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RESUMO

A dependéncia quimica é uma doencga crénica, e a morfina, agonista opioide, € uma
substancia licita que esta entre as drogas de abuso mais utilizadas no mundo —
realidades pouco observados por meio do protocolo de condicionamento de traco. A
morfina tem efeitos extremamente viciantes, e, em roedores, iSso € expresso em
comportamentos, como no aumento da ativagdo locomotora, condicionamento e
sensibilizagdo, processos relacionados a génese e a manutengao da dependéncia,
de modo que a atenuagdo e/ou bloqueio dessas ocorréncias sdo desejaveis para o
tratamento. No presente estudo, administramos trés doses de morfina (3,0, 5,0 e
10,0 mg/kg) apos o teste comportamental em um ambiente novo. Os tratamentos
foram feitos imediatamente (Experimento 1); apds 15 minutos (Experimento 2),
depois de uma exposicao breve (5 minutos); ou imediatamente, apés uma exposi¢céo
longa de 30 minutos (Experimento 3). Os tratamentos foram aplicados em trés dias
sucessivos de indugédo. No segundo dia, a locomogédo dos animais que receberam
morfina no Experimento 1 foi maior em comparagéo com o grupo controle, 0 que nao
ocorreu nem na exposigao longa, nem na exposi¢gao breve com administragao apos
15 minutos da saida da arena. Posteriormente, todos os grupos foram submetidos a
cinco dias de protocolo de extincdo comportamental. A atividade locomotora
aumentada do Experimento 1, nas doses de morfina 5 e 10 mg/kg, foi mantida
durante as cinco sessdes de extingdo. Apos dois dias de retirada, todos os grupos
receberam veiculo e foram testados por 30 minutos em um teste final. Os grupos de
dose 5 e 10 mg/kg do Experimento 1 continuaram a apresentar alta locomogéao em
relagdo ao veiculo, mas esse comportamento foi restrito aos 10 minutos iniciais. No
mais, ndo houve outras diferengas entre os grupos. Propde-se que os efeitos da
morfina na via de recompensa cerebral foram associados com a ativagao de
dopamina evocada pela exposicdo ao novo ambiente. O uso de drogas pode estar
ligado a um ciclo de consolidagao/reconsolidagdo que afeta e dificulta o tratamento.

Palavras-chave: Morfina. Ambiente Novo. Reconsolidagdo de Memoria.
Condicionamento de Trago. Extingdo. Sensibilizagdo. Locomoc¢éo. Dopamina.



ABSTRACT

Addction is a chronic disease, and morphine, the opioid agonist, is a licit substance
that is among the most commonly used drugs of abuse in the world - realities rarely
observed through the Trace conditioning protocol. Morphine has extremely addictive
effects, and in rodents this is expressed in behaviors such as increased locomotor
activation, conditioning and sensitization, processes related to genesis and
maintenance of dependence, so that the attenuation and/or blocking of these
occurrences are desirable for treatment. In the present study, we administered three
doses of morphine (3.0, 5.0 and 10.0 mg/kg) after the behavioral test in a new
environment. The treatments were done immediately (Experiment 1); after 15
minutes (Experiment 2), after a brief exposure (5 minutes); or immediately after a 30-
minute long exposure (Experiment 3). The treatments were applied on three
consecutive days of induction. On the second day, the locomotion of animals
receiving morphine in Experiment 1 was higher compared to the control group, which
occurred neither in long exposure nor in brief exposure with administration after 15
minutes of exit from the arena. Subsequently, all groups were submitted to five days
of behavioral extinction protocol. The increased locomotor activity of Experiment 1 at
doses of morphine 5 and 10 mg/kg was maintained during the five extinction
sessions. After two days of withdrawal, all groups received vehicle and were tested
for 30 minutes in a final test. The dose groups 5 and 10 mg/kg of Experiment 1
continued to show high locomotion relative to the vehicle, but this behavior was
restricted to the initial 10 minutes. In addition, there were no other differences
between the groups. It has been proposed that the effects of morphine on the brain
reward pathway were associated with the activation of dopamine evoked by
exposure to the new environment. Drug use may be linked to a
consolidation/reconsolidation cycle that affects and impairs treatment.

Keywords: Morphine. New environment. Reconsolidation of memory. Trace
Conditioning. Extinction. Sensitization. Locomotion. Dopamine.
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1 INTRODUGAO

A dependéncia quimica é uma doenca crbnica caracterizada por
comportamento compulsivo de busca por prazer, bem-estar, alivio de medo,
ansiedade e/ou tensdes com uso recorrente de substancias. Além dos danos ao
longo prazo para a saude, os problemas sociais ao qual o usuario esta exposto
afetam suas possibilidades de trabalho, prestigio social e relacionamentos
familiares. Apds décadas de marginalizagdo, € reconhecida, nos dias atuais, como
problema social e de saude publica, porém o estigma persiste.

A Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas
Relacionados com a Saude classifica o disturbio dentro dos transtornos mentais e
comportamentais devido ao uso de substancia psicoativa (F10 ao F19). Segundo o
Ministério da Saude em sua plataforma digital, a dependéncia quimica possui um
conjunto de sinais e sintomas cognitivos, fisiolégicos e comportamentais que se
desenvolvem apds o uso repetido de uma substancia psicoativa, como: dificuldade
de controlar o consumo; utilizagao persistente da substancia psicoativa, apesar das
suas consequéncias; maior prioridade dada ao uso da droga em detrimento de
outras atividades e obrigagdes; aumento da tolerancia pela droga; e, por vezes, um
estado de abstinéncia fisica (DEPARTAMENTO DE INFORMATICA DO SUS, 2008).

Segundo o mais recente relatério mundial sobre drogas das Nag¢des Unidas,
emitido pelo United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), o uso de
medicamentos controlados e a automedicacdo vém aumentando nos ultimos anos,
assim como a apreensao global de opioides farmacéuticos ilegais, que, em 2016, foi
de 87 toneladas, aproximadamente a mesma quantidade de heroina apreendida
naquele ano. De 2016 a 2017, a producdo global de 6pio aumentou 65% para
10.500 toneladas, a maior estimativa registrada pelo 6rgdo. O numero de pessoas
em todo o mundo que usam drogas pelo menos uma vez por ano permaneceu
estavel em 2016, com cerca de 275 milhdes de pessoas, ou cerca de 5,6% da
populacdo mundial entre 15 e 64 anos. Ainda segundo o relatério, os opiaceos
causam os maiores danos ao usuario representando 76% das mortes em que os

disturbios de uso de drogas foram implicados (OMS, 2018).
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Acredita-se que a dependéncia ocorra devido a uma combinacdo de fatores
que incluem a predisposi¢cao genética, perfil psicologico, contexto sociocultural e
exposicao ao farmaco (NASCIMENTO; SAKATA, 2011). Pela sensibilizagcdo do
incentivo (ROBINSON; BERRIDGE, 1993), a dependéncia acontece pela
sensibilizagdo dos sistemas neurais com a administragao repetida da droga, criando
um aumento progressivo de uma determinada resposta comportamental quando a
mesma dose € administrada repetidamente. Os estudos atuais convergem em
caracterizar a dependéncia como uma doenga da aprendizagem e da memoéria.

Desde os trabalhos feitos, na década de 70, por Wikler (1973), O'Brien e
colaboradores (1974, 1975), tem se relacionado a dependéncia com o processo de
condicionamento, um tipo de aprendizagem no qual sdo criadas associagdes do
farmaco com o ambiente, e os estimulos ambientais neutros passam a produzir,
sozinhos, respostas fisioldgicas e/ou comportamentais semelhantes aos produzidos
pela droga (PAVLOV, 1928).

Experimentalmente, o condicionamento pavloviano pode ser classificado de
acordo com a apresentacao temporal dos estimulos em condicionamento de traco e
de atraso. No condicionamento de atraso, o estimulo incondicionado é apresentado
antes do estimulo condicionado, ou seja, o farmaco € administrado antes do
contexto ambiental, e seus efeitos ocorrem em contiguidade temporal. No modelo
experimental de traco, o estimulo incondicionado é apresentado apds o término do
estimulo condicionado (CAREY et al.,2014). Para que os dois sejam associados, a
administracdo do farmaco deve ser imediatamente apdés a saida do ambiente
experimental (SANTOS et al., 2015, 2017), sendo esse intervalo de consolidagao da
memoria necessariamente breve edurando por poucos segundos.Trabalhos
realizados em nosso laboratério tém verificado que o0s processos de
condicionamento e sensibilizagdo podem ser eliminados utilizando-se um protocolo
de reconsolidagdo da memoria (CARRERA et al., 2012, 2013).

No presente trabalho, foram utilizadas trés doses diferentes de morfina,
agonista opioide, como tratamento farmacolégico em um protocolo de
condicionamento de traco— ainda pouco utilizado no estudo de dependéncia—, em
um ambiente novo. Para se avaliar o periodo de consolidacdo da memdria, dois

experimentos breves foram realizados, nos quais os tratamentos foram
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administrados dentro ou fora do periodo de consolidacdo. Um terceiro experimento,
com maior exposigdo ao ambiente, foi executado para se avaliar o papel da
novidade sobre o condicionamento de traco.

Eventos novos geram uma resposta no circuito de recompensa cerebral, que
desempenha um papel importante em diversas formas de aprendizagem e memoria.
Apoés reconhecidos e familiarizados, esses estimulos ao sistema dopaminérgico
diminuem por meio do processo de habituagdo (YAMAGUCHI, 2004). Diante disso,
temos como hipotese que a exposicdo breve a um ambiente novo deve criar um
estimulo tdo intenso que deve persistir por tempo suficiente para que se torne
associado ao tratamento farmacologico aplicado apds a sessédo experimental.
Buscamos ainda elucidar se a exposicdo a morfina, imediatamente apés uma
exposi¢cao longa ao ambiente, criara excitagdo sensorial € motora e associagdes do

farmaco ao ambiente ou sofrera danos por perda do efeito da novidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Verificar, em um protocolo de condicionamento de trago, o efeito de diferentes
doses de morfina (10, 5 e 3 mg/kg) no desenvolvimento e na expressao de extingdo

de uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada em ratos.

2.1 ESPECIFICOS

- Verificar o efeito da morfina na resposta condicionada e sensibilizada em um
protocolo de condicionamento de trago;

- Avaliar se uma resposta locomotora previamente condicionada e sensibilizada
produzida por morfina pode sofrer extingao;

- Analisar, no protocolo de condicionamento de traco, a relacdo entre a resposta
locomotora condicionada e sensibilizada e o tempo de exposicdo ao ambiente

experimental.



