mg/kg atenuou a resposta locomotora condicionada. Por outro
lado, mostrando que a resposta locomotora condicionada néo sofreu extingcao,
a administracdo de apomorfina 0,05 mg/kg nos ratos do grupo morfina néao
associada nao alterou a atividade locomotora, indicando a ndo ocorréncia de
efeito inibitorio inespecifico sobre o comportamento dos animais.

Em associacdo, os resultados mostraram que houve interacdo da
apomorfina no processo de reconsolidacdo da memoria. Quando a apomorfina
foi usada imediatamente apds o teste de condicionamento, ela foi capaz de
inibir a resposta condicionada por morfina. Essa inibicdo também foi mostrada
por outros trabalhos do nosso laboratério (CARRERA et al., 2012; DE Mello
Bastos et al., 2014; Santos et al., 2018), em que os tratamentos com
apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg) foram administrados imediatamente
ap06s o teste experimental, e houve diminuicdo da locomocédo, sugerindo
diminuicdo da resposta condicionada. Em conformidade com Der-Avakian e
colaboradores (2006) e também com Wolf e colaboradores (2003), construiu-se
a hipotese de que a resposta condicionada por morfina ativaria o sistema
dopaminérgico de forma crénica, com liberacdo condicionada de dopamina. Por
isso, os resultados do teste de condicionamento sdo respaldados pelo fato da
dopamina ter ligacdo direta com a memdria, aprendizagem e recompensa,
reforcando a ligacéo entre estimulo (E) e resposta (R) (FALLON et al., 1978).
Uma vez que a apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg) pode ter levado a uma
diminuicdo da dopamina na via mesolimbica, tornando fraca a ligagdo entre

estimulo-resposta, dessa forma a arena experimental que seria um estimulo
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positivo para os efeitos condicionados da morfina, deixou de ser um estimulo e
assim houve uma diminuicdo da locomocao e reversao da hiperatividade no
teste de condicionamento nos animais do grupo morfina associada.

Apesar disso, existe ainda a possibilidade do tratamento com apomorfina
em dose baixa (0,05 mg/kg) ter resultado em amnésia e perda de memdria
relacionada ao condicionamento pela morfina. Squire e colaboradores (2004)
mostram que a amnésia € a deficiéncia para acessar memdrias anteriores ou
formar novas memoérias e pode ser favorecida por medicamentos como
analgésicos e benzodiazepinicas. Porém, a apomorfina € um medicamento
ndo-narcético, sem efeito analgésico que pertence a classe das
dibenzoquilonas (FRANKEL et al., 1990; MATTIGLY e GOTSICK, 1988). Ainda
assim, se fosse mesmo efeito amnésico 0 que 0s animais experimentaram no
teste de condicionamento, eles nédo se lembrariam do ambiente ou dos
estimulos ambientais, e o tratamento realizado com apomorfina seria também
esquecido, sem nenhum efeito na diminuicdo da locomoc¢édo. Também € preciso
explicar que, devido a brevidade dos processos e pelo fato dos animais serem
expostos a arena experimental ndo houve extincdo do condicionamento
(SANTOS et al., 2017; KAPLAN et al., 2011).

A saber, € importante diferenciar como a apomorfina e a morfina se
relacionam com os niveis de dopamina nas areas cerebrais relacionadas a
dependéncia. Em primeiro lugar, a apomorfina tem acdo direta com o0s
receptores dopaminérgicos D1 e D2, a relacédo é do tipo dose-dependente, ou
seja, em doses baixas (dose < 0,1 mg/kg) ocorre diminuicdo dos niveis de
dopamina e inibicdo dos neurdnios dopaminérgicos, enquanto que em doses
altas (dose > 0,2 mg/kg) ocorre aumento da dopamina circulante e
hiperatividade (AGHAJANIAN e BUNNEY, 1974; MISSALE et al., 1998; BRAGA
et al., 2009). Entretanto, os efeitos da morfina sobre a dopamina séao indiretos,
ocorre a desinibicdo de neurénios dopaminérgicos pela diminui¢do da liberacéo
de GABA em trés estruturas cerebrais que sdo importantes mediadoras da
recompensa, sao elas: a area tegmentar ventral, o cortex pré-frontal e o nlcleo
accumbens (KOSTEN e GEORGE, 2002), possibilitando o aumento de
dopamina e produzindo hiperatividade (DI CHIARA e IMPERATO, 1988;
BESPALOV e ZVARTAU, 1996; CHEN et al., 2015). Mesmo sabendo que os

circuitos neuronais responsaveis pela mediacdo dos efeitos da morfina ainda
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necessitam de esclarecimentos, é conhecido que a dopamina tem importancia
para o comportamento motor e no circuito de recompensas (BERKE e HYMAN,
2000).

