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RESUMO

No processo de condicionamento farmacolégico associado a um contexto
ambiental, o inicio do tratamento com a droga ocorre de maneira contigua com as
pistas contextuais. Evidéncias, entretanto, sugerem que o condicionamento
farmacoldgico também pode ocorrer quando ha uma descontinuidade entre o inicio
do efeito da droga e o término das pistas contextuais. No presente trabalho foi
primeiramente averiguado se um protocolo cujo tratamento farmacologico ocorre
apos o término do estimulo contextual, protocolo de traco, (pos-teste), seria capaz
de produzir uma resposta condicionada que obedecesse aos principios do
condicionamento Pavloviano que sao: Aquisicdo, Extincdo e Recuperacao
espontanea (Experimento 1). Posteriormente foi realizado um segundo
experimento (Experimento 2) com o intuito de comparar os efeitos de sensibilizacéo
e condicionamento induzidos por apomorfina administrada antes do teste, protocolo
de atraso, imediatamente apds o teste e 15 min. apds o teste no novo ambiente
experimental. Para o Experimento 1 seis grupos de ratos receberam apomorfina
(0,05 ou 2,0 mg/kg) e veiculo imediatamente ou com um intervalo de 15 minutos
apos uma breve exposicao (5 minutos) a um ambiente experimental novo durante
3 dias consecutivos (fase de inducdo ao condicionamento). A fase de extingcao
ocorreu dos dias 4 ao 8, na qual todos os tratamentos pos-teste constituiram-se de
veiculo. Apés dois dias de retirada, nos quais 0s animais ndo receberam qualquer
manipulacdo experimental, ocorrera um ultimo teste denominado teste final. Os
resultados mostraram que no primeiro dia do Experimento 1, as locomoc¢des dos 6
grupos de ratos foram estatisticamente equivalentes. No segundo dia ficou
evidenciada diferencas marcantes entre os graus de atividade dos diferentes
grupos, sobretudo, entre aqueles que receberam apomorfina (0,05 ou 2,0 mg/kg)
imediatamente pés-teste (I-pds-teste). O grupo que recebera apomorfina em doses
baixas (0,05 mg/kg) imediatamente pos-teste, apresentou uma redugdo da
atividade locomotora enquanto que o grupo tratado com apomorfina em doses
elevadas (2,0 mg/kg), apresentou aumento da atividade locomotora se comparado
ao primeiro dia de teste. Os niveis de atividade locomotora tanto dos grupos veiculo
guanto dos grupos tratados com apomorfina com intervalo de 15 minutos pos-teste,
foram equivalentes aos niveis apresentados durante o primeiro dia do Experimento

1. No terceiro dia do Experimento 1, as diferencas dos niveis de atividade



locomotora entre os grupos tratados com apomorfina imediatamente pdés-teste,
continuaram crescendo, ao passo que, os niveis de atividade dos grupos veiculo e
dos grupos tratados com apomorfina com intervalo de 15 minutos pds-teste, se
mantiveram inalterados. Durante a fase de extincdo, as respostas locomotoras
previamente condicionadas, assim como, as diferencas observadas entre os dois
grupos de apomorfina imediatamente pés-teste, foram gradualmente eliminadas.
Durante o teste final, as diferencas entre os niveis de atividade locomotora entre os
dois grupos de apomorfina imediatamente poOs-teste foram parcialmente
restauradas, sendo este um indicador de recuperacdo espontanea. Para o
Experimento 2 Foram medidos os efeitos sobre a atividade locomotora ao longo de
5 dias de tratamento com apomorfina. Tais efeitos foram induzidos por doses baixas
inibitérias que atuam em auto-receptor (0,05 mg / kg) e doses pds-sinapticas
elevadas estimulatorias (2,0 mg / kg). Houve trés conjuntos de quatro grupos e cada
conjunto foi constituido por dois grupos veiculo e dois grupos apomorfina (APO-
0,05 / APO-2,0). Os conjuntos diferenciavam-se em relacdo ao momento no qual
os tratamentos foram administrados. Um conjunto recebeu o tratamento
imediatamente antes da sessdo no novo ambiente experimental (pré-teste), outro
imediatamente ap0s a exposicdo ao novo ambiente experimental (I-pds-teste) e o
terceiro conjunto recebera o tratamento 15 min. apds a sessdo no ambiente
experimental (15 -pés-teste). Cada sessédo experimental teve a duracao de 5 min.
Ao longo dos primeiros 5 dias do Experimento 2 (fase de inducdo), os repetidos
tratamentos com apomorfina pré-teste e I-pds-teste induziram sensibilizacédo
locomotora. Os tratamentos com apomorfina em baixas doses que, ocorreram tanto
no pré-teste quanto no |-pds-teste, reduziram progressivamente a locomocao
enquanto os tratamentos com doses elevadas pré e |-pOs-teste, aumentaram
progressivamente a locomoc¢ao. Para que houvesse um maior controle sobre os
possiveis efeitos ndo-associativos da apomorfina, o0s mesmos tratamentos foram
administrados 15 minutos apos o teste no ambiente experimental (15 -pOs-teste).
Os resultados de locomocéao obtidos para esse grupo, foram equivalentes aqueles
encontrados para 0s grupos veiculo. No teste subsequente de condicionamento,
ambos 0s grupos pré e |-pés-teste de apomorfina em baixa dose mostraram uma
inibicAo comportamental condicionada enquanto os grupos pré e |-pos-teste de
apomorfina em dose elevada, mostraram uma estimulacdo comportamental

condicionada. Sugere-se, portanto, que ambos os tratamentos medicamentosos,



pré e pos-teste, induzam efeitos por mecanismos similares nos processos de
consolidacdo uma vez que, a baixa dose inibitéria de apomorfina diminuiu o grau
de saliéncia e incentivo referente a associacdo ao novo ambiente e, assim, diminuiu
a resposta comportamental. De maneira inversa, o tratamento com apomorfina em
alta dose (excitatéria) aumentou o valor de saliéncia e incentivo da associacao
ambiental e potencializou a resposta comportamental. Os achados do atual estudo
sao consistentes com os principios do condicionamento Pavloviano, podendo-se

sugerir que representem um condicionamento de traco induzido por drogas.

Palavras-chave: Condicionamento; ambiente novo; consolidacdo da memoria;
saliéncia; sensibilizacdo comportamental; apomorfina; recuperacdo espontanea;

extincao; pos-teste.



ABSTRACT

In the process of pharmacological conditioning associated with an environmental
context, the initiation of drug treatment occurs in a contiguous way with contextual
clues. Evidence, however, suggests that pharmacological conditioning may also
occur when there is a discontinuity between the onset of the drug effect and the
termination of contextual cues. In the present study, it was first investigated whether
a protocol whose pharmacological treatment occurs after the end of the contextual
stimulus, trace protocol (post-test), would be able to produce a conditioned
response that obey the principles of Pavlovian conditioning that are: Acquisition,
Extinction and Spontaneous Recovery (Experiment 1 ). Subsequently, a second
experiment (Experiment 2) was conducted to compare the effects of sensitization
and conditioning induced by apomorphine administered before the test, delay
protocol, immediately after the test and 15 min. after the test in the new experimental
environment. For Experiment 1, six groups of rats received apomorphine (0.05 or
2.0 mg / kg) and vehicle immediately or within 15 minutes after brief exposure (5
minutes) to a new experimental environment for 3 consecutive days (phase of
induction to conditioning). The extinction phase occurred from days 4 to 8, in which
all the post-test treatments consisted of vehicle. After two days of withdrawal, in
which the animals received no experimental manipulation, a final test occurred. The
results showed that on the first day of Experiment 1, the locomotions of the 6 groups
of rats were statistically equivalent. On the second day, there were marked
differences between the activity levels of the different groups, especially those who
received apomorphine (0.05 or 2.0 mg / kg) immediately post-test (I-post-test). The
group that receved apomorphine at a low dose (0.05 mg / kg) immediately post-test
showed a reduction in locomotor activity, while the apomorphine group at high doses
(2.0 mg/ kg) had an increased locomotor activity compared to the first day of testing.
The levels of locomotor activity of both the vehicle groups and the apomorphine-
treated groups at 15-minute intervals post-test were equivalent to the levels
presented during the first day of Experiment 1. On the third day of Experiment 1,
differences in locomotion activity levels between the immediately post-test
apomorphine-treated groups continued to increase, whereas the activity levels of
the vehicle groups and the apomorphine-treated groups at 15-minute post-test

intervals remained unchanged. During the extinction phase, the previously



conditioned locomotor responses, as well as the differences observed between the
two apomorphine groups immediately post-test, were gradually eliminated. During
the final test, the differences between the levels of locomotor activity between the
two apomorphine groups immediately post-test were partially restored, which is an
indicator of spontaneous recovery. For Experiment 2 The effects on locomotor
activity over 5 days of apomorphine treatment were measured. Such effects were
induced by low inhibitory doses acting on auto-receptor (0.05 mg / kg) and high
postsynaptic doses (2.0 mg / kg). There were three sets of four groups and each set
consisted of two vehicle groups and two apomorphine groups (APO -0.05 / APO-
2.0). The sets differed in relation to the time at which the treatments were
administered. One set received the treatment immediately before the session in the
new experimental environment (pre-test), another immediately after exposure to the
new experimental environment (I-post-test) and the third set received the treatment
15 min. after the session in the experimental environment (15 -post-test). Each
experimental session lasted 5 min. During the first 5 days of Experiment 2 (induction
phase), repeated pre-test and post-test apomorphine treatments induced locomotor
sensitization. Low-dose apomorphine treatments, which occurred both in the pre-
test and in the I-post-test, progressively reduced locomotion while the pre and I-
post-test high dose treatments progressively increased locomotion. In order to have
greater control over the possible non-associative effects of apomorphine, the same
treatments were administered 15 minutes after the test in the experimental
environment (15'-post-test). The locomotion results obtained for this group were
equivalent to those found for vehicle groups. In the subsequent conditioning test,
both the pre-and I-post-test apomorphine groups at low dose showed a conditioned
behavioral inhibition while the high dose apomorphine pre and I-post-test
apomorphine groups showed conditioned behavioral stimulation. It is suggested,
therefore, that both pre and post-test drug treatments induce effects by similar
mechanisms in the consolidation processes since the low inhibitory dose of
apomorphine decreased the degree of salience and incentive related to the
association with the new environment and thus decreased the behavioral response.
Conversely, treatment with apomorphine at high dose (excitatory) increased the
salience and incentive value of the environmental association and potentiated the

behavioral response. The findings of the current study are consistent with the



principles of Pavlovian conditioning, and may be suggested to represent drug-
induced trace conditioning.

Keywords: Conditioning; new environment; memory consolidation; behavioral

sensitization; apomorphine; spontaneous recovery; extinction; post-test.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et ettt e e ee e 01
2. REVISAO DE LITERATURA .....cooiieteeeeee et n s 06
2.1. CONSOLIDACAO DA MEMORIA E EXTINCAO .....ccovevevivereene 06

2.1.1. A CLASSIFICACAO DAMEMORIA .......c.coooveviireeeersenns 06

2.1.2. AS FASES DA MEMORIA.......ccoovieieeeiee e 07

2.1.3. O ESTUDO DA MEMORIA ....cocviveeeieeeeeeeeeeeeeeeeene 09

2.1.4. O PROCESSO DE EXTINCAO ......cooviveeieeeeeeeeeeeeeeeenne 10

2.2. HABITUACAO E O FATOR DA NOVIDADE.........ccccooioiiiieeiereiaeenn, 12

2.3. CONDICIONAMENTO PAVLOVIANO .......ccooverieiieces e, 15

2.4. SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL ....cocviviveeeeeceeieeeeer e, 20

2.5. SISTEMA DOPAMINERGICO ......ocooveveeeeieceeeeeeeeeee e, 22

2.6. APOMORFINA.......ooiiiiiitie et n s, 27

I [0 =] =R 29
4. OBJIETIVOS GERAIS .......coeiiieeieeeeee ettt ea et st 30
4.1, EXPERIMENTO L ..ottt ettt 30

4.2, EXPERIMENTO 2 ...ttt ettt 30

ST 2 LT 0 1T 31

5.1. PRIMEIRO CAPITULO: The acquisition, extinction and spontaneous
recovery of Pavlovian drug conditioning induced by post-trial dopaminergic
stimulation/inhibition, publicado na revista “Pharmacology, Biochemistry and
BehaVvior . 31
5.2. SEGUNDO CAPITULO: Repeated pre-trial and post-trial low and high
dose apomorphine treatments induce comparable inhibitory/excitatory

sensitization and conditioned drug effects.” ..., 38
6. DISCUSSAO GERAL .....cviveieceececee ettt 69
7. CONCLUSAO. ..ottt 76

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 77



1. INTRODUCAO

A dependéncia quimica pode ser definida como uma doenca inserida no
contexto da aprendizagem, sem cura, de carater crénico e progressivo devido a
propensdo permanente de haver recaida dentre os individuos dependentes. O
Manual Estatistico e Diagnéstico (DSM-1V) da Associacdo de Psiquiatria
Americana (APA) e a Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10)
reconhecem como dependente quimico aquele individuo que apresente:
dificuldade em controlar o consumo da substancia psicoativa, persisténcia no
uso da mesma a despeito de suas consequéncias nocivas e suprimento das
demais atividades devido a motivagao elevada para o consumo da substancia
em questdo. Estima-se que 90% dos usuarios apresentem o fenbmeno da
recaida no primeiro ano de tratamento, tornando-o dificil e demorado (MILTON;
EVERITT, 2012). Uma caracteristica comum partilhada pelas substancias de
abuso é a ativacdo do sistema dopaminérgico no sistema nervoso central. De
maior importancia para o desenvolvimento da dependéncia € a capacidade que
essas substancias possuem de transformar um estimulo contextual contiguo em
estimulo condicionado e de incentivo responsaveis por motivar e manter

comportamentos de dependéncia.

A administracdo repetida de psicoestimulantes produz sensibilizacéo
comportamental e também condicionamento. Ambos 0s processos estédo
envolvidos na potencializacdo dos efeitos da droga. Tais caracteristicas
inerentes as substancias psicoestimulantes sao geralmente atribuidas a
capacidade que as mesmas possuem de ativar o sistema dopaminérgico. Assim,
a associacao da ativacao dopaminérgica as pistas contextuais pode transformar
o estimulo associado em um estimulo condicionado (EC) e de incentivo, o que
acaba por promover ainda mais o comportamento de busca pela droga
(ROBINSON; BERRIDGE, 1993; BENINGER; MILLER, 1998). A associacao de
um efeito produzido por uma substancia de abuso com um ambiente especifico
consiste na matriz essencial em um protocolo experimental de condicionamento
Pavloviano induzido por drogas, no qual as pistas/dicas contextuais adquirem

propriedades de estimulo condicionado, de forma que uma futura exposi¢éo ao



mesmo ambiente é suficiente para evocar uma resposta condicionada mesmo
sem a aplicacao da droga.

Os efeitos do condicionamento relacionado ao uso de drogas possuem
caracteristicas amplamente reconhecidas. Tal processo pode ser induzido por
uma variedade de substancias de acao central e fora extensivamente estudado
usando drogas com potencial de abuso. A ativacdo locomotora induzida por
drogas psicoestimulantes tem sido demonstrada em numerosos relatos como um
protocolo confidvel para induzir respostas condicionadas ao uso da substancia
em questdo (BENINGER, 1983; BENINGER e HERZ, 1986; BOROWSKY e
KUHN, 1991; MAZURSKI e BENINGER, 1991; FONTANA et al., 1993;
HEIDBREDER e SHIPPENBERG, 1994; MATTINGLY et al., 1994; CAREY e
GUI, 1998; BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a; BRAGA et al., 2009b; DE
MATOS et al., 2010; DIAS et al., 2010; FILIP et al., 2010).

Tipicamente, nesses estudos, 0 medicamento psicoestimulante é
administrado e o animal € colocado em um ambiente de teste (protocolo de
condicionamento Pavloviano de atraso) ao qual ja fora previamente habituado,
de modo que o inicio do efeito do medicamento esteja associado aos estimulos
do ambiente de teste. Esta bem estabelecido na literatura cientifica que, drogas
como anfetamina, cocaina e apomorfina Ssdo potentes agonistas
dopaminérgicos. Presume-se, portanto, gue essa Intensa ativacao
dopaminérgica seja responsavel pela estimulacdo locomotora além de incentivar
a associacdo com estimulos contextuais, de modo que a exposicao
subsequente, sem a utilizacdo de qualquer medicamento, ao contexto em
questdo desencadeie efeitos semelhantes a acdo dopaminérgica. De fato,
numerosos estudos mostraram que aumentos ou diminuicbes na atividade
dopaminérgica, podem ter efeitos importantes sobre a aprendizagem e a
memoria aumentando ou diminuindo os valores de recompensa e de incentivo
dos estimulos associados (BENINGER, 1991; BANASIKOWSKI e BENINGER,
2012).