15

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DEPENDENCIA QUIMICA

A dependéncia quimica € reconhecida como doenga e um importante
problema, tanto social quanto de saude publica. A Classificagcdo Estatistica
Internacional de Doengas e Problemas Relacionados com a Saude (CID) insere-a
nos transtornos mentais e comportamentais devido ao uso de substancia psicoativa
(CID F10 ao F19).Além disso, possui fatores sociais e ambientais que influenciam o
seu consumo, e os sistemas neurofisiolégicos alterados pelas drogas psicoativas
traduzem-na como uma doenca do cérebro. Acredita-se que tal disturbio ocorra
devido a uma combinagao de elementos que incluem a predisposi¢cao genética, perfil
psicologico, contexto sociocultural e exposicdo ao farmaco (NASCIMENTO;
SAKATA, 2011). As teorias atuais coincidem ao caracterizar as drogas psicoativas
como estimulos que agem em diferentes receptores cerebrais, mas que, por suas
peculiaridades de agao sobre o SNC, podem produzir os padrdes de comportamento
adaptativos tipicos da dependéncia (GARCIA-MIJARES; SILVA, 2006).

A linha que separa o usuario recreativo do usuario dependente é ténue.
Segundo Heyman (1996), dependentes diferenciam-se de usuarios recreativos pelo
tipo de estratégia de escolha que controla seu comportamento. Dependentes sao
controlados pelo valor reforgador local, imediato, do consumo da droga, em
detrimento das outras atividades. Usuarios recreativos, por outro lado, sao
controlados pelo valor reforgador combinado da droga e das atividades
concorrentes. Pela Teoria da Sensibilizagao do Incentivo, produzida porRobinson e
Berridge (1993), a dependéncia acontece pela sensibilizacdo dos sistemas neurais
responsaveis pelos estimulos, com administragdo repetida da droga. O individuo,
sensibilizado, quando exposto a substancia quimica ou a estimulos associados a
ela, deseja-a até mesmo n&o gostando mais dos seus efeitos. “Gostar” esta ligado a
processos cognitivos, os quais ndo sao sensibilizados; entdo o “querer’” a droga
pode ser irracional. Assim, a fissura por ela, que é igualada ao “querer”, seria um
processo que aconteceria mesmo quando o usuario ndo a deseja mais(GARCIA-
MIJARES; SILVA, 2006).
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Para a Teoria Neurobiologica de Kalivas (2006), os efeitos da droga facilitam,
induzem, modificam e atuam em processos biolégicos, modificando a estrutura
cerebral. J& os processos de aprendizagem em que a substancia e estimulos
associados a seus efeitos adquirem controle potente sobre o comportamento
diferenciam-se dos processos de aprendizagem envolvidos e, com isso, integram as
duas outras teorias. Desse modo, o entendimento das vias de recompensa,
neurotransmissores e fatores comportamentais de aprendizagem associativa
envolvidos pode ser central no desenvolvimento de terapias para a dependéncia.

Marcadores imunolégicos, bioquimicos e moleculares vém sendo utilizados no
estudo desse disturbiocomo uma ferramenta para localizar essas alteragbes no
cérebro. Pesquisas envolvendo a ERK, proteina quinase regulada por sinais
extracelulares, ja demonstraram a ativagdo da amigdala pelo aumento da marcagéao
da contagem dessa substéncia em um novo ambiente (SANGUEDO et al., 2015).
Também apontaram que o efeito da sensibilizacdo esta associado a um aumento na
ativacdo da ERK no Cortex pré-frontal, representando um efeito neurobiolégico que
pode ser usado para avaliar o impacto de procedimentos eficazes na reversao das
manifestagcbes comportamentais da sensibilizacdo (SANGUEDO et al., 2014, 2015,
2017).

3.2 CONDICIONAMENTO CLASSICO

O condicionamento é um tipo de aprendizagem associativa e ocorre pela
mudanga de comportamento resultante do treino ou da experiéncia. As impressodes e
experiéncias obtidas do ambiente e do mundo, fornecidas pelos sentidos, sao
associadas umas as outras, dando lugar ao aprendizado. O condicionamento pode
ser classificado em dois tipos: classico, também chamado de pavloviano; e o
operante, também chamado instrumental (GIUSTA, 1985; DOMJAM, 2005;
SANCHIS; SPANALGEL, 2006; DIAZ, 2011).

No condicionamento operante, o comportamento € mantido ou extinguido por
suas consequéncias: reforgos ou punigcdes. Se a probabilidade de ocorréncia de uma
resposta for modificada pela consequéncia, ela € operante. Tal ocorréncia pode ser

exemplificada da seguinte forma: tendo seu comportamento reforgado pela entrega
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ocasional de alimentos, um animal que pede comida a mesa esta demonstrando um
condicionamento operante. Ou seja, se ndo houver o “prémio”, o reforgo positivo,
como consequéncia dessa acao, o comportamento de pedir ira diminuir, ou até se
extinguir (CATANIA, 1999; BARDO; BEVINS, 2000).

O condicionamento classico € um processo que descreve a génese e a
modificacdo de comportamentos com base nos efeitos da associacdo de estimulo-
resposta sobre o sistema nervoso central dos seres vivos. Foi descoberto pelo
fisiologista russo Ivan Pavlov, no inicio do século XX, que verificou que os estimulos
do som emitido por uma sineta poderiam se associar a um estimulo prazeroso, como
o da carne. O som de uma sineta foi entdo associado diversas vezes com o estimulo
do alimento, e, apds varias associacdes, o som da sineta por si sO produzia
salivacéo (PAVLOV, 1927 apud MCKIM, 2000).

Quando a comida, um estimulo incondicionado (El), &€ apresentada a um céo,
gera uma resposta incondicionada (RI), que é a salivagédo. Estimulos neutros (EN),
gue nao evocam uma resposta especifica originalmente, quando associados a um
estimulo incondicionado (El), sdo capazes de provocar reflexos. O estimulo neutro
torna-se, entdo, um estimulo condicionado (EC), ja que, sozinho, passa a produzir
uma resposta similar ao do estimulo incondicionado. Essa resposta, resultante do
estimulo aprendido, € denominada resposta condicionada (RC); e o processo
envolvido, condicionamento classico ou pavloviano (PAVLOV, 1927). Este néao
ocorre apenas com estimulos fisicos. Drogas como cafeina, cocaina, morfina e
alcool podem ter seus efeitos condicionados a estimulos neutros presentes no
momento do seu uso. O condicionamento leva a busca da droga, que pode causar
surtos de fissura craving depois de longos periodos de abstinéncia. A pessoa deixa
de ser usuaria, mas a dependéncia persiste (ARAUJO et al., 2008).

O condicionamento classico pode ser classificado de dois modos, de acordo
com a sua programagao temporal: em condicionamento de atraso e em
condicionamento de traco. O de atraso € um modelo pavloviano no qual ocorre uma
contiguidade temporal entre os estimulos incondicionado e condicionado. O primeiro
€ administrado antes da colocagdo do animal no ambiente de teste (EC), de modo
que o efeito do medicamento ocorre em contiguidade temporal com os sinais desse
mesmo ambiente (PAVLOV,1927, 1928).



18

No condicionamento traco, € necessario haver um traco de memoaria do EC
para que seja feita a associagao entre estimulos. O EC termina antes do inicio do El,
e esse intervalo precisa ser breve. Um tragco de memoria do EC persiste apos o seu
término, e a memoria, ainda em estado labil, associa-se ao EI (WEISS;
DISTERHOFT, 2011; THOMPSON, 2013; SANTOS et al., 2015, 2017). Associagbes
da droga com o ambiente aumentam e impulsionam o comportamento de busca,
promovendo a dependéncia e tendo inicio no condicionamento de atraso,
subsequentemente amplificadas e conduzidas pelo condicionamento de traco

(CAREY et al.,2014). A Figura 1 apresenta as diferengas entre os protocolos:

Condicionamento de Atraso Condicionamento de Trago
Antes Depois Antes Depois
3 SA SHPO) ) AP S
Tratamento Veiculo g Veiculo }ratamento
Teste Teste

Figura 1 -Protocolos de Condicionamento de atraso e trago. Fonte: elaboragao do autor.

A estimulacdo locomotora € uma resposta produzida por psicoestimulantes
comumente utilizada no estudo de condicionamento (MUCHA, 1981; FRANKLIN et
al., 2000; FONTANA et al., 1993; BRAGA et al., 2009a, 2009b; MATOS et al., 2010;
DIAS et al., 2010; DE MELLO BASTOS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS
et al., 2017). Recentemente trabalhos do nosso laboratério, utilizando um protocolo
de condicionamento de traco, mostrou que a apomorfina (agonista D1 e D2), na
dose de 2,0 mg/kg (atuando nos receptores dopaminérgicos pos-sinapticos),
produziu aumento da locomocgao, e essa resposta locomotora foi condicionada e
sensibilizada. A utilizagdo de tal compostona dose de 0,05 mg/kg (atuando nos
receptores dopaminérgicos pré-sinapticos) produziu diminuicdo da locomogéo e
condicionamento (SANTOS et al., 2015). Em um trabalho posterior, foi mostrado que

a substancia, quando utilizada em um protocolo de condicionamento de trago, segue
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os principios condicionadores pavlovianos, incluindo: indugdo, extingdo e
recuperacao espontanea (SANTOS et al., 2017).

Esses achados sugerem que o condicionamento de trago pode ser um
importante contribuinte para a poténcia dos efeitos de drogas condicionadas no
desenvolvimento da dependéncia de substancias quimicas (SANTOS et al., 2015), e
0 uso desse protocolo, ainda pouco utilizado, pode auxiliar a compreensao dos
processos de aprendizagem associativas e n&o associativas envolvidos na
dependéncia de drogas (CAREY et al.,2014; SANTOS et al.,, 2015, 2017). O
comportamento, no condicionamento de traco, é medido no estado n&o
medicamentoso, representando um dado claro, rapido e uma simples maneira de

investigar o possivel condicionamento de trago referente as drogas psicoativas.

3.3 SENSIBILIZAGAO COMPORTAMENTAL

A sensibilizagdo comportamentalcaracteriza-se pelo aumento progressivo de
uma determinada resposta comportamental quando a mesma dose é administrada
repetidamente (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2000). E resultante da liberaco de
dopamina em areas relacionadas ao prazer, representando um incentivo para o
desejo, a busca e o0 uso abusivo de drogas, sendo, entédo, essencial no processo de
dependéncia quimica.

Em roedores, expressa-se pelo aumento duradouro da atividade locomotora e
dos comportamentos rotacional e estereotipado, causados por repeti¢cdes diarias, em
doses fixas de um psicoestimulante (ROBINSON; BECKER, 1986; KALIVAS;
STEWART, 1991; CADOR et al., 1995; HEIDARI et al., 2006). Pode ser induzida por
substancias como anfetamina, nicotina, alcool, A%tetraidrocanabinol, cocaina,
apomorfina e opioides, com a possibilidade de ocorrer a sensibilizagado cruzada entre
drogas. Apesar do fato de diferentes classes de drogas possuirem diferentes locais
de ligacdo no cérebro, todas produzem desenvolvimento de sensibilizagdo
comportamental (MISERENDINO; NESTLER, 1995; FRAIOLI et al., 1999; CADONI
et al., 2001; VIGANO et al., 2003; BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a,
2009b).
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Essa sensibilizagdo pode também ser um processo associativo e apenas um
fenbmeno farmacolégico. Seu desenvolvimento também depende do historico de
exposicao as drogas e a fatores relacionados ao procedimento experimental. Agdes
tipicas do manipulador, modo de administracdo ou até o tempo de permanéncia do
animal no ambiente experimental podem determinar o aumento ou a diminuigdo da
resposta locomotora, pois influenciam o estado de alerta dos animais (ROBINSON;
BERRIDGE, 1993; HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006; TODTENKOPF;
CARLEZON, 2006; SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006).