Outro destaque, foi que o tratamento apds o teste de condicionamento
teve impacto sobre o0s neurotransmissores responsaveis pelas respostas
condicionadas e incondicionadas, através dos niveis de dopamina. As
consideracdes sdo semelhantes as encontradas nos trabalhos recentes de
Kobrin e colaboradores (2017), onde houve diminuicAo da resposta
condicionada a morfina no teste de Preferéncia Condicionada por Lugar (PCL),
houve também um aumento da complexidade dendritica no ndcleo accumbens,
gque € uma estrutura dopaminérgica importante para a locomocdo e
recompensa, indicando que ha uma base estrutural para o impacto do
tratamento com morfina.

Por fim, foi realizado o teste de sensibilizacdo, que teve por objetivo
testar a resposta sensibilizada a morfina. Os resultados mostraram que 0 grupo
morfina associado, que recebeu veiculo durante o periodo de reconsolidacao
da memoria, mostrou a resposta locomotora sensibilizada, isto €, houve um
aumento da atividade locomotora durante os 15 minutos iniciais do teste. Apos
esse periodo, ndo houve diferencas entre 0s grupos experimentais. Ja o grupo
morfina associada que recebeu apomorfina 0,05 mg/kg durante o periodo de
reconsolidacdo mostrou uma atividade locomotora similar aos grupos veiculo e
aos grupos morfina ndo associada durante os 5 primeiros minutos de teste,
mostrando uma atenuacdo da resposta sensibilizada durante esse periodo. E
possivel que a resposta sensibilizada nos animais condicionados a morfina e
tratados com apomorfina tenha sido inibida devido a dependéncia de estimulos
ambientais, ja que houve um aumento no intervalo de injecéo da ultima dose de
morfina. Além disso, os efeitos interoceptivos do tratamento com apomorfina no
periodo de reconsolidacdo da memdria podem ter contribuido para a atenuacéo
dessa resposta. Houve um aumento da locomoc¢éo de forma progressiva neste
grupo (morfina associada) apdés os primeiros 5 minutos (2° intervalo) até os
17,5 minutos (7° intervalo). Este aumento pode ter ocorrido devido ao inicio dos
efeitos interoceptivos da morfina sentidos pelos animais dentro da arena
experimental. A interocep¢cdo € um estado em que o individuo consegue

mensurar de forma consciente sua propria fisiologia, por exemplo: os estados
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de humor, temperatura, frequéncia cardiaca, e emoc¢des etc. (MURPHY et al.,
2017). Entretanto os animais do grupo morfina associada que foram tratados
com veiculo no teste de condicionamento (TC2 — TC5) mantiveram até o 7°
intervalo uma resposta sensibilizada por morfina, nesse grupo nao houve
tratamento farmacoldgico durante o periodo de reconsolidacdo da memoria.

E importante ressaltar que a sensibilizacdo comportamental provocada
pela morfina se distingue dos efeitos condicionados da apomorfina, pois a
resposta condicionada é evocada num estado em que o organismo animal se
encontra livre dos efeitos da droga, ou seja, a evocagdo ocorre por meio de
estimulos ambientais, neste caso, quando o rato adentra a arena experimental.
Ja a resposta sensibilizada € mais complexa, pois pode ser produzida tanto por
fatores ambientais e, também, por estimulos interoceptivos relacionados a
droga. O animal, uma vez condicionado e apo0s ser colocado na arena
experimental sem a droga, ird apresentar aumento na locomogédo por um
periodo de tempo com duracdo até que ele perceba por seu estado
interoceptivo, que os efeitos sentidos sem a droga se distinguem dos efeitos
sentidos com a droga, entdo o animal apresenta diminuicdo da locomocao
(KELZ et al., 1999; BARROT et al., 2002; SHAW-LUTCHMAN et al., 2002).

6.3 — Experimento 2: Efeito do tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg, 15

minutos apos a fase de teste de condicionamento + tratamento farmacologico

O experimento 2 teve por objetivo verificar se a manipulacdo
dopaminérgica realizada num periodo ndo correspondente ao periodo de
reconsolidacdo da memoaria influenciaria uma resposta locomotora previamente
sensibilizada e condicionada.