O condicionamento pavloviano também pode se desenvolver mesmo com
uma descontinuidade ou lacuna temporaria entre o término de um estimulo
condicionado (EC) e o inicio de um estimulo incondicionado (EIl). No protocolo
de condicionamento Pavloviano de traco o intervalo entre as apresentacdes do

EC e EIl, necessariamente, € breve, na ordem de poucos segundos (PAVLOV,



1927, 1928). O desenvolvimento desse tipo de condicionamento esta
diretamente relacionado as atividades em algumas estruturas do sistema
nervoso central (SNC), como, o hipocampo e o cortex frontal (WEISS et al.,
1999). Embora o protocolo de condicionamento de traco associado a droga tenha
sido pouco explorado, fora recentemente demonstrado, em trabalhos do nosso
laboratorio (DE MELLO BASTOS et al.,, 2014; SANTOS et al., 2015), que a
administracdo do agonista dopaminérgico apomorfina (APO) imediatamente
apos a remocdo do animal do ambiente de teste (arena experimental), pode
modificar o comportamento em uma subsequente exposicdo ao mesmo
ambiente sem qualquer manipulacdo farmacoldgica. Esses achados sugerem,
portanto, que a droga pode induzir ao comportamento condicionado através do
protocolo de condicionamento de trago.

A apomorfina, que é um agonista de acao direta sobre os receptores
dopaminérgicos D1 e D2, é de particular interesse no que se refere ao estudo do
papel da dopamina no desenvolvimento de condicionamento e sensibilizacao
induzidos por droga, uma vez que esse farmaco possui efeitos pronunciados
porem opostos sobre a neurotransmissao dopaminérgica dependendo da dose
utilizada. Com dose baixa em ratos (<0,1 mg / kg), a apomorfina pode induzir a
uma inibicdo profunda da atividade locomotora, provavelmente devido a
estimulacao preferencial sobre auto-receptores dopaminérgicos, o que, diminui
a atividade desse neurotransmissor no cérebro (AGHAJANIAN e BUNNEY,
1973; DI CHIARA et al., 1977; MISSALE et al.,1998). Em doses mais elevadas
(> 0,5 mg / kg), a apomorfina estimula, preferencialmente, os receptores
dopaminérgicos pos-sinapticos atuando como um potente estimulante
comportamental prosuzindo hiper-locomocdo em ratos (MATTINGLY et al.,
1988a; MATTINGLY et al., 1988b; ROWLETT et al., 1997).

O primeiro experimento realizado ao longo do presente trabalho, tece
como objetivo avaliar se esses efeitos, produzidos apés o teste, da apomorfina
sdo consistentes com os efeitos descritos por Pavlov nos protocolos de
condicionamento induzido por drogas. Como primeiro passo nesse processo, €
importante determinar se os efeitos obtidos através da aplicacdo imediata de
apomorfina ap6s o teste no ambiente experimental sofrem o processo de
extincdo quando os tratamentos farmacologicos sdo retirados. Apds a extingéo,

sera importante avaliar, se depois de um intervalo sem qualquer manipulacao



experimental, uma subsequente exposi¢do as pistas contextuais resultara em
uma recuperacdo espontanea parcial da resposta previamente condicionada.
Tais determinacfes sdo de suma importancia uma vez que 0S processos de
extingdo e recuperagdo espontanea consistem em caracteristicas tipicas do
condicionamento pavloviano.

No presente estudo, ao longo do Experimento 1, foi utilizada uma
exposicao breve de 5 min, a um novo ambiente teste (ao qual os ratos nao foram
previamente habituados) que funcionou como um estimulo condicionado
contextual (EC). Subsequentemente foi administrada apomorfina nas doses de
2,0 mg/kg ou 0,05 mg/kg, imediatamente ap0s o teste na arena experimental,
para induzir os efeitos de uma resposta condicionada. Os tratamentos com doses
elevadas e baixas desse farmaco, foram utilizados com intuito de gerar respostas
condicionadas opostas. E principalmente, objetivou-se determinar se as
respostas condicionadas estimulatérias e inibitérias sofreram padrdes similares
de aquisicdo, extincdo e recuperacado espontanea.

Recentemente, foi demonstrado pelo grupo do nosso laboratério, que
tanto os tratamentos com baixas doses quanto com altas doses de apomorfina,
administrados imediatamente apds uma breve exposicdo a um novo ambiente,
podem induzir hipo e hiperatividade condicionadas respectivamente (SANTOS
et al.,, 2015; 2017). Na medida em que os tratamentos que induziram
efetivamente o condicionamento foram aqueles administrados imediatamente
apos o teste, isto €, que ocorreram durante o periodo de consolidacdo da
memoria, sugere-se que os efeitos dopaminérgicos, induzidos pela apomorfina,
modularam o viés de saliéncia / incentivo da experiéncia consolidada. E de suma
importancia ressaltar que, no protocolo convencional de indugdo do
condicionamento farmacologico (protocolo de condicionamento de atraso), os
efeitos das drogas sé@o experimentados durante a exposicdo no ambiente de
teste, entretanto, este ndo € o caso para o condicionamento que ocorre induzido
por tratamentos farmacoldgicos no protocolo de traco. Neste caso especifico, as
respostas induzidas pelo medicamento ndo sdo experimentadas durante a
exposicdo ao ambiente de teste. O Experimento 2 do atual trabalho fora
idealizado para averiguar se estes sdo dois tipos distintos de condicionamento
ou se ambos representam efeitos sobre a atividade dopaminérgica durante o

processo de consolidagao.



Um tratamento dopaminérgico administrado antes da subsequente
exposicdo a um ambiente de teste, pode evocar alteracbes nas respostas
comportamentais emitidas no ambiente, mas também deve-se atentar para o fato
de que o estado alterado, provocado pelo farmaco, persiste apds o teste e,
portanto, pode afetar a consolidacdo da experiéncia (DUNCAN, 1948). Em
consonancia com esta consideracdo, é possivel que ambos os tratamentos
medicamentosos, que ocorrem antes ou apos o teste no ambiente experimental,
induzam efeitos por mecanismos similares nos processos de consolidagéo e,
assim, produzam niveis semelhantes de condicionamento. Para abordar
experimentalmente essa possibilidade, o Experimento 2, usou um protocolo
anico de condicionamento pavloviano associado / ndo associado com grupos
que receberam seus tratamentos farmacolégicos antes da exposi¢do na arena
experimental (pré-teste), e grupos que receberam seus tratamentos
farmacoldgicos apos a experiéncia na arena (pos-teste).

O presente trabalho busca uma maior compreensdo a respeito do
processo de condicionamento induzido por um protocolo no qual, o estimulo
incondicionado (farmaco) € administrado apds o término da apresentacdo do
estimulo condicionado (arena experimental). O maior entendimento sobre os
mecanismos envolvidos com esse tipo de aprendizagem associativa, €
fundamental para a compreensdo da génese e manutencdo da propria

dependéncia quimica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consolidacdo da memaria e extin¢ao

2.1.1. A classificagdo da memoria

O termo memoéria pode ser definido como o processo de aquisicao,
formacao, conservacdo e evocacdo de informagbes (IZQUIERDO, 2011). O
processo de aquisicdo também é conhecido como aprendizado. Novos
aprendizados podem ser armazenados de forma permanente e posteriormente
serem utilizados nos momentos em que 0 organismo requeira. A memaria é uma
caracteristica biolégica comum entre todas as espécies de seres vivos, no
entanto, o conteldo da mesma depende inteiramente das experiéncias
vivenciadas por cada ser (ORDONEZ, 2012). A memodria é um mecanismo que
faz parte de um processo evolutivo que, por sua vez, permite aos animais
adquirir, reter e evocar diversos tipos de informacdes, conferindo assim
vantagens adaptativas na medida em que, os individuos tornam-se capazes de
comparar experiencias prévias com situacfes presentes e, portanto, avaliar qual
seria 0 melhor comportamento para ser expressado. O fenémeno da
aprendizagem é responsavel por transformar experiéncias em memorias e,
portanto, € o processo pelo qual os humanos e outros animais adquirem
conhecimento (KANDEL et al., 2000).

A memoria pode ser classificada de acordo com o seu tempo de duracao
ou de acordo com seu conteudo (IZQUIERDO, 2011). Segundo o critério
temporal, as memorias de trabalho sdo aquelas cujas informacdes ficam
disponiveis por periodos muito curtos, na ordem de segundos ou minutos. Ja as
memorias de curta duracdo consistem naquelas cujas informacdes persistem por
um periodo um pouco mais longo, na ordem de minutos ou horas. Aquelas
informacdes disponiveis por grandes periodos de tempo, como dias, anos ou
décadas, sao definidas como memorias de longa duragéo (NADEL et al., 2000).
Segundo o critério de conteido, memadrias declarativas ou explicitas sdo aquelas
associadas a eventos ou conhecimento que, por sua vez, podem ser
conscientemente evocadas. Memorias episodicas registram fatos e as que

registram conhecimento sdo as memorias semanticas. No caso de animais nao



humanos, cujas informacgdes ndo podem ser verbalizadas, existem diferentes
metodologias para avaliar a existéncia da memaoria, como por exemplo, modelos
de memodria episddicas em ratos (BABB e CRYSTAL, 2006; CRYSTAL, 2009).

E importante ressaltar que as memarias implicitas ou ndo declarativas,
sdo manifestadas por meio de comportamentos motores, para esse tipo de
memoria ndo se faz necessario que haja um processo consciente de evocacao.
As memorias nao declarativas referem-se aos habitos, processos de
aprendizagem associativa como o condicionamento pavloviano, e também a
processos que envolvem aprendizagem ndo associativa como a prépria
habituacdo (ORDONEZ, 2012).

2.1.2. As fases da memoria

A formacdo de uma memoria pode passar por 3 fases iniciais divididas
em aquisicdo, consolidacao (armazenamento) e evocacao (IZQUIERDO, 2011).
O periodo de tempo entre a percepcao de um dado estimulo e 0 momento no
qual esse estimulo é codificado em alguma forma de memoéria peculiar, é
denominado aquisicdo. (KENTROS et al, 2004). ApGs o processo de aquisicao,
a informacédo é armazenada no sistema de memoria de curto prazo, entretanto,
para que perdure deve ser armazenada no sistema de memoria estavel ou de
longa duracdo, sendo assim consolidada. Portanto, pode-se dizer que a
consolidacéo é o processo pelo qual uma informacéo adquirida é estabilizada
para poder ser armazenada como memoria de longa duracdo (DUDAI, 2004). E
importante ressaltar que enquanto as memorias estdo sendo consolidadas,
encontram-se em um estado |abil, sendo assim um processo vulneravel a
interferéncias tanto farmacolégicas quanto comportamentais (LATTAL et al.,
2006; GLASER et al., 2010). A consolidacdo, portanto, pode também ser
modulada por fatores enddgenos ou neuro-humorais, como o nivel de estresse
(MC GAUGH, 2006; ROOZENDAAL et al., 2009). O tempo transcorrido entre a
aguisicao de uma memoria e seu armazenamento ou estabilizacdo € conhecido
como “janela de consolidaco”. E exatamente nesse momento em que se pode
fazer o maior nUmero de analises sobre os mecanismos envolvidos na formacao
de memorias (WALLESTEIN et al., 2002; FULTON et al., 2005; KLANN e
SWEATT, 2008).



Como produto de um novo aprendizado, uma memdria previamente
consolidada pode ser extinta. E de extrema importancia entender que o processo
de extincdo ndo é o mesmo que esquecimento natural, em contrapartida, refere-
se a uma inibicdo temporaria da memoria original devido a aquisi¢cao e expressao
de um aprendizado mais recente (THOMPSOM, 1976; BOUTON, 1993). Dois
processos paralelos podem ocorrer durante a evocacdo de uma memoria
previamente consolidada. Quando a evocacgao é prolongada em auséncia das
contingéncias aprendidas, como citado anteriormente, a memoria pode ser
extinta (HARRIS et al., 2000). Portanto, a extincdo nada mais € do que um
processo de aquisicdo de uma nova memoria que, por sua vez, pode inibir a
evocacdo da primeira (MORGAN et al., 2003). A memdéria obtida durante a
extingdo normalmente coexiste com a memoria original e a forma mais classica
de observar esse fato € através do fendmeno denominado “recuperacdo
espontanea”. Tal fenbmeno ocorre quando, alguns dias apds a extincdo a
memoria do primeiro aprendizado se expressa nhovamente devido,
principalmente, a uma reexposicao as contingéncias aprendidas (QUIRK, 2000).

Por fim existe ainda o processo de reconsolidacdo da memoria,
associado as exposicfes de curta duracdo aos estimulos aprendidos. A
reconsolidacao constitui na desestabilizacdo da memoria apds sua reativacao, o
que é responsavel por tornar uma memdaria previamente consolidada novamente
labil e, portanto, mais uma vez vulneravel a interferéncias (NADER e
EINARSSON, 2010). Os mecanismos envolvidos na reconsolidacdo seriam
bastante semelhantes aqueles envolvidos no processo de consolidacao
(ALBERINE, 2005).

Uma questdo metodoldgica de suma importancia para o processo de
reconsolidacdo é saber quando a reativacdo, geralmente induzida através da
apresentacdo de um estimulo condicionado (EC), como, por exemplo, um
determinado contexto ambiental, permitiria que a memoéria de fato entrasse em
um processo de reconsolidacdo e ndo em um processo de extincdo (INDA et
al.,2011). Essa distingdo é relevante para determinar quando um tratamento
farmacoldgico pode estar afetando o trago original da memaria ou um novo traco
paralelo produzido pela extingdo. Experimentos farmacologicos mais
importantes que visaram esclarecer as diferencas entre esses dois processos,

foram conduzidos utilizando-se o método de infusdo local ou sistémica de



inibidores da sintese proteica (SUZUKI et al., 2004). Contrariamente ao processo
de extincdo, os tratamentos aplicados durante o processo de reconsolidacéo
promovem um efeito amnésico persistente, portanto, a memdéria prévia nao é
capaz de sofrer o fendbmeno da recuperagédo espontanea, podendo-se concluir,
neste caso, que a modificacdo de fato ocorrera sobre o tragco de memaria original
(DUVARSI e NADER, 2004).

E de suma importancia esclarecer que as diferentes fases da memoria
ndo sdo lineares, portanto, uma fase ndo é pré-requisito para outra. Uma
memoéria de curta duragdo ndo necessariamente serd futuramente armazenada
como uma memoria de longa duracdo, da mesma forma que, uma memoria de
longa duracdo néo precisa ter sido previamente expressa como uma de curta
duracéo (IZQUIERDO et al., 2002).

2.1.3. O estudo da meméria

Historicamente uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo dos
processos envolvidos com a memoria € a farmacologia. A administracao de
agentes farmacologicos ap0s o teste experimental, permitiu o estudo sobre a
influéncia de alguns compostos no processo de consolidacdo de uma tarefa
(IZQUIERDO et al., 1983b). Tal metodologia possibilitou o0 conhecimento de uma
ampla gama de substancias neurotransmissoras, receptores, cascatas
metabdlicas e sistemas moduladores que atuam na consolidacdo. De uma
maneira geral se pode dizer que, as memorias sao adquiridas sob a influéncia
de diferentes estados enddgenos, que por sua vez Sao expressos por niveis de
concentragbes hormonais, ou de substancias neurotransmissoras como a
dopamina, a noradrenalina e a serotonina (IZQUIERDO et al., 1983a). A funcéo
primordial desses moduladores é facilitar o processo de formacédo de memoria.
Portanto, um desequilibrio nesse estado endodgeno poderia acarretar em
mudancas sobre a forma na qual a memoria é consolidada ou em certos casos
até mesmo inibir a sua formacéo (IZQUIERDO et al., 1983b). E interessante
notar que durante eventos emocionalmente importantes, em geral ocorre o
aumento da liberagdo de catecolaminas, como a dopamina e adrenalina por
exemplo (SCHELLING, 2002). Tal fato ndo s6 atua como um facilitador para o

processo de consolidacdo desses eventos, como também pode facilitar a
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evocacdo de outras experiéncias adquiridas sob acdo do mesmo estado
endogeno (ROOZENDAAL, 2002).

2.1.4. O processo de extingédo

A aprendizagem é uma caracteristica fundamental para a sobrevivéncia
de um individuo. Contudo, uma vez adquiridas, as associa¢cdes emocionais nem
sempre sédo expressas. De fato, a regulacdo da expressdo emocional sob as
mais variadas condicbes ambientais é primordial para a saude mental de
qualquer ser vivo. Pode-se afirmar que a forma mais simples de regulacéo
emocional €& decorrente do processo de extincdo, no qual a resposta
condicionada a um determinado estimulo declina quando o reforgador (estimulo
de carater recompensador) esta ausente (KALIVAS e MANJI, 2008).

Em 1927 o processo de extincdo do condicionamento classico ja havia
sido estudado por Pavlov (PAVLOV, 1927). Em seus experimentos pode-se
observar que, uma resposta ja extinta referente a um estimulo condicionado (EC)
com a passagem do tempo, sofria o processo de recuperacdo espontanea. Tal
constatacdo indicava que o mecanismo da extincdo nao era capaz de apagar a
memoria previamente condicionada, entretanto, atuava como uma forma de
inibicdo da mesma (KONORKI, 1967; PAVLOV, 1927). Em subsequentes
estudos foi observado que, as respostas extintas podem retornar por meio de
diferentes métodos, como promocdo de mudancas referentes ao contexto ou
através da reapresentacdao do estimulo incondicionado (EI) (BOUTON, 1993;
RESCORLA e HETH, 1975). Tais descobertas confirmaram que a extincao

consiste de fato em uma nova aprendizagem.