Diversos estudos com apomorfina, agonista D1/D2, demonstram os efeitos da
sensibilizagdo comportamental (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a, 2009b;
MATOS et al., 2010; DIAS et al., 2010; DE MELLO BASTOS et al., 2014; OLIVEIRA
et al., 2016; SANTOS et al., 2017). A sensibilizagcdo a apomorfina é especifica do
contexto (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al.,, 2009a, 2009b; DIAS et al., 2010;
MATOS et al.,, 2010) e gera efeitos estimulantes locomotores condicionados
(BRAGA et al., 2009a, 2009b; DIAS et al., 2010; MATOS et al., 2010). Assim, os
efeitos da sensibilizacdo nao estdo simplesmente relacionados a fatores
farmacolégicos, como o acumulo de drogas ou 0 metabolismo diminuido de drogas,
mas envolvem alteragbes moleculares (SANGUEDO et al.,, 2014). Em roedores,
segundo Vigano et al. (2003), uma exposigédo continua a morfina, agonista opioide,
leva ao desenvolvimento de tolerdncia, e a exposi¢ao intermitente produz um
aumento dos efeitos locomotores por sensibilizagdo comportamental, que é
caracterizada, nesse contexto, por uma resposta comportamental oposta a que
ocorre no processo da tolerancia, que € a reducédo do efeito da droga apds a sua
administracao repetida.

A tolerancia a opioides € desenvolvida apenas para os efeitos sedativo e de
controle de dor. Os efeitos excitatérios envolvidos com processos de recompensa da
morfina passam pelo processo de sensibilizagdo. Com tratamento crénico, o efeito
sedativo € substituido por uma fase de excitacdo, imediatamente apds a
administragao dessa substancia (VANDERSCHUREN et al., 1997).
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3.4 MEMORIA

Pode-se conceituar a memodria como o processo de aquisicao, formagao e
conservacgao de informagdes (IZQUIERDO, 2011). Os aprendizados fornecidos pela
aquisicao podem ou naoser armazenados de forma permanente. O hipocampo, a
amigdala e suas conexdes com o hipotalamo e o talamo regulam a gravagao e
evocacao de todas, de muitas ou, pelo menos, da maioria das memodrias.

Esse conjunto de estruturas constitui um sistema modulador que influi na
decisao, pelo sistema nervoso, ante cada experiéncia, de que deve ser gravado e de
que deve ou pode ser evocado, e é provavel que o reconhecimento da novidade ou
nao de determinadas ou de todas as situagbes em geral, por parte do hipocampo,
envolva, primariamente, o reconhecimento do contexto espacial de cada estimulo ou
configuragdo de estimulos em particular. O hipocampo informa a amigdala, ao
hipotalamo e a diversos nucleos taldmicos associativos que se trata realmente de
uma experiéncia ou ambiente novo (IZQUIERDO, 1984, 1989, 2011).

Recentemente Menezes et al. (2015) demonstraram que, em 5 minutos, a
exposicdo a um novo ambiente evoca a liberacdo de dopamina, e os efeitos
destasobre os sistemas cerebrais importantes no aprendizado e na memoria, como
o hipocampo, persistem brevemente ap6s a remog¢ao do novo ambiente. Aumentos e
diminuicdes na atividade dessa substdncia podem ter efeitos potentes sobre a
aprendizagem e a memoria, aumentando ou diminuindo os efeitos da recompensa
(KOOB e LE MOAL, 2006).

Nestler (2004) afirma que a memoria do vicio jamais sera esquecida, porém
estudos comprovam que ela, uma vez que evocada e assim reativada, torna-se
instdvel e sensivel a modificagdo, contrariando as antigas definigcbes
(PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997; NADER, 2003; CARRERA et al., 2012). A janela
de reconsolidagdo € curta, e a incorporagdo de informacédo farmacolégica as
memorias ocorre s6 até os primeiros 5 a 10 minutos apds cada experiéncia; a
liberagdo ou injegdo das substancias para além desse periodo ndo é mais efetiva
(IZQUIERDO, 1984, 1989).

Sendo assim, a memoria, pode ser reativada por reexposi¢cao e, em seguida,

modificada, pois, de acordo com a Teoria da Reconsolidagdo da Memdria, uma
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informagédo ja consolidada, quando & evocada (reativada), torna-se labil, capaz de
ser modificada se, nesse momento, for introduzida uma nova informagao ou algum
tratamento farmacologico (NADER, 2003). Trabalhos realizados em nosso
laboratério tém verificado que os processos de condicionamento e sensibilizacao
podem ser eliminados utilizando-se um protocolo de reconsolidacdo da memoria
(CARRERA et al.,2012, 2013).

Em nossos estudos areconsolidagdo dessa estrutura, foi utilizada a
apomorfina, que é um agonista direto dos receptores D1 e D2, e outras
pesquisasapresentaram que a administragdo desse composto em dose elevada (2,0
mg/kg) produz ativagdo do sistema dopaminérgico e o desenvolvimento do processo
de condicionamento e sensibilizagcdo comportamental (BRAGA et al., 2009a, 2009b).
Por outro lado, a apomorfina em doses baixas (<0,1 mg/kg) atua preferencialmente
em autorreceptores D2, produzindo uma diminuigdo da atividade dopaminérgica, n&o
causando o desenvolvimento de uma resposta condicionada e sensibilizada.
Tratamentos apds teste na arena, com apomorfina em doses altas (2,0 mg/kg) em
ratos com catalepsia condicionada pelo antagonista dopaminérgico, antipsicético
tipico, haloperidol (1,0 mg/kg), eliminaram a resposta inicial a catalepsia e, em dose
baixa (0,05 mg/kg), aumentaram as respostas da doenca tanto sensibilizadas quanto
as condicionadas (OLIIVEIRA et al.,, 2016). Essa demonstracdo, de que os
tratamentos medicamentosos dopaminérgicos dados apds o teste na arena podem
modificar o comportamento dos medicamentos condicionados, tem amplas

implicagdes para os efeitos condicionados dos medicamentos.

3.5 EXTINGCAO

O termo extingao refere-se ao processo de desaparecimento de uma resposta
comportamental de determinado individuo. Essa atividade ocorre quando um
estimulo condicionado para de fornecer uma resposta condicionada. Assim,esta
pode desaparecer se o estimulo condicionado for apresentado repetidas vezes sem
a presenca do incondicionado, possibilitando que o efeito deixe de existir
(MOREIRA; MEDEIROS, 2007).



23

O processo de extingéo ja era observado desde os estudos de Pavlov (1927),
e, com o passar do tempo, as respostas de estimulo condicionado,
extintas,recuperam-se espontaneamente, indicando que a extingdo nao apaga uma
memoria condicionada, sendo, sim, uma forma de inibicdo desta (QUIRK;
MUELLER, 2008), existindo, a possibilidade de aumentar a efetividade ou, até
mesmo, diminuir a duragdo de um tratamento de extingdo, se o aprendizado desta
puder ser facilitado por métodos farmacolégicos (DAVIS et al., 2006b).

Como outros tipos de aprendizado, o processo de extingdo ocorre néao
somente em uma estrutura, mas tambémpor meio de uma rede delas, em trés fases:
aquisicao, consolidacédo e recuperacédo (QUIRK; MUELLER, 2008). A aquisigao de
um processo de extingdo tem seu inicio quando uma resposta condicionada esta
diminuindo com a falta do estimulo incondicionado, sendo seguida por uma fase de
consolidagdo, na qual processos fisiologicos e moleculares estabilizam uma
memoria de longa duragéo.

Apds um processo de extingdo satisfatério, com a apresentagcéo de gatilhos
que, no passado, eram condicionados, estes demonstram uma baixa resposta
condicionada, porém respostas condicionadas altas, mesmo apdés um grande
periodo de extingdo, indica que o processo nao obteve éxito. No mais, diversos
motivos influenciam o sucesso do processo de extingdo: recuperagao espontanea,
renovacao, reestabelecimento, recuperacdo espontdnea do processo de
condicionamento ou, até mesmo, patologias que impegcam a extingdo (QUIRK;
MUELLER, 2008).

Inicialmente os receptores N-Metyl-D-aspartato (NMDA) foram associados
aos processos de extingdo. Resultados obtidos, no entanto, apontam divergéncia no
papel desse tipo de receptores neste processo. Observou-se que tratamentos
farmacolégicos com administracdo sistémica do antagonista NMDA MK801
impediram processos de extingdo (BAKER; AZORLOSA, 1996; COX; WESTBROOK,
1994), mas a literatura diverge, poisbloqueadores NMDA nao preveniram a
aquisicao da extingdo (SANTINI et al., 2001; SUZUKI et al., 2004). Atentando-se,
porém,as diferentes afinidades para cada subtipo de receptor das drogas utilizadas,
aponta-se que os receptores NMDA sejam necessarios para o processo de
aquisi¢cao da extingado (QUIRK; MUELLER, 2008).
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Administragcbes sistémicas de naloxona (antagonista opioide) dificultaram a
extingdo de medo em ratos (MCNALLY; WESTBROOK, 2003), e niveis altos do
endocannabinoide anandamida parecem acelerar o processo de extingado tanto de
medo quanto de memodrias espaciais (VARVEL et al., 2007). Kamprath e Wotjak
(2004), por sua vez, argumentam que a extingdo possa ser um processo parecido
com o de uma habituagéo.

A recuperacao da extingdo envolve a expressao de uma memoria inibidora e
€ altamente especifica do contexto. Consequentemente, espera-se que essa
recuperacao ative redes inibitorias, bem como o hipocampo. Entendé-la é
clinicamente importante, porque muitas desordens mentais possuem altos niveis de
estresse que impedem os processos de extingcdo, e os transtornos de ansiedade e a
recaida do abuso de drogas s&o causados pela falha em recuperar uma meméria de
extingdo gerada no tratamento baseado em sua eliminacdo (QUIRK; MUELLER,
2008).