Inicialmente, foi feita a etapa de inducéo para gerar nos grupos morfina
associada uma resposta sensibilizada. Dessa forma, o experimento 2 ndo teve
a presenca do grupo morfina ndo associada, ou seja, foram dois grupos
experimentais, morfina associada e veiculo. Assim como no experimento 1, o
aumento da locomocéo e hiperatividade foi notado no 3° dia de teste, apenas
nos grupos morfina associada em relacéo ao grupo veiculo (Figura 10).

Num segundo momento, foi feita a etapa de teste de condicionamento 1

objetivando testar a resposta condicionada por morfina. Nos grupos morfina
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associada houve hiperlocomog¢ao durante os 5 minutos de teste, o que nao
ocorreu com o grupo veiculo (Figura 11). Esses resultados confirmam que a
morfina foi capaz de gerar condicionamento nos animais dos grupos
associados, que tiveram a atividade locomotora aumentada associada a arena
experimental, nesse teste sem drogas.

Na sequéncia, foi feita a etapa de reinducédo, em que o objetivo foi
manter a resposta condicionada e sensibilizada por morfina. Nessa etapa. é
feita uma repeticdo dos tratamentos da fase de inducdo, os resultados na
Figura 12 mostram o aumento da locomocgao dos grupos morfina associada em
comparacao com o grupo veiculo.

Na fase dos testes de condicionamento 2 a 5 seguidos dos tratamentos
farmacologicos fora do periodo de reconsolidacdo da memoria, o tratamento
com apomorfina em dose baixa (0,05 mg/kg) feito 15 minutos apos a saida da
arena nao tiveram efeito sobre a hiperlocomocé&o no grupo morfina associada e
da mesma forma nao foi afetada a hiperlocomocéo do grupo morfina associada
gue recebeu veiculo nessa etapa (Figura 13).

E possivel que os niveis de dopamina nos dois grupos associados se
mantiveram altos, como na fase de inducédo e a hiperlocomocédo se manteve
nos 4 dias de teste de condicionamento (TC2 — TC5). E de interesse ainda, que
0 momento mais favoravel para que o tratamento com apomorfina (0,05 mg/kg)
levasse a uma diminuicdo da resposta condicionada nos ratos dos grupos
morfina associada, foi imediatamente apds a saida da arena experimental
(experimento 1), sendo ineficaz quando feito 15 minutos apds a saida da arena
experimental (experimento 2).

Segundo Duncan (1948) e Debiec e colaboradores (2002), existe um
periodo critico para que o processo de reconsolidacdo da memdria seja
eficiente. Nesse periodo que tem duracdo de poucos minutos € o momento
onde deve ser feito o tratamento para que uma nova memdéria seja adquirida, e
memorias consolidadas podem ser modificadas ou substituidas. Quando os
tratamentos foram administrados 15 minutos apés teste de condicionamento,
ndo tiveram efeito sobre a reconsolidagdo da memoaria, pois a janela em que a
memoaria se encontrava labil podendo ser modificada, ja havia se fechado.

Por fim, a Ultima etapa do experimento 2 foi o teste de sensibilizacdo, e

teve por objetivo testar a resposta sensibilizada a morfina. Os resultados
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mostram a hiperlocomog¢ao dos grupos morfina associada em relagéo ao grupo
veiculo. Esse aumento na locomocédo confirma que ndo houve efeito durante a
reconsolidacdo da memdria no grupo morfina associada tratado com
apomorfina 0,05 mg/kg apGs a arena experimental. Além disso, o aumento da
locomocéao até os 10 primeiros minutos de teste (1° ao 4° intervalo) mostra que
houve resposta sensibilizada a morfina nos dois grupos associados.
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VIl = CONCLUSAO

e Os tratamentos repetidos com morfina, 10 mg/kg de forma associada,
induziram tanto a sensibilizacdo quanto a hiperlocomoc¢éao condicionada.

e A apomorfina em dose baixa, 0,05 mg/kg administrada durante o periodo
de reconsolidagdo da memodria, eliminou o condicionamento por morfina 10
mg/kg.

e Uma dose igual de apomorfina, administrada ap0s o periodo de
reconsolidacdo da memoria, ndo teve efeito no condicionamento por morfina 10
mg/kg.

e A interferéncia nos mecanismos da reconsolidagdo da memoria
representa uma estratégia promissora para o enfraquecimento de memaorias

mal adaptadas.
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