Assim como acontece para o condicionamento € muito provavel que uma
rede de estruturas cerebrais seja responsavel pela formag¢do de uma memoaria
de extingdo. Portanto, a plasticidade relacionada a extingdo em diferentes
estruturas ndo desempenharia funcdes idénticas. Na amigdala, por exemplo, a
plasticidade provavelmente esta relacionada a inibicdo da expressédo do medo,
enquanto que no hipocampo ou no cortex pré-frontal permite que ocorra uma
modulacdo contextual de tal inibicdo (BRUCHEY et al., 2007). O envolvimento

de uma determinada estrutura cerebral ou processo molecular pode ser
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determinado pela fase na qual a aprendizagem de extingdo se encontra. Assim
como ocorre em outros tipos de aprendizagem, a extingdo passa por trés fases:
aguisicao, consolidacdo e recuperacdo (evocacdo). A aquisicdo da extincao
refere-se a aprendizagem inicial que transcorre no momento em que, a resposta
condicionada declina durante as secbes de um protocolo de extingdo. Em
sequéncia vem a fase de consolidacdo, que pode perdurar por horas, na qual
processos moleculares e fisioldégicos sdo responsaveis pela estabilizacdo de
uma memoria de longa duracéo da extingdo. Posteriormente, a apresentacdo do
EC extinto desencadeia a recuperacao ou evocacao da extingao, processo este
evidenciado pelos baixos niveis de resposta condicionada (KALIVAS e MANJI,
2008).

A teoria de que a aprendizagem de extingdo passa por uma fase de
consolidacéao, foi sustentada por dois fatos. Primeiramente fora observado que,
agentes farmacolégicos administrados antes do treinamento de extingdo nao
interferem na aquisicdo da extingdo, entretanto, tornam o animal incapaz de
lembrar de tal aprendizagem em sessOes subsequentes. Posteriormente
observou-se que, tratamentos farmacoldgicos administrados imediatamente
apos o treinamento de extin¢do, durante a fase de consolidacdo em si, fazem
com que o animal seja incapaz de lembrar da extingdo em sessOes
subsequentes. Portanto, processos de consolidacdo estao relacionados com a
ativacdo de cascatas moleculares desencadeadas por eventos induzidos
durante a aquisicdo ou, de maneira mais intrigante, podem estar envolvidos com
a atividade neuronal iniciada durante o periodo “pés-treinamento” responsavel
por fortalecer a memoria de extincdo (ROUTTENBERG e REKART, 2005;
MCGAUGH, 2000).

A recuperacdo ou evocacao da extingdo envolve a expressao de uma
memoria inibitoria altamente especifica para um determinado contexto. Portanto,
espera-se que a recuperagdo de uma memoria de extingéo ative redes inibitérias
presentes principalmente no hipocampo. Entender o processo da
recuperacao/evocacao da extingdo € clinicamente importante, uma vez que, 0
fendbmeno da recaida, presente entre os dependentes quimicos, é causado

justamente pela falha em recuperar uma memoria de extingdo induzida por
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tratamentos baseados em protocolos de extingdo (ROTHBAUM e DAVIS, 2003;
RAUCH et al., 2006).

Os processos de aquisi¢ao, consolidacdo e recuperacao/evocacdo da
memoria de extincdo requerem a interacdo de varias estruturas-chave, incluindo
a amigdala basolateral, o cortex pré-frontal e o hipocampo. E de grande
importancia que sejam identificados os mecanismos envolvidos na regulagéo da
consolidagcdo e na recuperacdo da extingdo. Agentes farmacoldgicos que
facilitam a consolidagdo e recuperacdo/evocacdo da memoria de extingao,
podem servir como adjuvantes a terapia cognitivo-comportamental relacionada
a dependéncia quimica, oferecendo uma nova estratégia de tratamento com
intuito de melhorar o resultado terapéutico (KALIVAS e MANJI, 2008).

2.2. Habituacgéo e o fator da novidade

A habituacdo pode ser considerada como a forma mais elementar de
aprendizagem nao associativa, além de ser a mais difundida dentre todas as
formas de aprendizagem. A capacidade que os animais, incluindo seres
humanos, possuem de ignorar aqueles estimulos que devido a sua repeticdo
perderam o significado ou simplesmente deixaram de ser novidade, ocorre
gracas ao processo de habituacdo. Em seu sentido mais amplo, a habituacédo é
a simples aprendizagem de nao responder a estimulos que tendem a se tornar

insignificantes na vida do animal (THORPE et al.,1963).

Uma exteriorizacdo do processo de habituacdo observada em roedores,
€ a diminuicdo do comportamento exploratério em resposta a exposicao,
continuada e repetitiva, a um ambiente novo (LEUSSIS e BOLIVAR.,2006).
Quando um roedor é colocado em um ambiente experimental desconhecido,
uma arena, por exemplo, comeca a formar uma representacao interna de toda
informacdo que o cerca. Uma vez que esse "mapa” hipocampal esteja
consolidado a exploracdo do ambiente tende a diminuir, podendo assim dizer
gue o roedor se tornou habituado ao ambiente (O'KEEFE e NADEL, 1978 apud
LEUSSIS e BOLIVAR, 2006). O comportamento exploratorio pode ser
mensurado pela mudanca na atividade motora, distancia percorrida por exemplo
(PLATEL e PORSOLT, 1982). Protocolos que envolvem a habituagéo
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comportamental sdo frequentemente utilizados em experimentos que visam
verificar os processos envolvidos na aprendizagem e memoria (PLATEL e
PORSOLT., 1982).

Existem duas formas classicas de se observar o processo de habituacéo
denominadas, habituacéo Inter-sessdo (between session) e intra-sessao (within
session). Na inter-sessdo, a memoria adquirida durante sessdes anteriores em
um determinado ambiente de teste, € verificada quando o roedor, ao longo das
sessdes experimentais, apresenta um declinio na sua locomocé&o. Por outro lado,
pelo processo de habituacao intra-sesséo, o declinio de locomocao é analisado
especificamente durante o periodo pelo qual o animal ficou exposto a um
determinado ambiente experimental em uma Unica sessdo (LEUSSIS e
BOLIVAR, 2006). O processo de habituacao intra-sessé&o, provavelmente possui
um componente de aprendizagem, uma vez que, o roedor explora um dado
ambiente e aprende sobre o0 mesmo, no entanto, neste método ndo ha qualquer
tipo de intervalo de retencdo que poderia modificar ou interferir na memoria do
animal. Por esse motivo 0 processo de habituacao por inter-sessao, no qual o
roedor deve ndo somente aprender sobre 0 ambiente, mas também, reter essa
informacéo, € constantemente considerado melhor indicador dos mecanismos

envolvidos com a aprendizagem e memoria (LEUSSIS e BOLIVAR, 2006).

Eventos novos e inesperados sdo capazes de gerar uma resposta de
orientacdo que desempenha um papel importante em diversas formas de
aprendizagem e memoéria. Tal resposta de orientacdo involuntariamente
"captura" a atencdo e rapidamente, através do processo de habituacéo, ocorre
a familiarizacdo referente aos mesmos eventos. Os estudos de Yamaguchi
(2004), sustentam a visdo de que as regides pré-frontais e hipocampais, estao
envolvidas nos processos de detecc¢do rapida, automatica e consequentemente
na habituacéo a eventos ambientais inesperados, sendo assim, elementos chave

para as respostas de orientagcdo em humanos e animais.

Estimulos novos possuem propriedades recompensadoras (BARDO et al.,
1996; PIERCE et al., 1990). Foi constatado que ratos apresentam uma tendéncia
a permanecer por mais tempo em ambientes novos (HUGHES, 1965) e
interagem preferencialmente com objetos que representam novidade
(BERLYNE, 1950; BEVINS et al., 2002).



14

Afim de esclarecer se a novidade possui um componente de recompensa,
Bevins & Bardo (1999) utilizaram um protocolo de condicionamento por lugar,
gue consiste em uma derivacdo do condicionamento Pavloviano, uma vez que
trabalha com a relacao entre estimulo e resposta, neste caso, 0 acesso a objetos
novos serviu como estimulo. Inicialmente, no experimento conduzido por Bevins
& Bardo (1999), os ratos foram colocados no centro de uma camara com livre
acesso a dois compartimentos distintos afim de que os animais escolhessem
qual dos compartimentos mais lhes agradava. O proximo passo consistiu no
confinamento dos animais, repetidamente, no compartimento com menor
aceitacdo na presenca de um objeto novo (representando o0 estimulo da
novidade). Da mesma forma os ratos também foram confinados no
compartimento de maior aceitacdo, porém, sem a presenca do fator da novidade.
Na ultima fase durante o teste de pds-condicionamento, realizado na auséncia
do objeto, os animais apresentaram aumento significativo na preferéncia pelo
compartimento ao qual o estimulo de novidade havia sido previamente
associado. Neste caso o carater de recompensa produzido pela novidade se
tornou associado ao ambiente ao qual o mesmo foi pareado por repetidas vezes,
levando ao aumento da preferéncia por tais pistas associadas (BEVINS, 2001).

Fora demonstrado que o0 acesso a novidade, utilizando-se 0 mesmo
protocolo de condicionamento por lugar, péde potencializar o efeito produzido
pela aplicacdo intravenosa de cocaina (agonista dopaminérgico indireto)
(BEVINS, 2001). Esses achados sugerem uma soma ou simplesmente uma
convergéncia entre os efeitos de recompensa produzidos pela droga e pela
novidade, portanto, pode-se dizer que tais processos possuem relagdo com o
sistema dopaminérgico (BEVINS et al., 2002; BESHEER et al., 1999).

Ja fora observado que, a exposicdo a um novo ambiente é capaz de
ativar as vias dopaminérgicas mesolimbica e mesocortical no sistema nervoso
central que, por sua vez, estdo diretamente envolvidas com os mecanismos de
recompensa e motivacdo (LEGAULT e WISE, 2001). Em outros estudos
constatou-se que os efeitos excitatérios agudos provocados pela cocaina, séo
expressos em ambientes experimentais que representem novidade, entretanto,
0 mesmo nao acontece em ambientes experimentais com 0s quais 0s sujeitos

estejam previamente habituados (CAREY et al., 2005).
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Em um estudo recente foi possivel obter uma resposta condicionada e
sensibilizada de hiperlocomocéo e hipolocomocéo, referentes as doses elevadas
(2,0mg/kg) e baixas (0,05) de apomorfina, através de um protocolo no qual, os
tratamentos farmacol6gicos ocorreram imediatamente ap0s a exposi¢cdo do
animal ao ambiente experimental onde permaneciam por breves periodos de 5
minutos (SANTOS et al., 2015). Essa exposicdo breve a um ambiente totalmente
novo foi capaz de promover uma intensa ativacdo dopaminérgica responsavel
pela atribuicdo dos valores de incentivo e motivagao (traduzida em atividade
locomotora) possibilitando dessa forma que, 0s tracos sensoriais e motores
fossem associados aos efeitos dos tratamentos com apomorfina administrados

apos o fim da exposicéo a arena experimental.

2.3. Condicionamento Pavloviano

O condicionamento consiste num modelo de aprendizagem associativa
podendo ser definido como, um processo de modificagcdo comportamental dos
individuos resultante de suas interacdes com o ambiente (BEAVER, 2001). No
inicio do século XX o fisiologista russo lvan Petrovick Pavlov descreveu o
processo de condicionamento induzido por drogas. Desde entdo foi postulado
gue a associagao entre os efeitos produzidos por uma determinada droga e o
ambiente, no qual tais efeitos sdo experimentados, consiste num modelo de
condicionamento farmacolégico (PAVLOV, 1927).

Em um de seus experimentos mais consagrados, Pavlov, emitia um som
dois a trés minutos apos ter administrado, por via subcutanea, o farmaco
apomorfina em caes e os efeitos observados eram sialorreia, inquietacéo e
ocasionalmente émese. O som representa um estimulo neutro ou inespecifico
(EN), uma vez que 0 mesmo ndo evoca qualquer tipo de resposta especifica. A
apomorfina por sua vez foi classificada como um estimulo incondicionado (El),
isto €, aquele que produzird uma mesma resposta em todos os organismos de
uma determinada espécie independente de qualquer tipo de condicionamento.
As respostas ao estimulo incondicionado (APO), como salivacao, inquietacao e
émese, foram denominadas respostas incondicionadas (RI) (PAVLOV, 1927).

Apés subsequentes associacbes entre o som emitido (EN) e a

administracdo de APO (ElI), p6de ser constatado por Pavlov que apenas com a
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exposicdo sonora ja se obtinham os efeitos produzidos pelo farmaco. Devido a
este fato, 0 som passou a ser denominado estimulo condicionado (EC), uma vez
gue este por si s6 foi capaz de produzir as mesmas respostas observadas com
a administracéo do estimulo incondicionado. A respostas resultante do estimulo
aprendido foi chamada de resposta condicionada (RC). Pode-se por fim concluir,
gue quando um farmaco é administrado de maneira repetitiva em um ambiente
especifico, o estimulo ambiental, através de seu histérico de associacdo com a
exposi¢do ao farmaco, promovera a expressdo seletiva de ambos os efeitos
comportamentais e bioquimicos do mesmo (PAVLOV,1927; MOREM e
MEDEIRQOS, 2007).

Os protocolos de condicionamento induzido por drogas, s&o
extremamente importantes na identificagdo dos substratos neurais envolvidos
em processos complexos como o da aprendizagem e da memoria. Tal fato é
confirmado pela resposta (RC), expressa diante de um estimulo ambiental (EC),
similar & resposta incondicionada, que por sua vez, € desencadeada pela
administracéo de um farmaco (El). conclui-se entdo, que a simples apresentacao
do estimulo condicionado é capaz de desencadear o0 processo de evocacgao de
uma resposta armazenada na memoria (DAMIANOPOULOS e CAREY, 1992).
Substancias de abuso como a cocaina, anfetamina e apomorfina, agonistas
dopaminérgicos indiretos e direto, sdo amplamente utilizadas na inducédo de
diversos modelos comportamentais em animais. Os resultados obtidos séo
frequentemente avaliados de acordo com o aumento ou ndo da locomocao do
modelo experimental em questdo (FEIFEL et al., 2002).

Em experimentos que seguem o protocolo classico de condicionamento
pavloviano, a apomorfina tem sido o farmaco de escolha na indugdo de respostas
comportamentais condicionadas e sensibilizadas (BARDO e BEVINS, 2000;
WEERTS et al., 2007; BRAGA et al., 2009). Os resultados de uma administracao
repetitiva de agonistas dopaminérgicos, associada a um contexto ambiental,
consistem em um modelo de condicionamento classico de ativacao locomotora.
Tal ativacdo locomotora pode ser posteriormente induzida apenas pela
administracdo de uma substancia biolégicamente inerte (solugcdo salina) no
mesmo contexto ambiental (MATTINGLY e GOTSICK, 1989).

Em um estudo de Braga e colaboradores (2009), trés doses diferentes de
apomorfina, agonista dopaminérgico D1 e D2, foram utilizadas respeitando o
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protocolo de condicionamento Pavloviano: 0,05 mg/kg (auto receptor), 0,5 e
2,0mg/kg (pbs-sinaptica). Na fase de aquisi¢cdo ou inducao ao condicionamento,
0s ratos receberam, ao longo de 5 dias consecutivos, os tratamentos com
apomorfina associados ou ndo associados a um ambiente externo especifico. A
fase seguinte consistia num teste de condicionamento no qual os animais
recebiam apenas soro fisiologico. Por fim um dltimo teste no qual os ratos
recebiam apomorfina (teste de sensibilizacdo). A locomocéao foi mensurada por
30 minutos. Durante a fase de aquisicdo, os tratamentos que receberam
apomorfina em doses baixas (0,05mg/kg) associadas ao ambiente externo,
tiveram um decréscimo na locomocéo enquanto que aqueles tratamentos que
receberam doses elevadas, associadas ao meio externo, apresentaram
hiperlocomocé&o. O tratamento com a dose de apomorfina 0,05mg/kg associada
ao meio externo, nao foi capaz de induzir ao condicionamento mas sim a uma
sensibilizacdo locomotora inibitoria, ao passo que os tratamentos com doses
mais elevadas (0,5 e 2,0mg/kg), provocaram uma resposta locomotora tanto
condicionada quanto sensibilizada (BRAGA et al., 2009; DIAS et al., 2010)

O aumento da concentracdo de dopamina na via mesolimbica, via essa
consagrada por sua importante funcdo no circuito de prazer e recompensa
cerebral, € um medidor no que se refere a expressdo de comportamentos
locomotores induzidos por agonistas dopaminérgicos. (KELLY etal.,1975; CARR
e WHITE, 1987; SWERDLOW et al., 1990). Estudos mais recentes demonstram
que, o nucleo acumbbens, uma das estruturas cerebrais com estreita relacdo
com a via dopaminérgica mesolimbica, possui papel importante dentro do
circuito neural responsavel pela regulacdo da expressdo das respostas
condicionadas a estimulos relacionados a drogas psicoestimulantes (FRANKLIN
e DURHAN, 2002; DELAMATER, 2012).