3.6 A VIA DOPAMINERGICA

Existem quatro principais vias de transmissdo dopaminérgicas no cérebro: a
via mesocortical conecta a Area Tegmental Ventral (ATV) ao cértex frontal (CF) e
esta intimamente ligada com a compulsao e a perda do controle para o consumo de
drogas; a via nigro-estriatal conecta a substantianigra aostriatum e esta relacionada
ao controle motor; a via tuberoinfundibular liga o hipotalamo a glandula pituitaria,
influenciando a secregao de alguns horménios; e a via mesolimbica esta relacionada
ao sistema de recompensa e & memoria (NESTLER, 2004; ARIAS-CARRION et al.,
2010; VOLKOW et al., 2011).

Esta ultima via inicia-se na ATV, a qual se conecta com todo o sistema
limbico por meio do nucleusaccumbens (Nac). O sistema limbico é uma estrutura de
uma rede complexa que inclui area cortical pré-frontal, hipocampo e amigdala
(NESTLER, 2004; RIBAS 2007). Além disso, a via mesolimbica esta envolvida na
modulagao das respostas comportamentais aos estimulos que ativam as sensacgdes
de recompensa por meio da dopamina (HYMAN et al., 2006; WOLF, 2002).
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Ambos os sistemas, mesolimbico e mesocortical, funcionam paralelamente
entre si e com as demais estruturas cerebrais configurando o sistema
mesocorticolimbico, o sistema de recompensa cerebral. A dopamina € o principal
neurotransmissor presente nesse sistema, porém nao o unico. Neurotransmissores
como a serotonina, noradrenalina, glutamato e o acido gama-aminobutirico (Gaba)
sao responsaveis pela modulacdo do SNC e também estdo presentes no sistema de
recompensa.

A ativagdo da via mesocorticolimbica esta ligada a varios efeitos
comportamentais dos opioides, incluindo os locomotores e os estimulos de
recompensa, além dos que atuam de forma direta na formacdo de associagdes
(LEONE et al., 1991). A dopamina é fundamental para a expressao da sensibilizagao
de opioides, a qual pode ser bloqueada pelo uso de baixas doses de antagonistas
dopaminérgicos, em particular, D1 (POLLOCK; KORNETSKY, 1989; VIGANO et al.,
2003; WOLF et al., 2004), assim como na utilizacdo de agonistas dopaminérgicos,
que podem se condicionar a um contexto ambiental com o efeito da ativagao
locomotora, de modo que esta acdo pode entdo ser induzida utilizando somente
veiculo, no mesmo contexto ambiental (FONTANA et al., 1993; FEIFEL, 2002).

Injecbes de morfina aumentam o influxo de dopamina da ATV, seja inibindo
interneurdnios Gaba que contém receptores p na ATV, seja ativando diretamente
neurénios do NAc que contenham receptores pu (KOOB, 1992; NESTLER, 2004,
VOLKOW et al., 2011). Na auséncia de estimulagdo glutamatérgica da ATV, nao ha
ativacao induzida pela morfina dos neurdnios dopaminérgicos (JALABERT, et al.,
2011). Antagonistas NMDA, administrados diretamente no NAc, bloqueiam a
expressao do condicionamento classico dos efeitos locomotores da morfina e da
anfetamina (BESPALOV; ZVARTAU, 1995).

Chen et al. (2015) demonstraram que, se o controle inibitorio Gabaérgico da
liberagdo de glutamato pré-sinaptico em neurbnios dopaminérgicos da ATV for
removido, o efeito da morfina, no disparo desses neurbnios, desaparece, indicando
que o aumento da atividade neuronal de dopamina na ATV induzido por morfina
pode depender principalmente de sua agido desinibitéria na liberagao pré-sinaptica
de glutamato.
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Os receptores opioides e seus ligantes endogenos de dinorfina s&o altamente
expressos no NAce também presentes na ATV. A ativagdo do sistema receptor de
dinorfina/opioide pode servir como um mecanismo de retroalimentagcdo para
contrabalangar os altos niveis de DA liberados por drogas de abuso, opondo-se aos

efeitos das drogas nos circuitos de recompensa (TRIGO et al., 2010).

3.7 OPIOIDES

O oOpio €& wuma mistura de alcaloides extraidos da papoula
(Papaversomniferum), queé cultivada desde 3.400 a.C., na Mesopotamia. De agao
analgésica, narcotica e hipnética, os opiaceos sao alcaloides naturais, como a
morfina ou a codeina, sendo opioide o termo usado amplamente para descrever
compostos que atuam nos receptores homénimos (TRESCOT et al., 2008). Em
varias civilizagdes antigas, como Suméria, Egito, Grécia Antiga ou, ainda, no Império
Romano, os extratos da papoula ja eram utilizados como remédio. Essa planta é a
principal fonte natural de dpio e teve suas origens na Asia Menor. De 14, foi levada
para a Grécia, crescendo, desde entdao, em todo o mundo, em paises com climas
similares (MACHT, 1915; BENYHE et al., 2015; DUARTE, 2015).

No século XVII, surgiram preparagdes de 6pio muito difundidas, como o P6 de
Dover e o Elixir Paregorico, uma tintura feita 6pio (MACHT, 1915). A morfina,
comumente considerada como o analgésico opioide base de comparagao para os
demais, so foi isolada em 1804, pelo farmacéutico alemao Friedrich Serturner, que a
nomeou em homenagem a Morpheus, o deus dos sonhos na mitologia greco-
romana. Nos dias atuais, € a droga de escolha no tratamento de pacientes com dor
moderada ou grave (STUART-HARRIS et al., 2000; TRESCOT et al., 2008;
PATHAN; WILLIAMS, 2012; DUARTE, 2015).

Existem diferentes tipos de receptores opioides: mu (u), kappa(k), delta ()
(NESTLER, 2004; WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004; CORBETT et al.,
2009; MALDONADO, 2010; MARTINS et al., 2012; BODNAR, 2016; BENYHE et al.,
2015) e o “opioid receptor-like” ORL-1, também conhecido como NOP-R
(FIORAVANTI; VANDERAH, 2008). O receptor Sigma (o), ativado pela substancia

SKF 10047, ja foi tido como pertencente a familia dos receptores opioides, porém,
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hoje, aponta-se que este seja um local de ligagdo para o alucindgeno (fenciclidina),
localizado no receptor de glutamato NMDA (DHAWAN et al., 1996; MARTINS et al.,
2012).

Estabelecida por farmacologistas, a nomenclatura dos receptores 8, k e y é
contestada por bidlogos moleculares, que pregam a mudanga na qual os receptores
passariam a serem chamados de DOR, KOR e MOR (delta, kappa e
mu,respectivamente) (DHAWAN et al., 1996; CORBETT et al., 2009; MCKIM, 2000;
MARTINS et al., 2012). O sistema opioide enddégeno consiste em trés familias de
peptideos opioides: endorfinas, encefalinas e dinorfinas; e trés familias de
receptores: Mu (MOR), Delta (DOR) e Kappa (KOR).

Os peptideos opioides e seus receptores tém uma distribuicdo disseminada,
presentes ndo apenas no sistema nervoso, mas também em 6rgdos como o
coragao, os pulmdes e o figado; enos tratos gastrointestinais e reprodutivos
(CORBETT et al.,, 2009; FENG, 2012), porém essa disseminagao é seletiva nos
sistemas nervosos central e periférico, particularmente em circuitos envolvidos na
modulagdo de dor, recompensa, respostas ao estresse e controle autonémico
(BENARROCH, 2012).

Os receptores opioides p (mu), MOR, regulam fun¢gées como a nocicepgao, o
ciclo respiratorio e o transito intestinal. Estdo amplamente expressos em todas as
areas cerebrais pertencentes aos circuitos de dependéncia e sao preferencialmente
distribuidos no talamo, estriado, locuscoeruleus e nucleo do trato solitario. Os
receptores & (Delta), DOR,por sua vez, sdo encontrados principalmente no cortex,
corpo estriado e os nucleos pontinos, além de serem responsaveis primariamente
pela analgesia, mas também por modular fungdes cognitivas e de dependéncia
fisica. Ja os receptores k (kappa), KOR, quando ativados, possuem funcbes de
nocicepgao, termorregulagdo, controle de diurese e secregdo neuroendocrina e sao
localizados no hipotalamo, NAc, substantianigra, ATVe no nucleo do trato solitario.
Por fim, os receptores ORL-1, sdo encontrados no cortex, amigdala, hipocampo,
talamo e hipotalamo (WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004; MALDONADO,
2010; BODNAR, 2016).

Os receptores opioides sao todos acoplados a proteina G e causam a inibicdo

da atividade da adenilciclase e da fosforilacdo da proteina dependente de AMP
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ciclico, um efeito que inibe a excitabilidade da membrana e a liberagdo do
transmissor. Produzem inibicdo pré-sinaptica da liberacdo de diferentes
neurotransmissores como glutamato, Gaba, glicina, norepinefrina, acetilcolina e
dopamina (DHAWAN et al., 1996; WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004;
NESTLER, 2004; MARTINS et al., 2012; BENYHE et al.,, 2015). Os opioides
modulam a atividade dopaminérgica no sistema mesolimbico, provocando um
aumento na liberagdo de dopamina no NAc (KOOB, 1992; NESTLER, 2004,
VOLKOW et al., 2011). Os receptores uy mediam o reforgo positivo apds ativagao
direta (morfina) ou indireta (alcool, canabinoides e nicotina), e a compreensao da
funcao desse receptor € central para o desenvolvimento de terapias de dependéncia
(CONTET, KIEFFER e BEFORT, 2004). Tal ativagao ainda se encaixa na hipétese
dopaminérgica de recompensa, mas a excitagdo dos neurdnios dopaminérgicos
resulta da inibicdo dos intemourdnios locais do Gaba (JOHNSON; NORTH, 1992).

3.8 MORFINA

A morfina ¢é utilizada para controlar dores moderadamente severas a
exclusivamente severas e possui fortes efeitos nos sistemas de recompensa
(BESPALOV; ZVARTAU, 1996; CHEN et al., 2015; DI CHIARA;IMPERATO, 1988;
LIU et al., 2014; MORI et al., 2016; STEIDL et al., 2017), apresentando-se como o
opiaceo protoétipo do receptor mu e um derivado do fenantreno (TRESCOT et al.,
2008).

A morfina, por ser uma base fraca com pH de 8,5pKa de cerca de 8
(PUBCHEM, 2018), apresenta melhores efeitos quando administrada pelas vias
parenterais. Aproximadamente 1/3 da morfina intravenosa se liga a proteinas
plasmaticas, e, quandoestda livre ¢é rapidamente redistribuida em tecidos
parenquimatosos e, no momento em que é utilizada por via oral, apresenta baixa
biodisponibilidade, sendo entdo absorvida no intestino com um metabolismo
significativo de primeira passagem e extensivamente metabolizada no figado. As
concentragdes para atingir o pico plasmatico, apés a administracdo da substéncia,
variam de 5 a 10 minutos (STUART-HARRIS et al., 2000; WALDHOER et al., 2004).
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A meia-vida de eliminacdo da morfina € de aproximadamente 120 minutos,
com 90% sendo expelida dentro de 24 horas apos a administragdo (TRESCOT et al.,
2008). Possui volume de distribuicdo de 3-5 L/Kg, clearanceplasmatico de
aproximadamente 15-20 ml/min/Kg no adulto e ligagao as proteinas plasmaticas da
ordem dos 20-35%. Cerca de 10% da morfina € excretada na urina de forma
inalterada (STUART-HARRIS et al., 2000). No figado,ela sofre glucuronidagao,
formando morfina-6-glicuronidio (M6G) e morfina-3-glicuronidio (M3G), cuja
excrecao se da pela urina (90%) e pelas fezes (7% a 10%); sua eliminagao pelo suor
¢ desprezivel (HASSELSTROM; SAWE, 1993; STUART-HARRIS et al., 2000;
WALDHOER et al., 2004; GREGORI et al., 2014).