Existem duas formas distintas dos EC e EI serem pareados no
condicionamento classico ou pavloviano. A forma frequentemente utilizada
experimentalmente, € aquela na qual, ocorre uma sobreposi¢cao entre os El e
EC, este protocolo recebe o nome de condicionamento de atraso. Em
contrapartida foi demonstrado por Pavlov, que o processo de condicionamento
também ocorre quando a exposicdo ao EC precede e termina antes do inicio do
El, este protocolo recebeu o nome de condicionamento de trago.

Necessariamente, o intervalo entre o EC e o EI precisa ser breve para que o
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condicionamento de tragco seja induzido em um protocolo pavloviano
(PAVLOV,1927; PAVLOV,1928).

Em experimentos envolvendo o condicionamento induzido por drogas
psicoestimulantes o protocolo de atraso no qual, a droga ou El € administrada
antes da apresentacdo dos animais ao ambiente experimental, que serve como
um EC contextual, difere um pouco do protocolo tradicionalmente utilizado por
Pavlov, uma vez que no ultimo, o EC é restrito a apenas um sistema sensorial
(auditivo, visual ou tétil) e, portanto, pontualmente pareado com o EI (HOLLAMD,
1992). No protocolo de atraso os efeitos psicoestimulantes da droga ocorrem
concomitantemente com o EC, isto €, durante a apresentacdo do animal ao
ambiente de teste, transformando o contexto ambiental em um potente complexo
de estimulos associados ao El (CAREY et al.,2014).

Quando ja existe um condicionamento induzido por doses elevadas de
apomorfina (2,0mg/kg), administradas antes do ambiente teste (protocolo de
condicionamento de atraso) e subsequentes tratamentos sdo administrados
imediatamente ap0s uma exposicdo de 5 minutos ao ambiente experimental
(protocolo de condicionamento de trago), pOde-se observar um aumento
significativo da resposta previamente condicionada de hiperlocomocéao
(CARRERA et al., 2012). Em contrapartida se no lugar do protocolo de
condicionamento de traco for utilizado um protocolo de condicionamento de
atraso, a resposta de hiperlocomocédo previamente condicionada nao é
aumentada (MARCOS et al.,2014).

Em outros estudos do nosso laboratério observou-se que a hipoatividade
produzida pela dose baixa de apomorfina (0,05 mg/kg), pode ser condicionada
desde que se utilize um protocolo no qual os tratamentos sejam administrados
imediatamente apds a sessao experimental em um determinado ambiente, no
qual os animais ja tenham sido previamente condicionados com uma dose
elevada de apomorfina (2,0 mg/kg). O tratamento com apomorfina em doses
baixas foi ineficaz em animais n&o condicionados previamente (CARRERA et al.,
2012). Neste caso a eficacia do blogueio da resposta condicionada utilizando-se
uma dose baixa de apomorfina administrada imediatamente apds o teste na
arena foi atribuida ao processo de reconsolidacdo do traco mnemonico da
resposta condicionada. Enquanto uma modificagdo do traco mnemonico pela

reconsolidacdo da memaria ndo pode ser descartada, outra possibilidade € que
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tais resultados também representem um condicionamento de traco, uma vez que
a administracdo de um tratamento apos o término do EC, consiste em um
protocolo de condicionamento Pavloviano de traco.

Em protocolos tipicos do condicionamento de traco, o EC € um estimulo
sensorial pontual e o intervalo entre o término do EC e o inicio do El é breve,
tendo a duracdo de poucos segundos. Uma breve exposicdo as pistas
contextuais, € capaz de evocar um estimulo ou resposta (devido a ativacéo
dopaminérgica induzida pela novidade) que persista por tempo suficiente para
que se torne associado ao tratamento farmacoldgico administrado apds a sesséo
experimental (CARRERA et al., 2012). Em consonancia com essa observacao,
os resultados de um estudo recente demonstraram que, de fato, uma exposicao
breve a um ambiente novo foi capaz de promover uma intensa excitacao
sensorial e motora, possibilitando assim, sua associagdo com os efeitos dos
tratamentos de apomorfina administrados imediatamente apés o fim da
exposicdo a arena experimental (SANTOS et al, 2015). Neste caso
especificamente, ndo houve qualquer aprendizagem prévia, ou seja, a primeira
exposi¢do dos animais ao complexo de estimulos ocorrera justamente durante a
fase de inducdo com tratamentos administrados imediatamente aps o ambiente
de teste. Por esse motivo, h& fortes indicios de que tais resultados ndo sejam
decorrentes de um efeito sobre a reconsolidagdo da memodria, mas sim,
provavelmente reflitam um efeito obtido durante a consolidacdo do processo de
associacao entre os estimulos contextuais e farmacolégicos.

Pode-se afirmar que o protocolo no qual os tratamentos sdo administrados
imediatamente ap6s o contexto ambiental, traz consigo mecanismos adicionais
para a compreensao do processo de condicionamento. Tal afirmacdo deve-se a
constatacdo de que, tanto uma resposta condicionada quanto sensibilizada a
droga pode ser aumentada, através de um protocolo de condicionamento de
traco, mesmo apos niveis assintéticos de condicionamento terem sido atingidos
utilizando-se o condicionamento de atraso (CAREY et al.,2014).

O processo de condicionamento de atraso é mediado pelos mecanismos
cerebelares, que estdo ligadas as areas de aprendizagem reflexiva, ao passo
que, o condicionamento de traco envolve estruturas hipocampais e do cértex
frontal, sabidamente associadas aos comportamentos voluntarios. Uma vez feita

tal constatacdo, sugere-se que, 0 surgimento de associacdes potentes com a



20

substancia de abuso, responsaveis por aumentar e impulsionar o
comportamento de busca e promover dessa forma a dependéncia, tem inicio no
condicionamento de atraso e subsequentemente sdo amplificadas e conduzidas
a funcdes cerebrais superiores pelo condicionamento de traco (CAREY et
al.,2014).

Estimulos condicionados situacionais podem agir como gatilhos, que
iniciam no paciente dependente um desejo intenso pela droga (drug craving),
mesmo durante periodos de abstinéncia. Esses efeitos associativos s&o
considerados 0s maiores obstaculos para o tratamento da dependéncia
produzida pelas drogas psicoestimulantes. De fato, pacientes dependentes
guimicos apresentam alta reatividade aqueles estimulos associados aos efeitos
da droga (KAPLAN et al. 2011).

O contexto ambiental é de extrema importancia para o processo de
condicionamento, este ultimo, portanto, pode ser definido como um tipo de
aprendizagem na qual uma mudanca comportamental expressa pelo individuo é
resultado direto de sua interagdo com o ambiente que o cerca. Por fim, o
condicionamento € estabelecido quando os efeitos das substancias psicoativas
sdo associados ao contexto ambiental, tornando as lembrancas adquiridas no
ambiente em questdo associadas ao uso da droga e aos seus efeitos (BEAVER,
2001). Devido ao condicionamento Pavloviano, o contexto ambiental promove
por si s6 um comportamento de busca pela substancia psicoativa, decorrente do
seu histérico de associacdo com o ambiente, mesmo apds longos periodos de
abstinéncia, sendo, por sua vez, um importante contribuinte para a génese e
manutenc¢ao da dependéncia quimica (BADIANI e ROBINSON, 2004; CAPRIOLI
et al., 2007).

2.4. Sensibilizacdo comportamental

A administracdo repetida de substancias psicoestimulantes
frequentemente resulta em um fen6meno denominado tolerancia reversa ou
sensibilizacdo comportamental. Tal fendmeno pode ser caracterizado pelo
aumento progressivo da atividade locomotora induzido pela droga, além do
surgimento de uma hipersensibilidade comportamental duradora mesmo quando

cessada a administracado da substancia em questdo (ROBINSON e BECKER,
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1986; CADOR et al.,, 1995). Em um protocolo de inducdo farmacoldgica, a
sensibilizacdo comportamental é representada pelo aumento da resposta com a
repeticdo exata da mesma dose da droga. Apesar de consistir em uma forma de
aprendizagem néo associativa, reconhecidamente, o contexto ambiental possui
grande influéncia nesse processo (O’BRIEN et al.,1996).

Segundo Berridge e colaboradores (1995), o processo de sensibilizacao
consiste em um fator determinante para o uso abusivo de drogas. O desejo de
buscar determinada droga é um estado de incentivo resultante da liberacéo de
dopamina pelos neurdnios dopaminérgicos que, por sua vez, se encontram
sensibilizados devido a repetida exposicdo aos farmacos psicoestimulantes,
principalmente, em areas mesolimbicas e mesocorticais. Pode-se concluir,
portanto, que aqueles individuos cujos sistemas dopaminérgicos se encontram
sensibilizados sdo mais vulneraveis ao abuso e a dependéncia de drogas.

Nesse contexto a sensibilizacdo é caracterizada por uma resposta
comportamental oposta a que ocorre no processo da tolerancia, processo este
no qual, a mesma dosagem de um determinado farmaco produz efeitos de
resposta cada vez mais brandos e, portanto, para que haja o aumento de
determinada resposta sera necessario elevar a dose da droga. O processo de
sensibilizacdo ¢é facilmente induzido por agonistas dopaminérgicos,
principalmente pelas drogas ditas psicoestimulantes como a cocaina e as
anfetaminas. Tal resposta é expressa pelo aumento da atividade locomotora em
ratos devido a administracdes diarias e em doses fixas de tais drogas. A
sensibilizacdo esta diretamente relacionada com aspectos da vulnerabilidade a
recaida, reforcando a autoadministragido de drogas em ratos. E importante
ressaltar que a apomorfina pode promover, além da hiperlocomocao, o aumento
da estereotipia que no caso dos ratos seriam 0s comportamentos de cheirar,
lamber, roer, defecar e urinar (HYMAN et al., 2006; VALJENT et al., 2006).

Substéncias como anfetamina, alcool, cocaina, opioides, nicotina e
apomorfina sdo capazes de induzir a sensibilizacdo comportamental, que assim
como a dependéncia quimica, pode persistir por meses ou anos mesmo apos a
interrupcdo do tratamento (KARLER et al.,1990; PAULSON et al.,, 1991,
CASTNER e GOLDMAN-RAKIC, 1999; HOPE et al., 2006).

A sensibilizacdo comportamental induzida pela cocaina esta intimamente

relacionada com o aumento dos niveis extracelulares de dopamina no nucleo
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accubens. Este consiste nhum dos principais mecanismos correlacionados com
os efeitos comportamentais e fisioldgigos, que podem ser observados, apos a
administracdo da substancia em questédo (KALIVAS e DUFFY, 1991). O aumento
da concentragdo extracelular de dopamina, promove a ativacdo das vias
dopaminérgicas mesolimbicas e mesocorticais (CANNON; BSEIKRI, 2004),
essas vias, que possuem papel fundamental no sistema de recompensa e prazer
cerebral, originam-se na area tegumentar ventral do mesencéfalo (ATV) e
projetam-se para o estriado ventral e demais regides do sistema limbico, como
0 septo e a amigdala, assim como para diversas areas do cortex pré-frontal
(GRAEFF e GUIMARAES, 1998; LENT, 2001).

O farmaco psicoestimulante apomorfina, que € um agonista
dopaminérgico direto, mimetiza as ac¢Bes da dopamina induzindo a
sensibilizacdo locomotora que pode ser mantida ainda por dezessete dias ap0s
o término do tratamento com a droga. Embora seja aceito que este farmaco
promova um aumento da sensibilidade do receptor ou aumento do numero de
receptores, acredita-se que apds tratamentos crénicos 0s receptores
dopaminérgicos presentes no corpo estriado diminuem em numero ou, pelo
menos, ndo mudam de forma, o que evidencia o importante papel dos fatores
condicionantes sobre a expressdo da sensibilizacdo (MATTINGLY e
GOTTISICK, 1989). O processo da sensibilizacéo esté intimamente relacionado
ao contexto ambiental, devido ao fato de que, durante um tratamento a resposta
obtida pelo aumento da locomocdo é muito maior quando o farmaco €
administrado por repetidas vezes no mesmo ambiente (HYMAN et al., 2006).

O processo de sensibilizacdo, tendo como caracteristica o aumento da
locomocédo em animais, foi evidenciado nos trabalhos realizados por Carey e
colaboradores (2008), nos quais o tratamento com apomorfina na dose elevada
de 2,0mg/kg induziu a hiperlocomocdo, ao passo que, 0 tratamento com

apomorfina em dose baixa inibiu & locomogéao.

2.5. Sistema dopaminérgico

A dopamina é um neurotransmissor da familia das catecolaminas sendo

amplamente conhecida por seus papeis na regulacdo da atividade motora e de
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processos cognitivos, principalmente, na modulacdo das fun¢cdes motivacionais
relacionadas a recompensa, neuroplasticidade e alertar o organismo para
estimulos novos (De OLIVEIRA et al., 2011). Outras fun¢des sdo também
atribuidas a esse neurotransmissor tais como: regulacdo enddécrina, processos
emotivos, modulacdo cardiaca, motilidade gastrointestinal, liberagcdo de
catecolaminas e funcéo renal (GOODMAN e GILMAN, 2006; KATZUNG, 2005;
MISSALE et al., 1998; RANG et al.,, 2001; VOLKOW et al., 2011). Dentre as
principais patologias envolvendo o sistema dopaminérgico estdo a doenca de
Parkinson e a esquizofrenia. Além disso, o sistema dopaminérgico é o principal
alvo dos estudos relacionados a dependéncia quimica em modelos animais
(NESTLER et al., 2001; WOLF, 2002).

Os receptores de dopamina sdo membros da familia de proteinas
receptoras acopladas a proteina G. Sdo conhecidos cinco tipos de receptores
dopaminérgicos divididos em duas familias, D1 e D2. Na familia D1 encontram-
se o0s receptores D1 e D5 ao passo que na familia D2 encontram-se 0s
receptores D2, D3 e D4. Originalmente essa classificacdo deveu-se ao seu efeito
sobre a formacdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Quando os
receptores da familia D1 sdo ativados, leva ao aumento de AMPc, enquanto a
ativacdo de receptores da familia D2 leva a inibicdo da producdo de AMPc
(BERKE e HYMAN, 2000; BERRIDGE e ROBINSON, 1998; HYMAN et al.,
2006).

Os receptores dopaminérgicos podem ainda ser classificados como pré
ou pos-sinapticos. Os pré-sinapticos ou auto receptores pertencem a familia D2
e atuam na regulacéo da liberacao de dopamina para as células pos-sinapticas.
A imensa maioria encontra-se nos dendritos e corpos celulares da substancia
negra e da area tegumental ventral (ATV). Essas estruturas contém neurdnios
dopaminérgicos e sado as principais responsaveis pela producao e liberacéo de
dopamina para as demais estruturas encefélicas. Os receptores pos-sinapticos,
entretanto, podem pertencer as familias D1 e D2 (BERKE e HYMAN, 2000;
HYMAN et al., 2006). Sabe-se que o0s receptores da familia D1 estdo
relacionados com um efeito estimulante através da acdo da enzima adenilato
ciclase (AC), o que propicia a elevacao do AMPc intracelular (BERKE e HYMAN,

2000; HYMAN et al., 2006). Tais receptores sao localizados principalmente no
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sistema limbico, nos nucleos putdmem e accumbens, tdlamo, hipotalamo e no
tubérculo olfatorio (MISSALE et al., 1998). Por sua vez, o receptor D2 tem acao
inibitéria através da inibicdo da atividade da adenilato ciclase, diminuicdo do
influxo de calcio e abertura dos canais de potassio. Estes receptores estdo
localizados principalmente no corpo estriado, nos nucleos caudado, putamem,
na porcao core do accumbens e no tubérculo olfatorio, sendo também presentes
nos cortex pré-frontal, giro cingulado, temporal, amigdala e hipotalamo (BERKE
e HYMAN, 2000; COOPER et al.,, 2003; GOODMAN e GILMAN, 2006;
KATZUNG, 2005; HYMAN et al., 2006; NESTLER et al., 2001).

A estimulacdo farmacolbégica sobre os receptores D2 por agonistas
dopaminérgicos diretos, como a apomorfina, ou indiretos, como cocaina e
anfetaminas, é responsavel pelo aumento da atividade locomotora e do
comportamento estereotipado em ratos (KATZUNG, 2005). No que se refere ao
papel da dopamina na formacao de associacdes entre estimulos e respostas, a
ativacado da hiperlocomocéo, induzida por doses elevadas de apomorfina, pode
ser facilmente condicionada as pistas ambientais associadas (CARRERA et al.,
2012). Em contrapartida, os tratamentos com apomorfina em doses baixas
induzem a um efeito pronunciado de hipoatividade, entretanto, mesmo apos
repetidos pareamentos entre esses efeitos inibitérios da apomorfina com as
pistas ambientais, obedecendo a um protocolo de condicionamento de atraso,
no qual os tratamentos farmacoldgicos El antecedem o teste no ambiente
experimental EC, ndo € produzida uma resposta locomotora inibitoria
condicionada (BRAGA et al., 2009a, 2009b; de MELLO BASTOS et al., 2014).
Essa disparidade é consistente com a importancia da dopamina nos processos
de aprendizagem e memoéria, de modo que, esse comportamento inibitério
manifestado em resposta ao tratamento com doses baixas de apomorfina, é
reflexo da inatividade dopaminérgica quando ambos 0s sistemas sensoriais e
motores estao suprimidos. Esta circunstancia € aparentemente Unica a inducao
de hipoatividade pela apomorfina, uma vez que, quando essa hipoatividade é
induzida por antagonistas pés-sinapticos da dopamina, como o haloperidol, o
condicionamento € observado mesmo quando a supressao locomotora é severa
(BANASIKOWSKI e BENINGER, 2012a, 2012b). Tal diferenca pode estar

relacionada aos efeitos antagbnicos que esses farmacos promovem sobre o0s
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neurbnios dopaminérgicos. Doses baixas de apomorfina estimulam
seletivamente auto receptores dopaminérgicos desligando os neurdnios de
dopamina, ja o antagonismo produzido pelo haloperidol ocorre tanto nos
receptores pas-singpticos quanto em auto receptores e este Ultimo aumenta a
atividade dos neurénios dopaminérgicos (CAREY e DEVEAUGH-GEISS, 1984).

Os receptores dopaminérgicos estdo amplamente distribuidos
principalmente na substancia negra, ATV e hipotalamo dando assim origem as
quatro principais vias dopaminérgicas do sistema nervoso central: Via
mesolimbica, via mesocortical, via nigroestriatal e via tuberoinfundibular. A via
mesolimbica é uma das vias dopaminérgicas mais importantes, estando
diretamente relacionada as fun¢des mais consagradas da dopamina como o
prazer e a recompensa. Essa via tem inicio na ATV que é uma regido rica em
dopamina cobrindo parte do mesencéfalo, projetando o potencial de acado
dopaminérgico para outra area importante do SNC denominada de nucleo
accumbens (NAc) (ADINOFF, 2004). E no NAc que a dopamina exerce, em um
primeiro instante, sua acdo como mediadora dos sentimentos de prazer e
recompensa. Portanto, no instante em que um determinado individuo tem
contato com um estimulo de carater recompensador ou prazeroso, como comida,
sexo ou drogas, ocorre liberacdo de dopamina cujos sinais percorrem da ATV ao
NAcC o que é responsavel pela criacdo de sensacdes positivas que acabam por
reforcar e modular o comportamento. Embora a estimulacdo dopaminérgica no
NAc seja de extrema importancia para a manutencdo do organismo, a
hiperestimulacédo, causada por substancias psicoativas como a cocaina, pode
levar a dependéncia quimica. Tais substancias elevam excessivamente a
atividade dopaminérgica na via mesolimbica provocando um intenso estado de
euforia (YADAV et al., 2014).

Assim como ocorre na via mesolimbica na via mesocortical as projecdes
dopaminérgicas se originam na ATV. Potenciais de acdo provenientes da ATV
se encaminham para diferentes regides do cortex pré-frontal que por sua vez sao
extremamente importantes para 0S processos cognitivos, memaoria e tomada de
decisdo (GUZMAN, 2016). Portando, quando ocorre alguma disfuncéo

envolvendo a via mesocortical, os individuos afetados demonstram pouca
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capacidade de concentracdo além de apresentar perda da habilidade de tomar
decisbes (YADAV et al., 2014).

A via nigroestriatal esta envolvida no planejamento das a¢cdes motoras.
Nessa via as projecdes dopaminérgicas tém inicio na substancia negra e se
projetam para os nucleos caudados e putamem integrantes dos ganglios basais.
Tal via contém cerca de oitenta por cento de toda a dopamina presente no SNC.
Os neurbnios dopaminérgicos presentes na via nigroestriatal, sdo responsaveis
pela estimulacdo motora voluntaria. Um dos principais aspectos da doenca de
Parkinson é justamente uma quantidade reduzida de neurénios dopaminérgicos
na via nigroestriatal (GUZMAN, 2016).

Na via tuberoinfundibular os neurénios dopaminérgicos originam-se nos
ndcleos arqueados e periventriculares do hipotalamo se projetando até a regido
infundibular do hipotalamo. Nessa via a dopamina € liberada na circulagao porta
conectando-se a glandula pituitdria onde a funcdo da dopamina é inibir a
liberacdo de prolactina. A prolactina € uma proteina secretada pela pituitaria que
permite a producéo de leite e possui importantes funcées metabdlicas, sexuais
e também imunolégicas. O blogueio dos receptores D2 impede que a dopamina
exerca sua funcéo inibitéria o que acarreta numa hiperprolactinemia (GUZMAN,
2016). Essa elevacdo da concentracdo de prolactina pode gerar distirbios como
amenorreia, diminuicdo da libido, diminuicdo da massa 6ssea, infertilidade e
galactorreia (MAJUMDAR e MANGAL, 2015).

De maneira geral pode-se dizer que as vias dopaminérgicas,
principalmente a mesolimbica e a mesocortical, sdo de grande importancia para
a formacdo de memodrias de longa duracao resultantes da administracéo cronica
de psicoestimulantes. Segundo Kalivas & Volkow (2005), quando se fala de
estruturas relacionadas ao sistema dopaminérgico, a neurobiologia tem focado
suas pesquisas em trés principais areas cerebrais associadas a dependéncia
quimica: o cortex pré-frontal, a amigdala e o nacleo acumbens (LI et al., 2006).
Além das estruturas previamente citadas, é importante ressaltar o papel
desempenhado pelo estriado dorsal (nucleos caudado-putamen), sendo um dos
maiores constituintes dos ganglios basais, esta associado a uma das principais
vias dopaminérgicas primariamente envolvidas na regulacéo da funcdo motora.

Estudos sugerem que o estriado dorsal pode estar relacionado com a inducao e/
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ou a expressao da sensibilizagdo comportamental (BEDINGFIELD et al., 1996;
PIERCE e KALIVAS, 1995; TODTENKOPF et al., 2002; TODTENKOPF et al.,
2004).

Atualmente o coértex pré-frontal € um importante guia para estudos de
memoria, especialmente relacionados a sensibilizagdo comportamental, uma
vez que foi demonstrado que lesdes nesta area dificultam o estabelecimento do
processo de sensibilizacdo. Além disso, as projecdes do cértex pré-frontal para
0 nucleo acumbens, hipocampo e amigdala sdo importantes nas funcbes de
recompensa (KALIVAS e VOLKOW, 2005; WOLF, 2002). Os processos de
aprendizagem associativa e respostas associadas a pistas contextuais, estédo
diretamente relacionados com as estruturas do cértex pré-frontal. Estudos
realizados em dependentes quimicos, durante a sindrome de abstinéncia,
demonstram que ha um aumento do fluxo sanguineo além da ativacéo

metabdlica nessa regido como também na amigdala (LI et al., 2006).

O nucleo acumbens (estriado ventral) pode ser histologicamente dividido
em dois compartimentos, o shell e o core. O primeiro, interligado ao hipotalamo,
contribui para o processo de estabelecimento de associacdes aprendidas entre
0s eventos motivacionais e as percep¢des ambientais, sendo assim uma area
intimamente ligada a emocao por meio da qual a dopamina influencia a resposta
a novos estimulos de recompensa (ITO et al.,, 2004). JA o core medeia a
expressao do comportamento aprendido em resposta aos eventos motivacionais
relevantes (KALIVAS; VOLKOW, 2005).

2.6. Apomorfina

A apomorfina (APO) € uma substancia alcaloide derivada da morfina (ndo-
narcotica) pertencente a classe das dibenzoquilonas. Apresenta caracteristicas
lipofilicas sendo assim suscetivel a oxidacdes pela exposi¢do a luz ou ao ar. Os
receptores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e D5) séo os principais sitios de
ativacdo da apomorfina, tal ativagcdo ocorre de forma ndo seletiva. A APO
também possui atividade nos receptores de serotonina e alfa-adrenérgicos.
Alguns estudos indicam que este farmaco € um agonista parcial dos receptores
D1 (LEWITT, 2004; Ll et al., 2006; RIBARIC, 2012).
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A apomorfina, segundo a sua aplicagdo clinica, comecou a ser utilizada
no final do século 19 no tratamento de doencas como depresséo, insbnia e
esquizofrenia, também fora utilizada devido a sua potente atividade emética
(LEWITT, 2004). Com o tempo a APO passou a ser usada no tratamento do vicio
e da Doenca de Parkinson, na qual sugere-se que este farmaco atue ativando
0s receptores D2 do nucleo caudado e putamem contribuindo dessa forma para
a reducdo dos efeitos parkinsonianos. Alguns estudos também relatam a
utilizacdo da APO no tratamento da Doenca de Alzheimer (MATTINGLY e
GOTTISICK, 1989; LEWITT, 2004). Entretanto, na medicina humana devido a
efeitos adversos, teve seu uso substituido pela levodopa. Contudo, ainda é
usada como emético principalmente como parte do protocolo de tratamento de

envenenamento na medicina veterinaria.

Tratamentos continuos com agonistas dos receptores dopaminérgicos
sdo potentes reforcadores da atividade comportamental. Sabidamente doses
elevadas de apomorfina potencializam o desenvolvimento de dois processos
importantes de aprendizagem, processo de sensibilizacdo comportamental
(tolerancia reversa), medido pelo aumento continuo da atividade locomotora, e
condicionamento comportamental (MATTINGLY e GOTTISICK, 1989; LI et al,
2012). Em modelos experimentais de dependéncia quimica induzida pela
apomorfina pode-se observar que a dose mais elevada desse farmaco (2,0
mg/kg) é capaz de produzir tanto uma resposta locomotora condicionada quanto
sensibilizada (BLOISE et al., 2007; BRAGA et al., 2009a, b; DE MATOS et al.,
2010; DIAS et al., 2010). Isso se deve ao fato de que, na presenca de estimulos
contextuais, o tratamento repetido com doses elevadas de agonistas
dopaminérgicos induz a uma potente ativacdo dopaminérgica no hipocampo e
no cortex. A associacdo entre os estimulos contextuais e a ativacéo
dopaminérgica é fortalecida e reforcada pela ativacdo concomitante das outras
estruturas dopaminérgicas pertencentes ao sistema de recompensa cerebral.
Esse aumento na atividade pés-sinaptica da dopamina, produzido por agentes
dopaminérgicos associados a estimulos contextuais, possivelmente possibilita
ao sistema mnemonico uma associacdo duradoura e potente com as pistas
contextuais funcionando como um facilitador do processo de consolidacéo da
memoria (ROBLEDO et al. 1992).
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3. HIPOTESE

Os efeitos da resposta condicionada obtida através de um protocolo no
qual os tratamentos farmacologicos ocorrem apos o teste na arena experimental,
devem ser consistentes com os efeitos descritos por Pavlov nos protocolos de
condicionamento induzido por droga. Para isso, os efeitos obtidos através da
aplicacdo imediata de apomorfina apds o teste na arena experimental sofrerdo
0S processos de aquisicdo, extingao e recuperagado espontanea.

Ambos os protocolos de condicionamento induzido por drogas, tanto com
tratamentos pré, quanto com tratamentos ap0s o0 teste no ambiente
experimental, representam efeitos sobre a atividade dopaminérgica durante o

processo de consolidacao e produzirdo niveis semelhantes de condicionamento.
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4. OBJETIVOS GERAIS

4.1. Experimento 1

Avaliar se os efeitos obtidos através da aplicacdo de apomorfina (em doses
elevadas e baixas) apos o teste na arena experimental sdo consistentes com os
efeitos descritos por Pavlov nos protocolos de condicionamento induzido por
droga. Para tanto, deve-se avaliar se tais efeitos sofrerdo os processos de
aguisicao, extingao e recuperacao espontanea.

4.2. Experimento 2

Comparar os padrdes das respostas condicionadas e sensibilizadas, induzidas
por doses elevadas (2,0 mg/ kg) e doses baixas (0,05 mg/ kg) de apomorfina,
obtidas através de dois protocolos, um no qual os tratamentos ocorrem antes da
arena experimental (protocolo de condicionamento de atraso) e outro no qual os
tratamentos ocorrem imediatamente apds a arena experimental (protocolo de

condicionamento de traco).
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5. ARTIGOS

Os dois artigos publicados com os dados desta tese serdo apresentados
em dois capitulos. No primeiro capitulo, o artigo “The acquisition, extinction and
spontaneous recovery of Pavlovian drug conditioning induced by post-trial
dopaminergic stimulation/inhibition, publicado na revista “Pharmacology,

Biochemistry and Behavior” sera apresentado.

No segundo capitulo, o artigo “Repeated pre-trial and post-trial low and
high dose apomorphine treatments induce comparable inhibitory/excitatory
sensitization and conditioned drug effects, publicado na revista “Pharmacology,

Biochemistry and Behavior” sera apresentado.
5.1. Primeiro capitulo
“The acquisition, extinction and spontaneous recovery of Pavlovian drug

conditioning induced by post-trial dopaminergic stimulation/inhibition, publicado

na revista “Pharmacology, Biochemistry and Behavior”.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kepwarde:
Trace-comalibioning
Presd-trial

Kowel envirnnmeni
Extinciion
HpOmanEoUS RECoEny

In etz nnal drg conditioning, the onset of the drug reatment iz contiguos with the conteaiual coes. Evidenes
suggests teat drosg conditboning also can ooour if there is a discontinuity between Ube onset of the drug effect and
offeet of the contextiual coes. Flore we examine whether post-trial contextsal drog conditioning conforms b
several Pavlovian condilioning iencis namely: acquisition, extinction amd sponiancous recowery. Six groups of
rais roceived apomorphine (0.05 or 2.0 mgdg) and vehicle immediaely or afier 8 15 min delay follewing a
5min mon-drug exposure wooan open-ficld during dwee suceessive days (conditioning phase). The extinction
phase ooourned on days 4-8, in which all post-trial irmtmenls were vehicle injections. After 2 days of non

testing, the final test was performed. The resulis showed that on ihe ficst test day, the activity bevels of the &
groups were siatistically equivaleni. On test day 2, there were marked differences in aciivity bevels selectively
betwieen the two emediate post-trial apomoeophine rreatment groups. The immsediate low dose apomorphine
proup displayed a reduction in activity and the immediate high dose group an imorease in aclivity relative o
thelr day 1 levels, The activity bevels of oth wehicke groups and both apomorphine delay groups remained
ocquivalent o their day 1 actvity levels, On wst day 3, the differences in activity levels beiwoon the two
immediate post-trial apomorphine groups increased bul the aclivity kevels of the vehicle groops amd the 15 min
delay posi-irial apomorphine groups remainesd unchanged. In ithe extinction phase, ihe conditioned activity
differenees between the e immadiaie posi-irial apomorphine groups were gradually eliminaied. During the

fimal ks, the activiy differences bevween the immediaie post-irial apsmorphine groups were partially restored,
indicative of sponanesus recovery. These findings are considgent with several bagic clements of Paviovian
conditioning and are suppontive of dreg indeeed trace conditioning.

1. Introduction

Conditioned drug effects are widely rocognized features of a variety
of centrally acting dmgs and have been extensively sindied vsing drogs
with addictive potential. In preclinical experimentation, locomabor
activation induced by psychostimuolant drags has been demonstrated
in numerons reporis to be a reliable reatment o indece conditioned
drug effects (Beninger, 1983 Beninger and Herz, 1986 Borowsky and
Knhm, 1991; Mawurski amd “.r'-ningr-r,_ 1991: Fomtana ot al., 1993;
Heddbreder and Shippenberg, 1994; Mattingly et al,, 1994; Carey and
Gai, 1998; Bloise et al_, 2007; Braga et al., 2000 Braga ot al., 20009h;
de Matos et al., 20010; Dias ct al., 2000; Filip ct al., 2010).

Typically, in these sindies, the psychostimulant drog is administered
and the animal is subsequently placed into a habituated test environ
ment so that the drog effect onset s associated with the test coviron-
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ment cucs. In that, dregs such as ampheiamine, cocaine and apomor-
phine have potent dopaminergic agonist activity, it is generally
assumed that this dopamine activation evokes locomobor stimulation
and incentivizes assoclaied contexieal stimull such that the subsequent
non-drisg exposiite to the context elicits dopamine like elfects. ndeed,
numerois studies have shown that increases/decreases in dopamine
activity can have potent effects upon learmning and memory by increas-
ingsdecreasing the reward and incentive value of associated stimali
{i.'.f.. 'I!-r'ningr'r,_ 19491 Banasikowski and Fl.d:'l'l'il'lﬂ_nr'r'I 2012).