Utilizamos, nesta pesquisa, a morfina, droga com extremo potencial
viciante,e, diante disso, temos como hipdtese que a exposicao breve a um ambiente
novo deve criar um estimulo tdo intenso que deve persistir por tempo suficiente para
que se torne associado ao tratamento farmacologico aplicado apos a sesséo
experimental. Buscamos ainda elucidar se a exposicdo a morfina imediatamente
ap0s uma exposi¢cao longa ao ambiente criard excitacdo sensorial, motora e
associacdes do farmaco ao ambiente ou sofrera danos por perda do efeito da

novidade.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SUJEITOS

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar, com peso inicialmente entre
200-300g (n=84) e fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Uenf), Campos dos Goytacazes, RJ. Os animais
foram alojados em gaiolas plasticas individuais (25 x 18 x 17cm) até o final do
experimento. Ragado padronizada de laboratério e agua filtrada estavam disponiveis
gratuitamente em todos os momentos. As gaiolas foram mantidas em uma sala com
temperatura constante de 22 + 2°C, com o ciclo de luz claro e escuro no intervalo de
12horas (luzes acesas as 7h e desligadas as 19h). Todas os experimentos

ocorreram entre as 14h e as 18h. Durante 7 dias, antes de todos os procedimentos
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experimentais, cada animal foi pesado e manuseado diariamente durante 5 minutos.
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os Principios éticos na
Experimentacdao Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratdrio/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA) bem
como a lei federal 11.794 e foi aprovado pela Comiss&o de Etica de Uso de Animais
(Ceua — Uenf) sob o protocolo n° 395.

4.2 APARATOS, MEDIDAS COMPORTAMENTAIS E AMBIENTE EXPERIMENTAL

Os experimentos comportamentais foram conduzidos em quatro salas
experimentais idénticas, funcionando simultaneamente. Cada sala possuia uma
arena de campo aberto (60 x 60 x 45cm),cujas paredes e assoalhos sdo pintados na
cor preta. Uma cémera de circuito fechado (IKEGAMI, modelo ICD-49) instalada
60cm acima da arena foi usada para registrar dados comportamentais. A locomogéao,
medida como distancia percorrida (m), foi analisada automaticamente usando
EthoVision (NOLDUS, Holanda). O procedimento de teste completo foi conduzido
automaticamente sem a presencga do experimentador na sala onde ocorreu. Todos
os testes comportamentais foram realizados sob luz vermelha fraca para evitar a
possivel aversdo a luz branca e aumentar o contraste entre o sujeito branco e o
fundo escuro da arena, além de despertar menos estresse nos sujeitos e favorecer a
ativacdo locomotora (NASELLO et al.,, 1998). Em cada sala experimental, um
ventilador forneceu ruido de fundo, com ativagao e desligamento imediatosde acordo

com a presencga ou auséncia do animal no ambiente.
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4.2 FARMACO

Utilizou-se sulfato de morfina (CRISTALIA, SP, Brasil), a partir de ampolas de
10 mg (1 ml),o qual foi injetado subcutaneamente na nuca em doses de 3, 5 e 10
mg/kg (POWELL; HOLTZMAN, 2001; SHARF et al., 2010; VANDERSCHUREN et
al., 1997, 1999). Utilizou-se uma solugdo salina a 0,9% como veiculo. Todas as
doses foram administradas em um volume de 1,0 ml/kg de peso corporal. As

solucdes foram preparadas antes de cada experimento.

4.3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o protocolo modificado de
condicionamento de trago de Santos et al. (2015). O procedimento constituiu-se das
seguintes fases:

4.3.1 Fase de indugao (1°-3° dia)

Os animais foram divididos aleatoriamente nos grupos experimentais e, por
trés dias consecutivos, receberam veiculo por via subcutanea (SC) antes de serem
colocados individualmente na arena experimental onde a locomogao foi medida.O
tempo de duracdo do animal na arena, por sua vez, variou conforme o experimento.
Apods o término da sessao experimental, os sujeitos receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente depois do teste de 5 minutos (I-POST; Experimento 1),
15 minutos apods o teste de 5 minutos (15-POST; Experimento 2) ou imediatamente

apos teste de 30 minutos (I-POST30; Experimento 3).

4.3.2 Fase de Extingao (4°-8° dia)

Os animais receberam veiculo e imediatamente foram colocados na arena
experimental para o registro de sua atividade locomotora. O tempo de duragao do
experimento variou conforme os experimentos: 5 minutos (Experimentos 1 e 2) ou

30 minutos (Experimento 3). Apds o término da sessdo experimental, os animais
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receberam veiculo imediatamente (I-POST; Experimento 1), 15 minutos apds o teste
(15°-POST; Experimento 2) ou imediatamente apos teste de 30 minutos (I-POST30;

Experimento 3).

4.3.3 Fase de Retirada (9°-10° dia)

Todos os animais foram submetidos a um periodo de retirada de drogas por
dois dias consecutivos, durante os quais eles permaneceram em suas caixas-viveiro,

sem receber tratamento farmacoldgico ou manipulagdo comportamental.

4.3.4 Teste Final (11° dia)

Todos os animais receberam veiculo (SC) antes de serem colocados na
arena experimental onde a locomocao foi medida durante um periodo de 30 minutos.

A Tabela 1 apresenta a linha de tempo experimental.

Tabela 1 - Linha do tempo.

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"

Fase de Indugao Fase de Extingao Retirada Teste Final

Fonte: elaboragéo do autor.

4.4 EXPERIMENTO 1: EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA
IMEDIATAMENTE APOS O TERMINO DA SESSAO EXPERIMENTAL DE 5
MINUTOS

Esse experimento seguiu a metodologia descrita no item 4.3, sendo que os
tratamentos farmacoldgicos foram administrados imediatamente apos o término da
sessao experimental de 5 minutos. A Tabela 2 apresenta o protocolo geral desse

procedimento.
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Tabela 2 - Procedimento Experimental — Experimentos 1 e 2.

Fase de

Fase de Indugao | Fase de Extingao Retirada Teste Final
Dias 1-3 Dias 1-5 2 dias 1 dia
5 min. arena 5 min. arena 30 min. arena

Fonte: elaboragao do autor.

Os grupos experimentais foram assim constituidos:

VEI-I-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam veiculo (SC)

imediatamente apds sua retirada da arena experimental;

MOR-3-I-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 3 mg/kg

(SC) imediatamente apos sua retirada da arena experimental,

MOR-5-I-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 5 mg/kg

(SC) imediatamente apds sua retirada da arena experimental,

MOR-10-I-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 10

mg/kg (SC) imediatamente apds sua retirada da arena experimental.

A Tabela 3 apresenta os grupos experimentais.
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Tabela 3 - Grupos do Experimento 1.
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Fonte: elaboracao do autor.
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4.5 EXPERIMENTO 2: EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA 15 MINUTOS
APOS O TERMINO DA SESSAO EXPERIMENTAL DE 5 MINUTOS

Esse experimento seguiu a metodologia descrita no item 4.3, sendo que os
tratamentos farmacolégicos foram administrados 15 minutos apés o término de cada
sessdo experimental de duracdo de 5 minutos.ATabela 2, presente no item 4.4,
apresenta o protocolo geral desse experimento.

Os grupos experimentais foram assim constituidos:

e VEI-15-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam veiculo (SC) 15
minutos apos sua retirada da arena experimental;

¢ MOR-3-15-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 3
mg/kg (SC) 15 minutos apds sua retirada da arena experimental;

¢ MOR-5-15-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 5 mg
/kg (SC) 15 minutos apos sua retirada da arena experimental;

¢ MOR-10-15-POST (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 10
mg /kg (SC) 15 minutos apds sua retirada da arena experimental;

A Tabela 4 mostra os grupos experimentais do Experimento 2.
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4.6 EXPERIMENTO 3: EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA
IMEDIATAMENTE APOS O TERMINO DA SESSAO EXPERIMENTAL DE 30
MINUTOS

Esse experimento seguiu a metodologia descrita no item 4.3, sendo que as
sessdes experimentais da fase de indugao e de extingao tiveram a duracdo de 30

minutos cada. A Tabela 5 apresenta o protocolo geral desse experimento.

Tabela 5 - Procedimento Experimental — Experimento 3.

Fase de
Fase de Indugao | Fase de Extingao Retirada Teste Final
Dias 1-3 Dias 1-5 2 dias 1 dia
30 min. arena 30 min. arena 30 min. arena

Fonte: elaboragao do autor.

Os grupos experimentais foram assim constituidos:

e VEI-I-POST30 (n=7): os individuos desse grupo receberam veiculo (SC)
imediatamente apds sua retirada da arena experimental;

¢ MOR-3-I-POST30 (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 3
mg/kg (SC) imediatamente apds sua retirada da arena experimental;

¢ MOR-5-I-POST30 (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 5
mg/kg (SC) imediatamente apds sua retirada da arena experimental;

¢ MOR-10-I-POST30 (n=7): os individuos desse grupo receberam morfina 10
mg/kg (SC) imediatamente apds sua retirada da arena experimental.

A Tabela 6 apresenta os grupos experimentais do Experimento 3.



Tabela 6 - Grupos do Experimento 3.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para os resultados da fase de inducdo e extingdo, utilizou-se ANOVA com
medidas repetidas para analisar os dados locomotores para determinar o efeito de
grupo, o efeito do dia, bem como as interagdes entre as variaveis. Quando foi
registado um efeito significativo da interagdo grupo versus dia, os dados foram
analisados por ANOVA de um fator, seguido do teste post-hoc de Duncan. Para os
dados comportamentais obtidos a partir do teste final, o tempo total deste foi dividido
em 6 intervalos de 5 minutos cada, e as informagdes foram analisadas usando uma
ANOVA de dois fatores com medidas repetidas; e, quando uma interacao
significativa foi encontrada, os resultados foram analisados usando uma ANOVA de
uma via. Sempre que indicado pela ANOVA (efeitos de grupo com valores de p
<0,05), possiveis diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste de

multiplas faixas de Duncan.
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5 RESULTADOS

51 EXPERIMENTO 1: EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA
IMEDIATAMENTE APOS O TERMINO DA SESSAO EXPERIMENTAL DE 5
MINUTOS

A Figura 2 mostra a atividade locomotora durante a fase de indugdo, do
experimento imediato. A ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve
interacdo grupos X dias [F (6, 48) = 11,41; p <0,01], efeito dos grupos [F (3, 24) =
10,65; p <0,01) e efeito dos dias de tratamento [F (2, 48) = 23,33; p <0,01]. A fim de
se analisar a interagao grupo X dias, utilizou-se a ANOVA de um fator seguida pelo

teste de comparagdes multiplas de Duncan (grupos dentro dos dias).

EXPERIMENTO 1: FASE DE INDUGAO

30 -
—O— VEI-I-POST
—v— MOR-3-I-POST
—— MOR-5-I-POST
25 —&— MOR-10-I-POST

20 }
*#

DISTANCIA PERCORRIDA (m)
o

0 T T T 1

DIAS

Figura 2 - Médias e Erro padrdo da média para distancia percorrida (m)
durante os 3 dias sucessivos da fase de indugdo * p <0,05 versus grupo
veiculo (ANOVA de uma via em cada dia seguido pelo teste de multiplas
faixas de Duncan). § p <0,05 morfina 10 mg/kg versus grupo morfina 3
mg/kg (ANOVA de um fator seguido pelo teste de Duncan). # p <0,01
primeiro dia de indugéo versus o terceiro dia de indugdo para cada grupo
morfina (teste t para amostras dependentes). Fonte: elaboragéo do autor.



41

Os resultados mostram que, no dia 1, ndo houve diferenga entre os grupos
(p> 0,05). Do dia 2 até o dia 3, os grupos morfina apresentaram maior locomogao
que o grupo veiculo (p <0,05), e,no dia 2, ndo houve diferenga entre os grupos
morfina (p> 0,05). No dia 3, no entanto, o grupo morfina 10 mg/kg apresentou maior
locomog&o que o grupo morfina 3 mg/kg (p <0,05). Ndo houve diferenga entre os
grupos morfina 10 mg/kg e morfina 5 mg/kg (p > 0,05),assim como nao houve
diferenga entre os grupos morfina 5 mg/kg e morfina 3 mg/kg (p > 0,05). Na analise
dos efeitos dos tratamentos ao longo dos dias de administragdo, os resultados
mostraram que, para todos os grupos de morfina, a locomogao sofreu aumento(p
<0,05), mostrando o desenvolvimento da resposta locomotora sensibilizada.

A Figura 3 mostra a atividade locomotora durante a fase de extincdo do
experimento imediato. A ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve apenas
efeito dos grupos [F (3, 24) = 10,82; p <0,01]. Nado houve efeito de dias de
tratamento [F (4, 96) = 0,92; p> 0,05] e nem interacdo grupo X dias [F (12, 96) =
0,31; p> 0,05]. A ANOVA de um fator seguida do Teste de Duncan mostrou que os
grupos morfina apresentaram maior locomogédo que o grupo veiculo (p <0,05). O
grupo morfina 10 mg/kg, no entanto, apresentou maior locomogédo que 0s grupos
morfina 5 mg/kg e morfina 3 mg/kg (p <0,05); e o grupo morfina 5 mg/kg, maior

locomogéao do que o grupo morfina 3 mg/kg (p <0,05).
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EXPERIMENTO 1: FASE DE EXTINGAO

30 -
—O— VEI-I-POST
—A— MOR-3-I-POST
—&— MOR-5-I-POST
25 —&— MOR-10-I-POST

20 -

15 - *

DISTANCIA PERCORRIDA (m)

10 A

DIAS

Figura 3 - Média e erro padrdo da média para distancia percorrida (m) durante os 5 dias sucessivos
da fase de extingdo para grupos de imediatos. *** p <0,05 versus todos os grupos. ** p <0,05 versus
3,0 mg/kg de morfina e grupo veiculo, * p <0,05 versus grupo veiculo (ANOVA de um fator seguido
pelo teste de Duncan). Fonte: elaboragéo do autor.

A Figura 4 apresenta a atividade locomotora durante o teste final do
Experimento 1. Para se realizar uma analise dentro da sessao experimental, os 30
minutos de teste foram divididos em 6 intervalos de 5 minutos cada. A ANOVA por
medidas repetidas mostrou que houve uma interacdo grupos X intervalos [F (15,
120) = 4,63; p <0,01], um efeito de intervalos [F (5, 120) = 88,74; p <0,01], mas nao
houve efeito dos grupos [F (3, 24) = 2,50; p = 0,088]. Para se analisar melhor a
interagdo dias X grupo, utilizou-se a ANOVA de um fator seguido do teste de
Duncan. Os resultados mostraram que, no Intervalo 1, o grupo morfina 10 mg/kg
apresentou locomog¢&do mais alta que o grupo morfina 3 mg/kg e o grupo veiculo (p
<0,05). Nao houve diferenga entre o grupo morfina 10 mg/kg e o grupo morfina 5

mg/kg (p> 0,05). Os resultados também mostraram que este ultimo apresentou
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maior locomog&o que o grupo veiculo (p> 0,05). Nao houve diferenga entre o grupo
morfina 5 mg/kg e o grupo morfina 3 mg/kg (p> 0,05), e ndo houve diferenga entre o
grupo morfina 3 mg/kg e o grupo veiculo (p> 0,05). No Intervalo 2, o grupo morfina
10 mg/kg apresentou maior locomogado que os demais grupos (p <0,05), com
excecgao do grupo morfina 5 mg/kg (p <0,05). N&do houve diferenga entre os grupos
morfina 5 mg/kg e o grupo morfina 3 mg/kg (p> 0,05), e ndo houve diferenga entre o
grupo morfina 3 mg/kg e grupo veiculo (p> 0,05). Do Intervalo 3 ao Intervalo 6, ndo

houve diferengas entre os grupos (p> 0,05).

EXPERIMENTO 1: TESTE FINAL

30
—O— VEH-I-POST

—&— MOR-3-I-POST
—&— MOR-5-1-POST
25 - —&— MOR-10-I-POST

20 -

15 4

A

DISTANCIA PERCORRIDA (m)

10

0 T T T T T T !
1 2 3 4 5 6

INTERVALOS SUCESSIVOS DE 5 MINUTOS

Figura 4 - Médias e erro padrdo da média para distancia percorrida (m) durante os 30 minutos do
teste final. * p <0,05 versus grupo veiculo (ANOVA de um fator seguido pelo teste de Duncan). Fonte:
elaboragao do autor.
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5.2 EXPERIMENTO 2: EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE MORFINA 15 MINUTOS
APOS O TERMINO DA SESSAO EXPERIMENTAL DE 5 MINUTOS

A Figurab apresenta a atividade locomotora durante a fase de indugdo do
Experimento 2, com 15 minutos de atraso. A ANOVA de medidas repetidas mostrou
que houve apenas efeito de dias de tratamento [F (2, 48) = 46,0; p <0,01]. N&o
houve efeito dos grupos [F (3, 24) = 0,08; p> 0,05)] e nem interagédo grupo X dia [F
(6, 48) =1,70; p> 0,05].

EXPERIMENTO 2: FASE DE INDUGAO

30

—— VEI-D-POST

—A— MOR-3-D-POST
—&— MOR-5-D-POST
25 - —&— MOR-10-D-POST

20

10 -

DISTANCIA PERCORRIDA (m)

0 T T T 1
1 2 3

DIAS

Figura 5 - Médias e Erro padrdo da média para distancia percorrida (m) durante os 3 dias da
fase de indugéo do Experimento 2, com 15 minutos de atraso. Fonte: elaboracédo do autor.
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A Figura 6 mostra a atividade locomotora durante a fase de extingdo do
Experimento 2, com 15 minutos de atraso. A ANOVA de medidas repetidas mostrou
que nao houve efeito dos grupos [F (3, 24) = 1,82; p> 0,05], efeito de dias de
tratamento [F (4, 96) = 0,50; p> 0,05] e nem interagao de grupo X dias [F (12, 96) =
0,43; p> 0,05].

EXPERIMENTO 2: FASE DE EXTINGAO

30

—{+— VEI-D-POST

—v— MOR-3-D-POST
—&— MOR-5-D-POST
25 —&— MOR-10-D-POST

20 A

15

DISTANCIA PERCORRIDA (m)

10 A

0 T T T T T |
1 2 3

DIAS

-
(3.}

Figura 6 - Média e erro padrdo da média para distancia percorrida (m) durante os 5 dias sucessivos
da fase de extingdo para o Experimento 2, com 15 minutos de atraso. Fonte: elaboragéo do autor.

A Figura 7 apresenta a atividade locomotora durante o teste final para o
Experimento 2, com 15 minutos de atraso. Para se realizar uma analise dentro da
sessao experimental, os 30 minutos de teste foram divididos em 6 intervalos de 5
minutos cada. A ANOVA por medidas repetidas mostrou apenas um efeito de
intervalos [F (5, 120) = 101,54; p <0,01]. N&o houve efeitos de grupo [F (3, 24) =
0,60; p> 0,05] e nenhuma interacgéao intervalos X grupos [F (15, 120) = 0,83; p> 0,05].
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EXPERIMENTO 2: TESTE FINAL
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Figura 7 - Médias e erro padrdo da média para distancia percorrida (m) durante os 30 minutos do
teste final para o Experimento 2, com 15 minutos de atraso. Fonte: elaboragéo do autor.

5.3 EXPERIMENTO 3: EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA
IMEDIATAMENTE APOS O TERMINO DA SESSAO EXPERIMENTAL DE 30
MINUTOS

A Figura 8 mostra a atividade locomotora para a fase de indugdo do
Experimento 3. A ANOVA de medidas repetidas mostrou somente efeito dos dias de
tratamento [F (2, 48) = 19.73; p<0.01]. Nao houve efeito de grupos [F (3, 24) = 0.61;
p>0.05) nem interagao grupos X dias [F (6, 48) = 0.60; p>0.05]. O teste de Duncan
mostrou que o dia 1 teve maior locomog¢ao que o dia 2 e o dia 3 (p<0.05).
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EXPERIMENTO 3: FASE DE INDUGAO

120 -
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Figura 8 - Médias e Erro padrdo da média para distancia percorrida (m) durante os 3 dias
sucessivos. da fase de indugéo para o Experimento 3, com 30 minutos de duragao, # p <0,05
primeiro dia de indugéo versus o terceiro dia de indu¢ao para cada grupo de morfina (teste t).
Fonte: elaboragao do autor.

A Figura 9 mostra a atividade locomotora para a fase de extingdo do
Experimento 3, com 30 minutos de duracdo. A ANOVA de medidas repetidas
mostrou que nao houve efeito de grupos [F (3, 24) = 1.50; p>0.05],efeito de dias de
tratamento [F (4, 96) = 0.25; p>0.05] nem interac&o entre grupos X dias [F (12, 96) =
0.42; p>0.05].
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EXPERIMENTO 3: FASE DE EXTINGAO
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Figura 9 - Média e erro padrao da média para distancia percorrida (m) durante os 5 dias
sucessivos da fase de extingdo do Experimento 3, com 30 minutos de duragdo. Fonte:
elaboragao do autor.