Pavlovian conditioning also can occur with a temporal C50CS
discontinuity or gap between the termination of a conditioned stimulus
{C5) and the onset of an unconditioned stimubas (UCS), In Pavlov's traoe
conditioning preparation, a punctate stimulus was used and the C5-U0CS
gap was brief, approximately a few seconds (Paviov, 1927, 1928). In
recent trace conditioning  investigations using  punctate stimuli | as
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conditioned stimuli, the CS/UCS gap is of the order of 0.5 5 and the
central representation of the C5 trace has been firmly connected to CNS
activity in brain stroctures such as the hippocampuos and frontal cortex
(Siegel, 2014; Weiss et al., 1999). While trace conditioning has not been
cxplored in drug conditloning, we have shown in several recent reports
{de Mello Basios of al, 2014; Santos e al., 2005) that administration of
the dopaminergic drog apomorphine immediately after an animal has
been removed from an open field can modify subsequent non-drug open
ficld belovior, These findings are suggestive of drug induced e
conditioning. We have found that the direct acting D1/D2 agomist
apomorphine is of particular interest for the sody of the role of
dopamine in peychostimulant drg conditioning and sensitization, in
that this drug can have pronounced but oppasite effects upon dopamine
nenroiransmizssion depending upon dose level. Using a low dose range
in rats (= 0.1 mgskg), apomorphine cn induee a profound inhibdtion
of movement presumably by preferential stimulation of dopamine auto-
receptors and  thereby inhibiting dopamine activity in the brain
{(Aghajanian and Bonney, 1973 Di Chiara et al., 1977; Missale o al.,
1998]), At higher dose levels (> 0.5 mg/kg), apomorphine increasingly
stimulates dopamine post-synaptic receptors in addition to auto-rocep-
toas and is a potent behavioral stimulant generating hyper-locomotion
th‘l’mﬂ'ngly ct al., 1988a; Mnrt'ing'l}- ot al., 1988b; Rowlcett ot al., 1997).
In order to cxtend our observations of apomorphine induced post-
trial effects, we undertook to cwvaluate whether these post-trial effects of
apomorphine are consistent with Paviovian conditioned doug effects, As
a first step in this process, it is important to determine if the immediate
post-trial apomorphine effects we have previously observed undergo
cxtinction when the post-tral treatments are withdrown and, in
addition, following catinction if a non-cxposure interval to the test
cues resolis in a partial spontaneous recovery of the response. These
determinations are of substantial importance in that cxtinction anc
spontancous recovery are typical features of Pavliovian conditioning. In
the present sindy, we used a brief 5 min cxposure to a novel open-field
environment as the contextual C5 and subsequently  administered
20 mg/kg apomorphine or 0,05 mgskg apomorphine immediately
post-trial o induce the conditioned response effects. We used the low
and high dose mreatments in order 1o generate opposite conditioned
response cffects. The rational for this strategy was to climinate issucs
related to the post-trial injection procedure per-2e in that our predicton
baaseel on the opposite bebavioml impacis of these two dose level post
trial treatments was that the conditioned cffects would be bidirectional,
By using low and high doses of apomorphine, the conditioning
expeciation wias that the conditioned responses would be in line with
the behavioral response induced by the two dose levels of apomarphine
{005 behavioral inhibition and 2.0 behavioral simulation). Therefore,
the conditioned responses induced by the low and high dose apomor
phine post-trial treatments would be opposite (response inhibition,
response stimulation). In additdon, we wanted to determineg if the
conditioned stimulatory and inhibitory responses underwent similar
patterns of acquisition, cxtinction and spontancous recovery. We also
included apomorphine groups given the same post-trial treatments bt
after a 15 min delay in order to coniral for drg exposure perse and
vehicle groups given vehicle treatments either immediately or 15 min
posi-irial in order to be able o assess changes in the baseline behavioral
responses over the course of the experiment. The present report details

the findings of this imvestigation,
2, Methods
2.1. Subjects

Male Wistar albino rats provided from the animal facility at CECALS
FIDCRUZ (Rio de Janciro, Brazil), initially weighing 200-250 g, werne
housed in individual plastic cages (25 = 18 x 17 cm) until the end of
the cxperiments, Food and water were freely available at all times, The
vivariom was maintained at 8 constant temperature (22 - 2 °C), and &
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12/12 h light/dark cycle (lights on at 07:00h and off at 19:00 h). All
cxperiments were carried out between 14:00 and 18200 he In order o
mitigate possible stress factors linked to handling and injections, for
¥ days prior to all experimental procedures cach animal was weighed
and handled daily for 5 min. All experiments were conducted in strict
acrordance with the Natiomal Institwie of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals.

2.2 Apparatis and behmeioral mecsuremenis

The behavioral measurements were conducted in a black open field
chamber (60 = 60 = 45 em). A closed cireuil camera (IKEGAMI, mod
el ICD-49) mounted 60cm above the arena was used o recond
behavioral data. Locomotion, measured as distance traveled (m), was
automatically analyzed using EthoVision {Noldus, The Netherands).
The complete test procedure was conducted automatically without the
presence of the cxperimenter in the test room. All behavioral testing
was coneducted under dim red light 1o avoid the possible aversive
quality of white light and to enhance the contrast between the white
subject and the dark background of the best chamber. Masking noise
wias provided by a G located in the experimental room that was temmed
on immediately prior to placing the animal in the experimental arcnas
and turned off upon removal of the animal from the experimental arena
(e, test chamber).

2.3 Drugs

Apomorphine HC (Sigma, 5t Lowis, MO, USA) dissolved in 0.1%
ascorbate/zaline (2.0 mg/ml}), was injected suboutansously in the nape
of the neck at a dose of 2.0 and 0,05 mg/kee. A 0.1% ascorbatesaline
solution was uscd as vehicle for the apomorphine experiments, Al
doses were administered in a volume of 1.0 ml/Akg body weight. Drug
snlutions were freshly prepared before each experdment.

2.4, Experimental procedure

The experiments were conducted following a modified protocsl
from Santos ot al. (2015) The post-irial dreg/vehice injections were
administered cither immediately or after a 15 min delay. For botdh the
immediate and delay post-trial groups, all rats received pre-irial vehicke
injections immediately before being placed into the experimental arcna
for 5 min. This pre-test vehicle injection procedure was done in order to
insure uniform handling prior to placement into the arena and to lewe
open the later possibility of introducing pre-test doug treatments. In
addition, it allowed for an assessment of the role of injection linked
drug conditioning in that the delay and immediate post-trial apomor
phine groups would have received cquivalent drug injections and
therefore any conditioning linked specifically to the injection procedune
itsell would be the sme for both groups. For the immedisie post-irial
groups, injections were made straight after removal from the test
cnvironment following completion of the test session (I-POST). For
the immediate post-trial treatments, the rats were equally subdivided
inte three groups in which one group received vehicle (WVEH-1-POST
n = 7], a second group received apomorphine 0.05 ma kg (AP 0.05-1-
POST; n — ¥) and a third group reccived apomorphine 2.0 mgdg
{APOZO-1-POST; n = 7). The conditioning induction phase was con-
ducted on three successive days (iest days 1-3). On the following day
the extinction phaze was initated during which all animals recelved
vehicle injections post-trial. There were 5 extinction sessions of 5 min
duration with onc session conducted per day (test days 4-8). Afier
completion of this extinetion phase, the animals were not bested again
until test day 11. Om test day 11, all groups were tested for 30 min, The
purpose of this test day was two-fold. One objective was io asscss
whether a spontaneous recovery of conditioning would occur following
a non-test interval. The second objective was to assess whether the
possible spontancous recovery of conditioning was sclective to the
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beginning of the 30 min session or has a broader less selective impact
upan behavior doring the 30 min test seesion.

The delay post-trial trestments followed the same protocol, except
that the post-trial injections were administered 15 min after removal
from the test environment {15-POST). The three delayed groups wene:
VEH- 15 POST (n = 6), APO0O5 15" POST (n = &) and APO2.0-15
POST (m = &),

25, Statisrcs

The initial test day results were analyzed using o one-way ANOVA,
In that staristical equivaleno: among groups was obtained for day 1, the
subsequent siadistical comparizon: were made between similar posi
trial treatment group pairs: (APO-0.05-1-POST versus APC-2,0-1-POST);
(APO-0L05-15°-POST versus ARO-Z0-15-POST) and (VEH-1-POST ver-
sus VEH-15-POST). This presentation of the data analysis was done in
that it provided both simplicity and clarity of the results obtained over
the course of the 11 day cxperiment. Furthermore, based on prior
cxperimentation, we predicted that conditioning  elfecs would be
limited to the immediate apomaorphine groups and therefore this format
wiotld best highlight these conditioned effects. Two-way ANOVAS were
performed for each group paic and when interactions were olbitained
(p = D05}, Hests were performed to assess differences on spedific test
days. In addition, paired -tests were performed in some instances for
wilthin group comparizons to their initial baseline activity scores. Two-
way ANOVAs were also performed on the 5 min within session activity
seores on day cleven's 30 min test session.

3. Resulis

Fig. 1 shows the locomotor activity during the first day of the
conditioning phase for the immediate and delay groups. A onc-way
ANOVA showed that there was no difference among the experimental
groups [F {5, 33} = 0.54 p > 0.05].

CONDITIONING PHASE - DAY 1

== APG-0 081 POST
N APC-20--POST
EEE APO-005-15-POST
B APO-20-15.POST
] VEM-1-POST
5 VEM-1§-POST

DISTANCE TRAVELLED (m)
]

40 -

GROUPS

Fig. 1. Mieans and 5.EM. of locomotion distance in melers (m) during the mitial & min
o] open-licld test For the s neadmend gromps: on day 1, belfore they reocived e firsd
pst-Erial injections.
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Field tesds avwer the course aof the 11 day cxperment. Days 1-53 were the comditioming

days 4R wire i anid elay 17 wess thae Spaslancaiis peonreery 1ol
A showes the resulis for (005 and 2.0 mg/kg apomorphine immediade posi-trial groups;
2B e hae wos B Toe 0005 and 20 gy apeomaerprhane 15 man dielay post-baal groups;
20 slwves i reshis for the vehiele Bnmediaee and 15 mis delay post-trisl groaps. ®
denoies (p < (L0 ANOVA fodlowed by ©iest).

Fig. 2 shows the locomotor activity of all the experimental phases
for pairs of the immediate and delay groups over the course of the 11
day experiment. For the apomorphine post-trial immediate groups
(Fig. 2A), a repeated two-way ANOVA showed an interaction groups
X days [F (B, 96) = B.75 p < 0.01), an effect of groups [F (1, 12)
= F0.092 p < 0.01] but no effect of days [F (8, 96) = L p = 0.05].
An independent i-test showed that on day 1 there was no difference
between groups (p = 0.05). However, from day 2 until day 5, the APO
2.0-1-MOST group had higher locomotor activity than the APO-0.05-1-
POST group (p = L0%) From day & unill day 8, there was no
difference between groaps (p = 0.05). However, on day 11 the APO
20-1-POST group had higher locomotor activity than the APO-0,05-1-
POST group (p <= L0S) In addidon o these between groop differ-
ences, the groups were also dilfesent on these test days from their initial
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DAY 11
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Fig. & Mears and S EM. of locomation distance in meters (m) in succcssiee 5 min
indervals durimg the: 30 min day 11 test for (A) immedisie post- irial apomorphine groegs,
(1] 15 min dhelwy apomorphine post-trisl grougs amd (C) the snmediaie s delay wehicle
groupe. ¥ denodes (po< 05 ANOVA followed by e-test)

test day activity scores (p = 0L05 paired @ tests), T is of interest to note
that the scores on day 11 were similar to day 5 of extinction and day 2
of conditioning. In addition, the abzence of a day effect in conjunct on
with a highly significant group effect indicates that the group elfecs
were essentially symmetrical, with the stimulstory increases in the 2.0
group balanced by the inhibitory decreases in the 0.05 group. For the
apomorphine post-trial delay groups (Fig. 28), a repeated two way
ANOVA inclicated that there were no statistically significant differences
{p = 0.05). Similarly, for vehicle groaps (Fig. 2C), a repeated two-way
ANOVA showed ihere were no statistically significant  dilferences
{p = 0D.05)L

Fig. 3 shows the locomotor activity on day 11 for the three pairs of
impmpediate and delay post-trial groupe. For the comparizon between the
immasdiate post-trial apomomphine (2.0 mgAkg) versus immedizte post-
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trial apomorphine (.05 mg/Ag) during the day 11 test (Fig. 3A) a
repeated two-way ANOVA showed an interaction of groups X intervals
[F (5, 600 = 3.60; p < 0.05], an effect of groups [F (1, 12) = 8.24;
p = 0.05] and an effect of intervals [F (5, 60) = 2550 p < 0.01]. An
independent t-test showed that during interval 1, the APO-20-1-POST
group had  higher locomotion than the APO-DO5T-POST  group
(p = 0.05). However, from intervals 2 through & there were no
statistically significant differences between the groups (p > 0,050
For the comparison between the delay post-trial apomorphine (2.0 mgs
kp) wersus delay post-trial apomorphine (0,05 mp/kgd (Fig. 3B), a
repeated two-way ANOVA showed that there was an cffect of intervals
[F {5, 500 = 5060 p o< 0001 but there was no effect of groups [F (1,
100 = 1.1; p > 0.05] and no intersction groups X intervals [F (5, 500
= 1.81; p > 0.05]. For the comparison between the immediate post-
trial wehicle injections versus delay posttrial vehicle  injections
{Fig. 3C), a repeated two-way ANOVA showed that there was an
interval effect [F (5, 55) = 7132 p = 0.01] but no offect of groups
amd no inleraction groups X indervals (p = 0L05).

4. Discussion

Imitially, prior to any drug treatments, the behavioral response to
the novel environment of all groups was similar. Consistent with our
previous findings (Santos of al., 2005) the immediate but ot the 15 min
delayed post-trial apomorphine treatments had marked stimulatory”
inhibitory effects upon subsequent non-dreg behavior in the novel open
fiedd. In fact, following the first post-trial apomorphine treatment in the
immediate treatment groups, marked stimulatory/inhibitory cffects
were evident for the day 2 non-drug test and these differences increased
with additional immediate post-trial apomorphine treatments.

The fact that the same apomorphine treatments given after a 15 min
post-irial delay had no effect upon subsequent non-drog  behavior
seemingly roles out non-associational factors such as drug carry-over
factors or drug conditioning linked to the injections in that the delay
and immediate groups would have acquired equivalent injection linked
conditioning. In addition, the retum of locomotor behavior toward
baseling lewvels following an extinction protocal i consisient with a
post-irial conditioning effect. Interestingly, the behavioral response o
the test environment in the 5 min et seecions for the apomorphine
delay and wehicle groups remained essentially unchanged over the
course of the experiment.

Ewidently, the brevity of the exposure to the novel open-field was
ingufficient 1o promote between session habituation. As has been
detailed by Masello et al. (1998), the use of red light illumination in
an open-ficld fosters a high level of exploratory behavior and this
comsideration may account for the persistent high level of locomotor
activity over the course of the repeated brief exposures to the open-
field. Thiz apparcent stability in the behavioral baseline appears o
sirengilvn the case for a drig conditioning  interpretaiion of ihe
immediate post-trial apomorphine effects in that alternative possibili-
ties such s retardation,facilitation of habituation appear untenable in
the absence of evidence for habitistion in the comparison groips.

It is alss interesting that the result indicative of a spontancous
recovery (Pavlov, 1928) was restricted to the indtial 5 min of the 30 min
habineation test and thar otherwise all groups underwent equivalent
within session habituation. This indicates that the immediate post-trial
treatments induced associative effects were specific to the initial
crposure to the test environment rather than a more gencralized
association to test eovitonment cues, The oocomenee of spontaneous
recovery is also of significance with regard to dmg conditioning mone
broadly in that cxtinction is a treatment modality for dreg addicrion
{Eaplan et al., 2011}, so that spontancous recovery potentially is an
important limiting factor in the ecfficacy of extinction in a dmg
treatment protocol.

It has been documented that exposure to a novel environment
cvokes a dopamine response in brain arcas important in reward and
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motivation (Legaolt and Wise, 2001). In several previous reports, we
have shown that acute cocaine stimulant effects occur in a novel test
environment but not in a habituated test environment (Carcy ot al.,
2005; Carey and Damisnopoulos, 2006). In fact, we showed that the
stimulant response produced by oocaine is prevented by exensive
habituation 1o the iest enviconment. In that the locomodor stimulani
cfficacy of cocaine depends upon dopamine release, these findings are
consistent with a strong dopamine release by a novel environment but a
mitich weaker dopamine release by a habituated environmeni.

Comsistent with the importance of environmental novelty to dopa-
mine release and post-trial apomorphine conditioning, we have showmn
previcasly that apomorphine post-trial effects are not observed i the
animals are habituated to the test environment (de Mello Bastos et al.,
2014). Particularly germane to the interpretation of the present resulis
is the recent feport by Menezes @ al. (20150, In their study, the authors
demonstrated that the placement of an animal into a novel environment
cwokes a dopamine response in brain areas important in memory and
information processing. OF particuilar importance 1o the present study,
the dopamine activation they observed was shown to persist after the
animal was removed from the novel environment and subsequently
facilitwed the acquisition of a new learning task analogous w a
dopaminergic drug treastment. This finding offers a mechanism by
which the posi-irial apomorphine freaiments uwsed in the present
cxperiment could enhanee/diminish the dopamine trace elicited by a
novel environment. Seemingly, the high dose apomorphine would be
able to amplify the dopamine residual signal that had been generated
by the nowvel environment. Subsequently, when the animal was re-
cxposed to the open-ficld, the post-smaptic downstream dopamine
response is cnhanced and therefore the incentive value of the nowel
cnvironment could be increased. Conversely, the low dose posi-trial
apomorphine treatment would serve to decrease the dopamine signal
clicited by the open-ficld and consequently the dopamine response and
the incentive valoe of the novel environment could be diminished.