A Figura 10 mostra a atividade locomotora para o teste final do experimento
de 30 minutos de duragdo. Para se realizar uma analise dentro da sessao
experimental, os 30 minutos de teste foram divididos em 6 intervalos de 5 minutos
cada. A ANOVA por medidas repetidas mostrou somente uma interagao de grupos X
intervalos [F (11, 264) = 20.40; p<0.01], sem efeito de grupos [F (3, 24) = 1.30;
p>0.05] e sem interagdo dos grupos X intervalos [F (33, 264) = 1.05; p>0.05]. O teste
de Duncan mostrou que houve uma diminuigdo da locomog¢do com o passar dos
intervalos. Em outras palavras, os primeiros intervalos obtiveram uma maior

locomogéao que os ultimos (p>0.05).
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Figura 10 - Médias e erro padrdao da média para distancia percorrida (m) durante os 30 minutos
do teste final do Experimento 3 com 30 minutos, # p <0,01 primeiro intervalo X ultimo intervalo
(ANOVA de um fator em cada intervalo seguido pelo teste de Duncan). Fonte: elaboragdo do

autor.
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6 DISCUSSAO

Utilizamos, nesta pesquisa, trés doses diferentes de morfina (10, 5 e 3 mg/kg)
em um modelo de condicionamento de traco, e os resultados mostraram que a
administracao imediatamente apds uma breve exposigédo (5 minutos) a um ambiente
novo influenciou significativamente o comportamento locomotor dos ratos,
comparando-se os trés dias dos testes de indugao. Todos os grupos que receberam
morfina logo apds uma exposi¢cao breve a um novo ambiente apresentaram aumento
na locomogédo ao longo dos dias de administracdo, e a dose mais elevada (10
mg/kg) produziu, no terceiro dia de teste, um aumento locomotor superior quando
comparado ao grupo de dose mais baixa (3 mg/kg). Quando os mesmos tratamentos
foram administrados 15 minutos apds a primeira exposicdo de 5 minutos ao
ambiente novo, ndo foi observado aumento da locomocgédo. Esses resultados
corroboram os que foram obtidos por pesquisas do nosso laboratério utilizando
apomorfina em um modelo de protocolo de condicionamento de trago (SANTOS, et
al., 2015, 2017).

Em ratos, a apomorfina, em doses baixas (<0,1 mg/kg; SC)
preferencialmente, estimula os autorreceptores D2 e pode reduzir drasticamente a
atividade neural e o metabolismo da dopamina no cérebro (AGHAJANIAN;
BUNNEY, 1973; CAREY et al., 2004, 2008; DI CHIARA et al., 1977; MISSALE et al.,
1998). Quando uma dose baixa de apomorfina é administrada antes do teste, ou
seja, antes de o animal ser colocado na arena experimental, a inibicdo dos
neurénios dopaminérgicos induz uma inatividade comportamental pronunciada
(BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a, 2009b; CAREY et al., 2004). Em doses
mais elevadas (> 0,5 mg/kg), a apomorfina estimula os receptores de dopamina pos-
sinapticos e, quando administrada antes da arena, gera estimulagdo comportamental
(BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a, 2009c; DAMIANOPOULOS; CAREY,
1992; DE MATOS et al.,, 2010; MATTINGLY et al., 1997, 1988). Nao somente os
efeitos comportamentais produzidos pela apomorfina, apés o teste na arena,
coincidem, portanto, com os efeitos induzidos pela apomorfina administrada antes
desse teste, mas também os efeitos dessa substanciatornam-se exagerados com os

tratamentos repetidos com apomorfina apos o testa na arena.
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Nos estudos que utilizaram apomorfina em um protocolo de condicionamento
de traco do nosso laboratorio (SANTOS et al.,, 2015, 2017), os tratamentos com
dose alta (2,0 mg/kg) e baixa (0,05 mg/kg) de apomorfina, administrados em
contiguidade temporal com o novo periodo de consolidagdo do ambiente apds o
teste na arena, induziram, de forma confiavel, atividade comportamental locomotora
condicionada.Nota-se, no entanto, que, quando os mesmos tratamentos foram
administrados imediatamente apés uma breve exposi¢cdo similar, porém em um
ambiente familiar previamente explorado e consolidado, os tratamentos apds o teste
na arena nao induziram condicionamento (DE MELLO BASTOS et al., 2014; LEITE
et al.,, 2018), o que aponta para uma necessidade de um estimulo novo para a
associacdo do ambiente em um tratamento dado apds a saida da arena.

Apesar de ndo atuar diretamente nos receptores dopaminérgicos, como a
apomorfina, a morfina possui fortes efeitos que promovem a liberagao de dopamina
(BESPALOV; ZVARTAU, 1996; CHEN et al., 2015; DI CHIARA; IMPERATO, 1988;
LIU et al., 2014; MORI et al., 2016; STEIDL et al., 2017). Os receptores opioides mu,
ativados pela morfina, modulam o reforco positivo apds estimulagcdo direta
dopaminérgica no sistema mesolimbico, provocando um aumento na liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens (KOOB, 1992; NESTLER, 2004; VOLKOW et al.,
2011). A dopamina é fundamental para a expressao da sensibilizagdo de opioides, e
o entendimento de como outras familias de receptores atuam, interferem, mediam
ou modulam a atuagdo da dopamina nas regides responsaveis pelo prazer pode
trazer luz aos processos que atuam na neurogénese e na manutengao da adicgao.
Injecbes de morfina aumentam o influxo de dopamina da area tegmentar ventral,
seja inibindo interneurénios Gaba, que contém receptores u, na area tegmentar
ventral, ou ativando diretamente neurdnios do nucleo accumbens que contenham
receptores p (KOOB, 1992; NESTLER, 2004; VOLKOW et al., 2011).

E interessante comparar os dados dos experimentos e observar que a
morfina induz hiperlocomogdo em um protocolo de condicionamento de trago, assim
como a apomorfina, devendo-se levar em conta as diferentes vias em que a morfina
atua. Apenas um unico tratamento apds a sessdo experimental na arena com
morfina foi suficiente para induzir uma resposta condicionada, e, além disso, a

resposta condicionada provou ser bastante resistente a extingdo. Tendo um padrao
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de dose dependente, nenhum dos grupos das diferentes doses do Experimento 1
sofreu processos de extingdo da resposta condicionada, tendo apenas o grupo
morfina 10 mg/kg apresentando maior locomogao que os grupos morfina 5 mg/kg e
morfina 3 mg/kg; e o grupo morfina 5 mg/kg, maior locomogdo do que o grupo
morfina 3 mg/kg. Também é interessante que a resposta da morfina condicionada
nao se extinguiu nos grupos de 5 e 10 mg/kg e sé se extinguiu apds a quinta sessao
de extingdo na dose mais baixa (3 mg/kg) de grupo morfina.

Quando um protocolo de atraso € usado com o comportamento locomotor,
como a variavel dependente, a sensibilizacdo e o condicionamento ocorrem com
tratamentos repetidos de morfina (LEITE et al., 2018). Em um protocolo
convencional de condicionamento classico (condicionamento de atraso), os
tratamentos sdo administrados antes do teste e “associados” ao ambiente deste; e
um grupo controle “ndo-associado” recebe o mesmo tratamento, mas apdés um
determinado tempo e em um ambiente diferente para controlar os efeitos da
exposicao ao farmaco per se.

No presente estudo, todos os tratamentos medicamentosos foram
administrados apds a sessao experimental na arena. Nos Experimentos 1 e 3, os
grupos receberam seus tratamentos logo apds essa sessao, e, no Experimento 2,
receberam o mesmo tratamento, mas 15 minutos apos a sess&o experimental, no
mesmo lugar. O tratamento imediato pds-arena foi projetado para se sobrepor ao
processo de consolidagdo pos-teste e deu origem ao “grupo de consolidagao
associado”, enquanto, para os grupos de 15 minutos de atraso, o tratamento pos-
teste foi concebido para ocorrer apds o processo de consolidacao ter sido concluido
e origina um “grupo pos-consolidagdo ndo associado”. A administragao repetida dos
tratamentos com morfina apés 15 minutos de remocédo do ambiente de teste nao
teve efeito.

Quando utilizado em um estimulo breve de 5 minutos de exposicdo ao
ambiente experimental, o condicionamento foi encontrado apds um unico tratamento
imediato com morfina, e a resposta condicionada aumentou com tratamentos
repetidos. A mesma ocorréncia, porém, ndo aconteceu quando a exposicao a um
tempo de duragdo da sessdo experimental da fase de indugdo foi maior. Segundo

Izquierdo (2011) os tratamentos aplicados apds a exposigdo a arena experimental
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sao efetivos quando aplicados apds a aquisicdo, no periodo denominado por ele
pos-treinamento. As informacdes ambientais novas associam-se as memaorias como
mais um estimulo, e a incorporagdo de informacédo farmacolégica as memdrias
ocorre s6 até os primeiros 5 a 10 minutos apds cada experiéncia; a liberagdo ou
injecdo das substancias, além desse periodo, ndo é mais efetiva (IZQUIERDO,
1984, 1989), apontando para a importéncia do intervalo de consolidagdo imediato
pos-arena.

Nao houve aumento da locomogao nos grupos tratados imediatamente, apds
uma exposig¢ao longa de 30 minutos ao ambiente novo; ao contrario dos obtidos no
tratamento imediato apdés uma exposicdo breve de 5 minutos, tendo o primeiro dia
do Experimento 3 maior locomocao que os dias 2 e 3, apontando para um processo
de habituagado durante a sessdo, ao qual o contexto da arena, antes estimulador
pelo fator da novidade, se perdeu, ressaltando a importancia do fator novidade no
aumento dos disparos de dopamina, e sua importancia em processos de
consolidagdo da memodria. Este resultado é semelhante aos nossos achados
anteriores, usando inje¢des de apomorfina apds o ensaio, depois de uma breve
exposi¢cao a um novo ambiente (DE MELLO-BASTOS et al., 2014; SANTOS, 2015,
2017).

A ativagdo dopaminérgica oriunda de processos motivados pelo fator da
novidade confirma sua importancia nos processos de consolidagao e reconsolidacao
de memodrias. Sendo esses resultados consistentes com a formacdo de uma
associacao entre a supressdao da dopamina e as pistas do ambiente experimental,
resultam na perda da capacidade excitatoria das pistas ambientais, como ocorre em
uma habituacdo. O hipocampo ativa neurdnios b-endorfinérgicos que despertam
locais vinculados com a modulagdo dos processos de memoria. A exposicao a
estimulos ou ambientes previamente visitados ndo é seguida de ativagao do sistema
b-endorfinérgico, nem do hipocampo (IZQUIERDO, 1984, 1989, 2011).