While the low dose post-trial apomorphine comditioning would
seem to represent a relatively straightforward conditioned reduction in
the dopamine signal generated by the open-field and consequently clicit
a diminizshed bebavioral response, the high dose apomorphdne effects
are less easily accounted for in terms of a conditioned increase in
dopamine release by the open-field placement. The behavioral effects
produced by a high dose of apomaorphine are on post-synaptic outpat of
the dopamine system. Indecsd, it has been demonstrated in several
previous studies (Carey, 19864, 19860), that apomorphine can induwee
conditioned dopaminergic responses by stimulation of pest-synaptic
dopamine receptors in dopamine denervated animals, Furthermore, this
apomorphine induced conditioned behavior s not altered by pre-
treatment with a combined D1 and D2 dopamine receplor antagonist
(Carey, 1992), Critically, this same antagonist pre-trestment completely
blocked the effects of the dopaminergic agonist that induced the
conditioned behavior, These findings showed that the conditioned
response in the dopamine denervated animal is not mediated either
by dopamine or dopamine receptors but rather by the association of
contextual cues with downstream sysiems that had been sctivated by
apomorphine stimulation of the post-synaptic dopamine recepiors, Tt
wiould be interesting to cxperimentally investigate if the conditioned
fraction of the increase in open-field activity induced by the immediate
high dose apomorphine post-trial treatment in the present study persists
following a D /D2 receptor block that would otherwise climinate the
non-conditioned locomotor activity in the open-ficld.

Finally, it is important to recognize that an important difference
between comventional drug conditioning and putative post-trial drog
conditioning observed in the present study is the differential linkage of
the drug state to the contextual coes, In contrast to comventional
contextual drug conditioning wherein the dreg state ooccurs in the
presence of the contexieal cues, in post-trial drog conditioning the drog
state is never experienced in the test environment., Consequently, issues
imbedded in conventional dmg conditioning such as response coati-
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guity conditioning (Cuthrie, 1952), drug state dependent habituation
effects (Carcy et al, 2003), and drg stimulus contributions to the
contextual cucs (Carey of al., 199% Wang ot al., 20013} are climinated,
The latter factor is of substantial importance in relation to the
contribution of the environmental coes o the conditioned response.
In comventional dopaminergic drug conditioning, the sctivated dopa
mincrgic state indueed by the drug reatment can incentivizee the
contexieal cue complex, comprised of the cxternal cues plus the coes

generated by the drug state. Consequendly, a conditioning test con
ducted in the presence of the same environmental situation but in the
absenee the drog state cwes represents only a parntial set of contexiual
ciies, In post-irial drisg conditioning implicated in the present study, the
dopaminergic post-trial treatment is seen as modulating the ongoing
dopamine trace associated with the contexinal cnes and is thereby able
1o alter the incentive value of these cuoes,

In comclusion, the present findings that the behavioral effects
induced by post-trial apomorphine administrations undergo extinetion
and spontaneoiss recovery appear consistent with Paviovian condition
ing, Thus, post-trial drug administration appears to be an efficacions
way to induee conditioned drug effects and is relevant to the addictive

propeics of drugs wherein strong anticipatory behavior, followed by

drug use, would appear to be an important way in which the
conditioned anticipatory and drog secking behavior irace is potentiated
by the subsequent drog taking. Motwithstanding the importanoe of
dopamine to incentive motivation and drug addiction, it also needs to
be recognized that other systems are implicated particularly the
serofonin system as detailed in a recent review (Milller and Homberg,
2015}, so that post-trial scrotonergic drug treatments may also be
cffective in inducing conditioned drog effects and be relevant to
processes induced by addictive drogs.
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5.2 — Segundo capitulo

“‘Repeated pre-trial and post-trial low and high dose apomorphine treatments
induce comparable inhibitory/excitatory sensitization and conditioned drug
effects”.
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Abstract

This investigation was undertaken to compare the sensitization/conditioned effects induced by
apomorphine given pre-trial versus administered immediately post-trial or 15 min. post-trial We
measured the effects on locomotor activity of 5 daily apomorphine treatments induced bv an
inhibitory low auto-receptor dose (0.05 mg/'kg) and a stimulatory high postsynaptic dose (2.0 mg/'kg).
Three sets of four groups were used and each set of four groups was compnsed of two vehicle and
two apomorphine groups (0.05/2.0 apomorphine). The onlv difference among the three sets of four
groups each was when the treatments were adminmistered relative to placement in the nowvel
environment. One set received the treatment pre-test. another set was injected immediately after and
the third set injected 15 min after 5 min test sessions in a novel environment The repeated pre and
immediate post-test apomorphine treatments induced locomotor sensitization over the 5 days of
treatment. The low dose pre and immediate post-test treatments progressively decreased locomotion
and the high dose pre and immediate post-test progressively increased locomotion. Critically the tests
for the immediate post-test groups were non-dmg and for both the pre-test and immediate post-test
groups sensitization effects did not occur until the second test dav. To comtrol for non-associative
apomorphine effects the same apomorphine treatments were given post-test after al> minute delay
and were found to be eguivalent to vehicle. In a subsequent conditioning test, both the pre and
immediate post-test low dose apomorphine groups showed conditioned behavioral inhibition and the
pre and immediate post-test high dose apomorphine groups showed conditioned behavioral
stimulation. We propose that the inhibitory low dose apomorphine decreased the salience/incentive of
the novel environment association and thereby decreased the behavioral response and conversely that
the high dose excitatory apomorphine treatment increased the salience/incentive value of the nowvel

environment association and potentiated the behavioral response.
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Key Words: Novel environment; memory reconsolidation; salience; behavioral sensitization;

conditioning; apomorphine.

1. Introduction

It has been long known that apomorphine (APQ) 15 a direct acting D1/D2 receptor agonist. An
interesting aspect of the apomorphine dopamine receptor interaction is that apomorphine can have
opposite effects on dopamine activity in the brain depending upon dose level. In rats, at low dose
levels (<0.1 mg/kg; s.c). apomorphine preferentially stimulates auto-receptors and can sharply
reduce dopamine (DA) neural activity and dopamine metabolism in the brain (Aghajanian and
Bunney, 1973; Carey et al._ 2004, Carey et al., 2008; I Chiara et al., 1977; Missale et al.. 1998).
This neural inhibition 1s accompanied by pronounced behavioral inactivity (Bloise et al., 2007; Braga
et al., 2009a, 200%; Carey et al._ 2004). In contrast, at higher dose levels (= 0.5 mg/'kg) apomorphine
increasingly stimulates post-svnaptic dopamine receptors and generates behavioral stimulation
(Bloise et al, 2007; Braga et al., 2009a, 2009¢; Damianopoulos and Carey, 1992; de Matos et al.,
2010; Mattingly et al., 1997, 1988). Numerous studies have shown that in rats high doses of direct as
well as indirect acting dopamine agonists induce locomotor hyvper-activity and that these effects
undergo conditioning and sensitization (Anagnostaras and Robinzon, 1996; Bloise et al | 2007; Braga
et al., 2009b; de Matos et al.| 2010; Keller and Delius, 2001; Mattingly et al | 1997 198E; Rowlett et
al, 1997). These conditioned effects are typically conceptualized in terms of Pavlovian conditioning
wherein the drug induced behavioral effects act as the unconditioned response (UCE) and are
associated with the contextual cues that serve as the conditioned stimulus (CS).

Recently we have shown that low as well as high dose apomorphine treatments administered

shortly after a brief exposure to a novel environment can induce conditioned hvpo and hyper-activity,
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respectively (Santos et al., 2015; 2017). If the post-trial injections are delaved 13 min. then the
treatments are equivalent to vehicle injections. In that the effective post-trial treatments occurred
during the post-tnial consolidation period, we have suggested that the dopaminergic effects of
apomorphine modulated the salience/incentive bias of the consolidated experience. In conventional
dmg conditioning wherein the drugs effects are experienced in the testing environment, it 1s possible
to argue for Pavlovian response conditioning, but this is clearlv not the case for post-trial drug
conditioming in that the drug-induced responses are not experienced in the test environment. The
question arises therefore as to whether these are two different types of conditioning or if both
represent effects on dopamine activity during consolidation. That is, a dopaminergic treatment
administered prior to exposure to a test environment can evoke alterations in the behavioral responses
emitted in the test environment but yet it 1s also the case that the altered drug state continues after the
test trial and therefore can impact the consolidation of the expenience (Duncan, 1948). In line with
this consideration, it 1s possible that both pre- and post-trial drug treatments induce conditioned
effects by similar effects on consolidation processes and thereby induce similar levels of
conditioning. To experimentally address this possibility the present investigation used a unique
paired/unpaired Pavlovian conditioning protocol with one pretest and two posttest groups. The pre-
test group received the drug treatments prior to placement in a novel environment, one post-test
group received the drmig treatments immediately after placement in the novel environment in order to
overlap with the consolidation process and a third group received the dmg treatments 15 minutes
posttest so that it was unpaired with either the test environment or the consolidation process. The

present report details the findings of this investigation.
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2. Materials and methods
2.1. Subjects

Male Wistar albino rats provided by the State University of North Fluminense Darcy
Eibeiro, initially 80 days old and weighing 200-300 g were housed in individual plastic cages (25
X 18 X 17 cm) until the end of the experiment, in order to control for potential untoward
social’behavioral effects related to the apomorphine treatments (Matto et al., 2000; Rudissaar et
al., 2008). Food and water were freely available at all times. The vivarium was maintained at a
constant temperature (22 + 2 °C), and a 12/12 h hight/dark cycle (lights on at 07:00h and off at
19:00h). All experiments occurred between 14:00 and 18:00 h. In order to mitigate possible
stress factors linked to handling and injections for 7 days prior to all experimental procedures,
each animal was weighed and handled daily for 5 min. All experiments were conducted in strict
accordance with the National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and in accordance with the Brazilian Society of Neuroscience and Behavior (SBNeC)

for the care and use of laboratory animals.

2.2 Drugs

Apomorphine-HC1 (Sigma, 5t. Louis, MO, USA) was dissolved 1n 0.9% saline solution
and was injected subcutanesously in the nape of the neck at a dose of 0.05 mg/'kg and 2.0 mg'kg.
A 0.9% saline solution was used as vehicle. All doses were administered in a volume of 1.0

mlkg bodv weight. Drug solutions were freshly prepared before each experiment.
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2.3 Apparatus and behavioral measurements

The behavioral experiments were conducted in a black open field chamber (60 x 60 x 45
cm). A closed-circuit camera (IKEGAMI, model ICD-49) mounted 60 cm above the arena was
used to record behavioral data. Locomotion, measured as distance traveled (m), was
automatically analvzed uvsing EthoVision (Noldus, The Netherlands). The complete test
procedure was conducted automatically without the presence of the experimenter in the test
room. All behavioral testing was conducted under dim red light to avoid the possible aversive
quality of white light and to enhance the contrast between the white subject and the dark
background of the test chamber. Testing under red light conditions is less stressful and also
favors locomotor activation as the rats are transferred from the ambient light of the vivarium to
the red light of the testing room (Nasello et al., 1998). A fan in the experimental room provided
masking noise. The fan was turned on immediately prior to placing the animal in the

experimental arena and turned off upon removal of the animal from the experimental arena

2.4 Experimental procedure

There were 4 pretest groups, 4 immediate posttest groups and 4 posttest delay groups for a
total of 12 groups (n=6). In each set of 4 groups there were 2 wvehicle (VEH) groups, and 2
apomorphine (APQ) groups that recerved etther 2.0 or 0.05 mgkg APO. The pretest groups were
injected just prior to placement in the novel environment_ the immediate posttest groups were imjected
immediately after remowval from the novel environment and the posttest delay groups were injected 15
minutes after removal from the novel environment. The test sessions were restricted to 5 minutes in

order to retard the development of habituation to the novel environment experience and maintain a

stable behavioral baseline.
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The experiment was carried out in 3 phases: induction, conditioning test, and sensitization
challenge test. In the induction protocol, all groups received 5 daily 5 min. tests in the novel open-
field. In the conditioning phase. all groups received vehicle prior to a 5 min. placement in the same
test arena. In the sensitization challenge protocol the test session was 30 min. and the VEH/2.0 APO
injections were administered immediately pretest.

The group treatment assignments for the sensitization challenge test in the pre-test groups
were as follows: one VEH pre-test group received VEH; the second VEH pre-test group received
APO 2.0 mg'kg; the 0.05 mg'kg APO pre-test group recerved 2.0 mg'kg APO; the 2.0 mg'kg APO
pre-test group received APO 2.0. The same sensitization challenge protocol used for the pre-test
groups was followed for the four immediate and four delay post-test groups. In the immediate post-
test groups one VEH group received VEH, the other VEH group recetved 2.0 APO, the 0.05 APO
post-test group received 2.0 APO and the 2.0 APO post-test group received 2.0 APO. The same
group treatment assignments were emploved for the delay post-test groups. Table 1 and table 2

present, respectively, the experimental design and the experimental groups.

2.5 Statistics

For all 3 phases, in the induction protocol, a repeated two-way analysis of vaniance (ANOVA)
was used to determine the group and day effects, as well as the possible interactions between
variables. When a significant effect of group versus day interaction was recorded, data were further
evaluated by one-way ANOVA followed by the Duncan post-hoc test using p<0.05 as the criterion
for statistical significance. The behavioral data obtained from the conditioning tests and sensitization
challenge tests were evaluated using a one-way ANOVA. Wherever indicated by the ANOVA (group

effects with p-values<0.03), possible differences among groups were further analvzed bv Duncan’s
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multiple range tests. Paired t tests were used to evaluate possible changes in behavior from induction

day 1 to day 5 within specific selected groups.

3. Results

Figure 1 shows the results of the pre-test treatment groups. Figure 1A presents the findings
obtained on each day of the five days of the induction protocol. A repeated two-way ANOVA
showed an imnteraction of groups X days [F (12, 80) = 10.13; p<0.01], an effect of groups [F (3. 20) =
10.22; p=0.01] but no effect of days of treatment [F (3, 80) = 1.83; p=0.03]. A one-way ANOVA
followed by Duncan’s multiple range to further analyze the interaction of group X davs showed that
on day 1, there was no difference among the groups (p=0.05). On dav 2, there was a difference
between the pre-test 0.05 APO and the pre-test 2.0 APO groups (p<0.03). From davs 3-3, the PRE-
TEST 0.05 APO group had lower locomotion than the all groups (p=<20.02) and on days 3-3 the PRE-
TEST 2.0 APO group had higher locomotion than the all groups (p<0.03). 03). For the PEE-TEST
VEH group, a paired t-test showed that there was no statistical difference between the day 1 and day
2 [t(5)=1.70; p=0.05] and no difference between the day 1 and dav 5 [t (53) = 0.24; p=0.05]. For the
other PRE-TEST VEH group. a paired t-test showed that there was no statistical difference between
the day 1 and day 2 [t (3) = 0.60; p=0.05] and no difference between the day 1 and day 5 [t (3) =
0.70; p=0.05]. For the PRE-TEST 0.05APO group. a paired t-test showed that there was no difference
between the day 1 and dav 2 [t (5) = 2.40; p=0.065] but there was a difference between the day 1 and
day 5 [t (3)=12.51; p=0.01]. For the PRE-TEST 2.0APQO group, a paired t-test showed that there was
no difference between the day 1 and day 2 [t (5) = 2.20; p=0.085] but there was a difference between
the day 1 and day 5 [t (5) =4.20; p=<0.01].

The results for the conditioning test protocol are shown in Fig. 1B. A one-way ANOVA
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showed that there was difference among the groups [F (3. 200 = 12.60; p<0.01] and Duncan's test
showed that the PRE-TEST 2.0 APO group had higher locomotion than all other groups (p<<0.05) and
the PRE-TEST 0.05 APO group had the lower locomotion then the all groups (p<0.05). The within
session analysis of the sensitization challenge test are presented in Fig. 1C. The 30 min total test was
divided into 6 intervals of 5 min. each. A repeated two-way ANOVA showed an mteraction of groups
Xntervals [F (15, 100) = 2.05; p=<<0.05]. an effect of groups [F (3. 20) = 7.2; p=0.01] and an effect of
intervals [F (3, 100) = 48.61; p<0.01]. A one-way ANOVA followed by Duncan’s multiple range to
further analyvze the interaction of group X days showed that from intervals 1-4, the PRE-TEST 2.0
APO group had higher locomotion scores than all other groups (p<0.03). From intervals 5-6, there
were no differences among the groups (p=0.05). The total locomotion scores for the sensitization
challenge test protocol are presented in Fig. 1D. A one-way ANOVA followed by Duncan's test
showed that the only difference among the groups [F (3. 20) = 7_24; p=0.01] was that the PRE-TEST
2.0 APO group had higher locomotion scores than all other groups (p<0.03).

Figure 2 shows the results for the immediate (I) post-test groups. Figure 2A presents the
activity scores (m) for each of the five sessions in the induction protocol A repeated two-way
ANOVA showed an interaction groups X days [F (12, 80) = 17.60; p=0.01], an effect of groups [F (3,
200 = 33.62; p=0.01) and an effect of days of treatment [F (4, 80) = 3.03; p=0.03]. A one-way
ANOVA followed by Duncan’s multiple range tests to further analyze the interaction of group X
days showed that on day 1, there was no difference among the groups (p=0.03). However, from davs
2. 3.4, and 5, the I post-test 2.0 APO group had higher locomotion than all other groups (p<0.05).
The results also showed that on days 3.4 and day 5, the I POST-TEST 0.05 APO group displaved
lower locomotion than the all groups (p=<<0.05).