Um desenvolvimento importante na compreensao dos efeitos condicionados
de drogas tem sido o reconhecimento de que, quando uma resposta condicionada
provocada por estimulo é ativada, a memoria ou associagao tornam-se novamente
instaveis, de modo que os eventos que ocorrem durante a reconsolidacdo podem

modificar a associacdo. Embora a énfase dos trabalhos sobre o tépico tenha sido em
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maneiras de interferir ou atenuar a associagéo durante a reconsolidagéo (LEITE et
al., 2018; LEE et al. 2006; BERMAN; DUDAI, 2001, 2004; DUBIEC et al., 2002;
EISENBERG et al., 2003; EISENHARDT; MENZEL, 2007; NADER, 2003; NADER et
al., 2000), a associagdo também pode ser fortalecida por tratamentos que séo
administrados durante a reconsolidacdo (CAREY et al., 2014).

De acordo com esta ultima consideragdo, o aumento progressivo na resposta
condicionada que observamos, com tratamentos repetidos de morfina poés-teste,
pode ser visto como um fortalecimento progressivo do condicionamento pelos efeitos
do tratamento que ocorrem durante a reconsolidagdo. Essa analise é consistente
com a forte resisténcia e persisténcia de efeitos condicionados de drogas induzidas
por drogas aditivas, pois indica que, com o0 uso repetido de um medicamento
viciante, ocorre um ciclo de consolidagao/reconsolidagdo para que as pistas
condicionadas se tornem cada vez mais fortalecidas e adquiram mais controle sobre
o comportamento, a medida que eles continuam sendo reconsolidados com 0 uso
continuado de drogas.

Em nossos estudos de reconsolidacdo da memoaria, foi utilizada a apomorfina
em dose elevada (2,0 mg/kg), e esta produziu ativagdo do sistema dopaminérgico e
o desenvolvimento do processo de condicionamento e sensibilizagao
comportamental (BRAGA et al., 2009a, 2009b). Por outro lado, a apomorfina em
doses baixas (<0,1 mg/kg) atua preferencialmente em autorreceptores D2,
produzindo uma diminuicdo da atividade dopaminérgica e nao criando o
desenvolvimento de uma resposta condicionada e sensibilizada. Tratamentos pds-
arena, com apomorfina em altas doses (2,0 mg/kg) em ratos com catalepsia
condicionada pelo antagonista dopaminérgico, antipiscético tipico, haloperidol (1,0
mg/kg), eliminou a resposta inicial a catalepsia;e, em dose baixa (0,05 mg/kg),
aumentou as respostas de catalepsia tanto sensibilizadas quanto as condicionadas
(OLIIVEIRA et al., 2016). Essa demonstracdo, de que os tratamentos
medicamentosos dopaminérgicos pos-arena podem modificar o comportamento dos
medicamentos condicionados, tem amplas implicagbes para os efeitos
condicionados dos medicamentos.

Admite-se, de fato, que as memodrias se armazenam no cortex e dependem,

para sua integracdo, no momento da evocagao, de numerosas conexdes aferentes e
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eferentes dessas regides. Claramente, o hipocampo e a amigdala n&o s&o sitios de
armazenamento. Um tipo de informacao adicional provém da agao da b-endorfina
liberada por experiéncias novas (IZQUIERDO, 1984). Esta se incorpora as memoérias
como mais um estimulo, de modo que a incorporagao de informagao farmacoldgica
as memorias ocorre sO até os primeiros 5 a 10 minutos apds cada experiéncia; a
liberagdo ou injegdo das substancias para além desse periodo ndo é mais efetiva
(IZQUIERDO, 1984, 1989). Recentemente foi mostrado por Menezes et al. (2015)
que, em 5 minutos, a exposicdo a um novo ambiente evoca a liberacdo de
dopamina, e os efeitos desta sobre os sistemas cerebrais importantes no
aprendizado e na memdria, como o0 hipocampo, persistem brevemente apds a
remocdo do novo ambiente. Como a morfina possui fortes efeitos pro-dopamina
(BESPALQV E ZVARTAU, 1996; CHEN et al., 2015; DI CHIARA; IMPERATO, 1988;
LIU et al., 2014; MORI et al., 2016; STEIDL et al., 2017).

Quando, apds 72 horas da sessao de extingdo, um teste final de 30 minutos
foi utilizado, os grupos que recebiam morfina apés uma breve exposigcéao
demonstraram uma resposta condicionada, que foi ainda evocada nos 2 grupos de
morfina de dosagem mais elevada, mas foi limitada aos 5-10 minutos iniciais dos 30
minutos da sessao de teste. Essas observagdes sao consistentes com os efeitos da
resposta condicionada, na medida em que esta é considerada uma réplica
fracionaria da resposta incondicionada (PAVLOV, 1927).

O teste final funcionou como um teste de condicionamento, no qual os
animais foram administrados com salina e colocados imediatamente na arena
experimental por 30 minutos. Os efeitos de hiperlocomogéao, induzidos com morfina
imediatamente apds um teste (Experimento 1), foram bem evidentes inicialmente. Ao
longo dos 30 minutos de teste, entretanto, houve uma diminuicdo progressiva da
locomogé&o, ao ponto que o nivel de atividade locomotora de todos os grupos tornou-
se semelhante entre eles. Esses resultados s&o consistentes com os efeitos
esperados em um condicionamento (CAREY et al.,2014). No teste final, de 30
minutos, também é relevante o impacto da exposicdo ao ambiente experimental nos
testes de 5 minutos, demonstrando um possivel efeito de habituagdo nos grupos
veiculos. Nos outros dois experimentos, ocorreu, durante a fase de extingcdo, uma

habituagdo ao ambiente, ndo sendo manifestados comportamentos associativos
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nem farmacoldgicos da morfina.

No uso do protocolo empregado neste estudo, todo o comportamento &
medido no estado ndo medicamentoso, representando uma simples maneira de
investigar o possivel condicionamento de trago referente as drogas psicoativas. A
constatagdo de que doses de morfina, aplicadas imediatamente apos a sesséo
experimental, geraram um aumento tdo acentuado da resposta comportamental,
acima do nivel induzido pelo novo ambiente, aponta para os mecanismos do
condicionamento de trago como potencialmente importantes para o desenvolvimento
da intensidade caracteristica do comportamento condicionado a drogas tipicamente
observado no processo da dependéncia quimica.

O uso de varios tratamentos com antagonistas da morfina, em um protocolo
pos-arena, para tentar reverter o condicionamento da morfina, também evitaria
questdes de interpretagcdo relacionadas a mudangas induzidas por drogas na
avaliacdo comportamental, bem como a introdugéo de fatores de estimulo de drogas
que podem ocorrer quando um medicamento € administrado antes do teste.
Também é interessante utilizar este protocolo em um modelo de preferéncia de lugar
(KOBRIN et al., 2017), mas, em vez de associar pré-tratamentos de morfina a um
dos dois ambientes de preferéncia de lugar, deve-se administrar essa substancia
pos-teste apdés uma breve exposicdo a um dos dois ambientes distintos de
preferéncia por lugar. Aparentemente, o ambiente associado com um tratamento
pos-arena com morfina seria 0 ambiente preferido em um teste de preferéncia por
lugar. Tal descoberta apontaria para uma maneira de estudar a inclusdo de uma
recompensa de drogas positiva no processo de consolidagdo da memoria. Nesse
sentido, Wise (2004) articulou uma grande dificuldade no tratamento da dependéncia
quimica, a saber, que os efeitos da droga se emaranham na memodria. A esse
respeito, foi recentemente relatado (DE MARCO; VENNERI, 2018) que o
comprometimento de uma estrutura cerebral subcortical de dopamina, a area
tegmentar ventral, que é importante na mediacdo de efeitos de recompensa, tem
sido implicado em variados deficit de meméria humana. E pertinente que esta seja a
estrutura cerebral da dopamina ativada pela morfina (CHEN et al., 2015).

Assim, esse protocolo parece fornecer uma maneira simples e eficiente de

investigar o condicionamento da morfina que evita as complexidades, como o papel
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dos estimulos interoceptivos (CAREY, 1989; CAREY et al., 2005) que estédo

presentes nos protocolos convencionais de condicionamento de drogas.
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7 CONCLUSAO

A administracdo de morfina, nas doses de 3mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg,
imediatamente apds uma exposicdo de 5 minutos a um novo ambiente
experimental, alterou a atividade locomotora, produzindo um aumento
progressivo em todas as doses ao longo das trés sessdes, 0 que caracteriza
o desenvolvimento de uma resposta locomotora sensibilizada;

Essa exposicdo influenciou significativamente o comportamento nas
subsequentes exposicoes ao mesmo ambiente teste sem o uso de farmaco,
porém a extingdo nao obteve efeito;

No teste final de condicionamento, com duracdo de 30 minutos, os efeitos de
hiperlocomogao foram bem acentuados inicialmente, mas, ao longo dos 30
minutos de teste, o nivel de atividade locomotora de todos os diferentes
grupos tornou-se semelhante entre eles, o que, por sua vez, é consistente
com os efeitos esperados em um condicionamento;

A administragdo de morfina, nas doses de 3mg/kg, Smg/kg e 10mg/kg, 15
minutos apds a exposigdo de 5 minutos a um novo ambiente experimental,
nao surtiu efeito;

A administracdo de morfina, nas doses de 3mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg,
imediatamente apés uma exposi¢cao de 30 minutos a um novo ambiente
experimental, ndo surtiu efeito;

O aumento no nivel de atividade locomotora no decorrer das trés sessdes
experimentais de 5 minutos, e ndo da de 30 minutos, indica que a ativacao
sensorial e motora, produzida pelo novo ambiente, persistiu ao longo das trés
sessbes de tratamento com drogas pos-teste, na exposi¢cédo rapida. Ja na
exposicao longa, o estimulo de novidade perdeu-se. Aparentemente, foi essa
novidade continua do ambiente de teste que possibilitou que os efeitos do
condicionamento de trago se acumulassem no decorrer das trés sessdes

experimentais.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Os presentes resultados sugerem que os efeitos da morfina sobre a atividade
da dopamina podem aumentar a atividade desta durante os processos de
consolidagao/reconsolidacdo da memdria; e aumentar a saliéncia e o valor de
incentivo das pistas associadas e sua capacidade de desencadear os efeitos
condicionados da morfina. Além disso, como o0 numero e a variedade de sinais que
se tornam progressivamente consolidados/reconsolidados em conjunto com a
administracao repetida de morfina, o desfazer do estado de dependéncia torna-se

progressivamente mais problematico.
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10 — Anexo

O presente trabalho foi publicado no artigo “Morphine administered post-trial can
induce potent conditioned morphine effects” pela Pharmacology Biochemistry and
Behavior. doi.org/10.1016/j.pbb.2019.02.014