For the I POST-TEST VEH group, a paired t-test showed that there was no statistical
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difference between the day 1 and day 2 [t (3) = 0.08; p=0.05] and no difference between the day 1
and day 5 [t (3) = 0.26; p=0.05]. For the other I POST-TEST VEH-group, a paired t-test showed that
there was no statistical difference between the dayv 1 and day 2 [t (5) = 1.40; p=0.03] and no
difference between the day 1 and dav 5 [t (3) = 0.82; p=0.053]. For the IPOST-TEST 0.05APO group,
a paired t-test showed that there was difference between the day 1 and day 2 [t (3) = 4.85; p=0.01]
and between the day 1 and day 5 [t (53) = 8.20; p=0.01]. For the I POST-TEST 2.0APO group. a
paired t-test showed that there was difference between the day 1 and dav 2 [t (5) = 4.0; p=0.01] and
between the day 1 and dav 5 [t (5) = 5.60; p=<0.01].

For the conditioning test (Fig. 2B), one-way ANOVA showed a difference among the groups
[F (3, 200 = 13.01; p=0.01)] and Duncan's test showed that the I POST-TEST 2.0 APO group had
higher locomotion than all other groups (p<0.05) and the I POST-TEST 0.05 APO group had lower
locomotion than the other groups (p=0.05). The within session analysis of the sensitization challenge
test are presented in Fig. 3C. The 30 min total test was divided into 6 intervals of 5 min. each. A
repeated two-way ANOVA showed an interaction of groups X intervals [F (15, 100) = 2.10; p=0.01].
an effect of groups [F (3, 20) = 4 20; p=0.05] and an effect of intervals [F (5, 100) = 36.530; p=0.01].
A one-way ANOVA followed by Duncan’s multiple range to further analyze the interaction of group
X days showed that on intervals 1 and 2, [POST-TEST 2.0 APO group had higher locomotion scores
than all other groups (p<0.05). From intervals 3-6, there were no differences among the groups
(p=0.05). For the total sensitization challenge test protocol (Fig. 2D}, a one-wayv ANOVA followed
by Duncan's test showed that there was difference among the groups [F (3. 20) = 4.20; p=<0.05]. The I
POST-TEST 2.0 APO group had the higher locomotion scores than all other groups (p<0.05).

Figure 3 presents the results obtained in the 15 min. delay post-test phase. The results for the

five-day induction protocol are presented 1n Fig. 3A. A repeated two-way ANOVA showed no effect
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of groups [F (3, 20) = 0.14; p=0.05], no effect of days of treatment [F (4. 80) = 0.82; p=0.05] and no
interaction groups X days [F (12, 80) = 0.16; p=0.05]. For the conditioming test protocol (Fig. 2B),
one-way ANOVA showed that there was no difference among the experimental groups [F (3. 20) =
0.63; p=0.05]. The within session analvsis of the sensitization challenge test are presented 1n Fig. 3C.
The 30 min total test was divided into 5 min. 6 intervals. A repeated two-way ANOVA showed only
an effect of intervals [F (5, 100) = 260.0; p=0.01]. There was no effect of groups [F (3, 20) = 0.31;
p=0.05] and no interaction of groups X intervals [F (13, 100} = 0.62; p=0.05]. For the total the
sensitization challenge test protocol (Fig. 3D, a one-way ANOVA showed that there was no

difference among the groups [F (3, 20)=0.31; p=0.05].

4. Discussion

If this experiment had been conducted using a conventional Pavlovian patred/unpaired
protocol the findings would have conformed to the extant apomorphine sensitization/conditioning
literature in that the paired groups, in this case the pretest apomorphine groups, exhibited
sensitization and conditioning effects but not the unpaired apomorphine groups in this case the delay
groups. The unique contribution of this studyv was that it included groups that received these same
apomorphine treatments but immediately posttest. In that, these latter groups were always tested
without drug it was surprising to find that the behavioral effects in these groups mirrored the pretest
or conventional paired groups. While the progressive behavioral changes with repeated treatments in
the induction phase in the pretest groups fit nicely with drug sensitization effects the same description
cannot be applied to the immediate posttest groups in that the effects in these groups were obtained in
the non-drug state. A particularly interesting facet of the effects of the repeated treatments in the

induction phase 1s that there were no effects on day 1 for any of the apomorphine groups. For the
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posttest groups this is expected 1n that the testing on day 1. as well as all five of the induction days,
were done under VEH conditions in that the apomorphine treatments were not administered until
after completion of the test sessions. By the second test session however, apomorphine effects were
observed in both the pretest and immediate posttest groups. It needs to be noted that the effects in the
pretest groups represented the effects of a second set of apomorphine 1njections whereas on induction
session 2 the immediate posttest apomorphine treatments effects on behavior were attributable to a
single apomorphine treatment administered posttest the previous day. These same apomorphine
injections given posttest to the delay group the previous day, however, were without effect.

In several previous reporis (de Mello Bastos et al, 2014; Santos et al., 2015; 2017), we
reported that post-test apomorphine admimistered immediately following a 5 min. placement in a
novel environment modified subsequent non-drug behavior in the same environment. To account for
these immediate post-test effects we have suggested that the apomorphine treatments altered the level
of dopamine activity during consolidation and in this way modified the incentive value of the
association. Seemingly, it could be argued that the same process occurred for the pretest apomorphine
treatments. That 1s, the pre-test apomorphine effects on dopamine would be present during
consolidation so that the pretest apomorphine effects on consolidation would be similar to the posttest
apomorphine effects. When considered in this way the delayed onset of the pre-test apomorphine
effects until the second test session and the similarities between the pre-test and immediate posttest
apomorphine effects on the rates of progressive changes induced by pre-test and immediate post-test
apomorphine during induction are consistent. Clearly, at this stage, this analysis 1s only of heunstic
utility and will require rigorous experimental validation.

While the use of electroconvulsive shock (ECS) by Duncan (1949) drew attention to the

importance of the immediate post-trial peniod after a learning trial for memory consolidation, the
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severe and global impact of ECS on brain activity made such a manipulations less useful as a
tool to uncover post-trial processes pertinent to memory. Insight into the various mechanisms
that mediate post-trial treatment memory modulatory effects was developed from a large series
of studies that showed that post-trial pharmacological modification of the post-trial hormonal and
neurotransmitter effects that persist post-trial during consolidation of a learning trial substantially
enhance/impair retention (Gasbarm and Tomaz, 2012; Gold et al., 1982; Messier, 2004;
Foozendaal and McGaugh, 2011).

It has been also suggested that the hormonal and neurotransmitter effects that briefly
continue post-trial are relevant to Pavlovian conditioning (Carey, 1987) in that these effects are a
continuation of the unconditioned response (UCR) present during consolidation and in the case
of aversive conditioning contribute to the emotional intensity of the association. These
considerations are relevant to the present findings in that it has been shown that exposure to
novel stimuli elicits dopamine release (Legault and Wise, 2001). Importantly, (Menezes et al |
2015) has reported that a 5 min. exposure to a novel environment evokes a dopamine release that
persists after removal from the novel environment with the activation of dopaminergic systems
important in associative systems such as the hippocampus. We suggest that the low and high
dose apomorphine treatments we admimstered immediately after removal from the nowvel
environment were in effect paired with the novel environment induced dopamine activation such
that the low dose apomorphine attenuated the dopamine activation and the high dose
apomorphine enhanced the dopamine activation state. In that dopamine inactivation/activation
decreases/enhances the salience/incentive value of stimuli (Beninger, 1983; Koob et al., 1998),
we suggest that the apomorphine induced dopaminergic salience/incentive effects are paired to

the consolidation of the stimulus-response association. That 1s, associations consolidated in a
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state of high dopamine activation have an enhanced salience/incentive value and associations
consolidated in a state of low dopamine activation have a reduced salience/incentive value. That
15, the post-trial low dose of apomorphine would lower the level of dopamine activity during
consolidation such that the incentive value of the novel environment stimuli incorporated into
memory would be diminished and the subsequent behavioral response would similarly be
attenuated. For the post-trial high dose apomorphine treatment, the dopamine activation state
would be elevated and the consolidated novel environment association would be increased in
incentive value and the subsequent behavioral response potentiated.

This analysis 1s different from a direct effect on memory 1n that if the posttest effects 1n
this paradigm were viewed as enhanced/impaired effects on memory the pattern of changes 1n
behavioral activity with repeated treatments would be different than was observed in the present
study. That i1s, an apomorphine pro-dopamine enhancement of memory for the novel
environment would make the environment more familiar and less novel and thereby decrease,
not increase behavioral activity in subsequent tests. Conversely, an apomorphine anti-dopamine
amnestic effect would simply maintain environmental novelty with repeated tests but not
decrease behavioral activity below the initial activity level.

Another point of interest in the present findings was obtained in the sensitization
challenge test. That 1s, while both the pretest and immediate posttest 2.0 APO groups exhibited
sensitization effects in the challenge test the effect was substantially more prominent in the
pretest group. It 1s important to note that the testing protocols for sensitization and conditioning
have important differences. In tests for Pavlovian conditioned drug effects, the conditioned
response 15 assessed in the presence of the conditioned stimuli absent the drug treatment. In

contrast, for sensitization, both the drug treatment and conditioned stimuli are present. Several
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investigators (eg. Carey et al, 2005; Wilkinson et al., 2009) have demonstrated that dmug
treatments can provide drug stimuli that can contribute to the contextual stimulus complex. This
latter consideration is pertinent to the present findings in the challenge test in that the
apomorphine dmg stimuli may have interfered with the association in the posttest group. In order
to address this possibility however 1t would be necessary to have additional 2.0 APO pretest and
posttest groups that were tested with VEH so that the effects of the APD challenge test effects
could be differentiated from the non-drug conditioned effects.

This close correspondence between pre- and post-trial apomorphine effects when paired with
a novel environment does not occur if the test environment 1z highly familiar then the effects of pre-
versus post-trial apomorphine treatments are verv different As we have reported previously (de
Mello Bastos et al., 2014), low'high dose post-tnal apomorphine treatments given immediately after a
3 min exposure to a familiar test environment have no effect on subsequent activity in the test
environment. Evidently_ the environmental expenience has already been consolhidated so that there 1s
no consolidation process for the post-trial dopamine activation induced by the post-trial apomorphine
treatment to interact with. On the other hand, if low/high dose apomorphine treatments are given pre-
test just before a 5 min exposure to a familiar environment, the apomorphine treatments have
prominent behavioral effects in the test environment on the first dmug treatment. The high dose
apomorphine treatment induces behavioral stimulation and conditioning occurs (de Mello Bastos et
al., 2014). In thiz drug treatment/behavioral test arrangement the dopamine activation evoked by a
high dose of apomorphine transforms the habituated stimuli into highly salient and incentive stimuli
analogous to novel environment stimuli and consolidation mechanisms are activated post-trial 1n a

state of heightened dopamine activation. Thus, the high dose apomorphine treatment can transform
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habituated stimuli into salient incentive stimuli and the dopamine stimulant effects can persist post-
trial to modify the consolidation processes.

In conclusion, the present findings indicate that the use of a brief exposure to a novel
environment with pre/post-test drug treatments can provide a useful protocol to examine new ways to
study drug conditioning. In addition, the essential equivalence that was observed between pre- and
immediate post-trial treatments but not delaved posttest treatments points to a potential important role
of drug induced dopaminergic activity during consolidation for the induction of sensitized and

conditioned drug effects that are such important contributors to drug addiction.
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Figure Captions

Figure 1. Means and S. E. M.s for distance travelled (m) durnng the pre-test phase. Figure 1A
presents the locomotor activity over the course of 5 daily 5 min_ tests for each of the vehicle (VEH)
and apomorphine (APQO) groups that recerved APO/VEH injections immediately prior to testing. *
p=0.05 versus all other groups. # p=0.05 day 1 versus dav 5 paired t tests. Figure 1B shows the
activity levels of the VEH and APO groups for the 3 min. VEH conditioning test. * p<=0.03 versus all
other groups. Figure 1C shows the total activity scores of the VEH and APO groups in the 30 min.
2.0 mg'kg apomorphine challenge test. * p <0.05 versus all other groups (ANOVA followed by

Duncan’s multiple range test).

Figure 2. Means and 5. E. M.s for distance travelled (m) during post-test phase. Figure 2A presents
the locomotor activity over the course of 5 daily 5 mn. tests for each of the vehicle and apomorphine
groups that received APO/VEH injections immediately after completion of the test session. * p <0.03
versus all other groups. & p<0.05 day 1 versus day 2 and # day 1 versus dav 5 paired t tests. Figure
2B shows the activity levels of the VEH and APO groups for the 5 min. VEH conditioming test. *p
=0.05 versus all other groups. Figure 2C shows the total activity scores of the VEH and APO groups
in the 30min. 2.0 mg'kg apomorphine challenge test. * p <0.05 versus all other groups (ANOVA

followed by Duncan’s multiple range test).

Figure 3. Means and 5. E. M.s for distance travelled (m) during the post-test delay phase. Figure 3A
presents the locomotor activity over the course of 5 daily 5 min. tests for each of the vehicle and
apomorphine groups that recetved APO/VEH injections 15 munutes after completion of the test

session. Figure 3B shows the activity levels of the VEH and APO groups for the 5 mun. VEH
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conditioning test. Figure 3C shows the total activity scores of the VEH and APO groups in the

30min. 2.0 mg/'kg apomorphine challenge test (ANOVA followed by Duncan’s multiple range test).



Table 1: Experimental design.

Days | 1 2 3 4 5 6 7
Induction Conditioning | Sensitization
Test Test
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Table 2: Experimental groups.
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Imitial Induction Conditioning | Sensitization Final Groups
Groups (1-5 days) Test Test
Pre-test Treatments
Immediate | Immediate Immediate Immediate
Ppre-arena post—arena pPre-arena Pre-arena
VEH VEH VEH VEH Apo20 |PRE-TEST VEH-
APO- | APO-005 | VEH VEH APO-20 |20APO )
0.05 | APO-20 VEH VEH APO-20 |PRE-TESTO0.05APO-
APQO-2.0 20APO
PRE-TEST 2.0APO-
2 0APO
Immediate (I) Post-test Treatments
Immediate | Immediate Immediate Immediate
_Pl"@—al"@ﬂﬂ post—arena pPre-arena pPre-arena
VEH VEH VEH VEH VEH [ POST-TEST VEH-
VEH VEH VEH VEH APO-20 |VEH
APO- VEH APO-0.05 VEH APO-2.0 |IPOST-TEST VEH-
0.05 VEH APO-2.0 VEH APO-2.0 |20APO
APQO-2.0 [POST-TEST
0.05APO-2.0APO
[ POST-TEST 2.0APO-
20APO
15 Min. Delay (D) Post-test Treatment
Immediate 15° min. Immediate Immediate
_Pl"@—al"@ﬂﬂ post—arena pPre-arena Pre-arena
VEH VEH VEH VEH VEH D POST-TEST VEH-
VEH VEH VEH VEH APO-20 |VEH
APO- VEH APO-0.05 VEH APO-20 |DPOST-TEST VEH-
0.05 VEH APO-2.0 VEH APO-2.0 |20APO
APQ-2.0 D POST-TEST
0.05APO-2.0APO
D POST-TEST

2.0APO-2.0APO

VEH=vehicle; APO-0.05=apomorphine 0.05 mg'kg; APO-2 0=apomorphine 2 0 mg'kg; I=

immediate; D= 15 min. delay
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Highlights
* Repeated apomorphine treatment effects on behavior in a novel environment.
* Low and high dose apomorphine conditioned and sensitized locomotor effects.
*  Similar sensitization effects of pre versus immediate post-trial apomorphine.
*  Similar conditioned effects of pre versus immediate post-trial apomorphine.

* No conditioned or sensitization effects with delayed post-trial apomorphine.



DISTANCE TRAVELLED (m)

10

66

IMMEDIATE PRE-TEST TREATMENTS

A
40 —

Induction Phase

—O— PRE-TEST VEH
—— PRE-TEST VEH
—a&— PRE-TEST 0.05APO
—&— PRE-TEST 2.0APO

10

DISTANCE TRAVELLED (m)
S

DAYS

B Conditioning Test

) [ PRE-TEST VEH
[777 PRE-TEST VEH
[0 PRE-TEST 0.05APO

% Bl PRE-TEST 2.0APO

H
H

DISTANCE TRAVELLED (m)
3

3

A4
SRR

i +

GROUPS

Sensitization Test - Intervals Sensitization Test - Total

[ PRE-TEST VEH-VEH

271 PRE-TEST VEH-2.0APO
[ PRE-TEST 0.05AP0-2.0APO
Il PRE-TEST 2.0APO-2.0APO

—O— PRE-TEST VEH-VEH

—&— PRE-TEST VEH-2.0APO
—a&— PRE-TEST 0.05AP0O-2.0APO
—&— PRE-TEST 2.0APO-2.0APO

3
J

*

8

100 -

DISTANCE TRAVELLED (m)
g

20 -

+

1

T T T T T 0

2 3 4 5 6 GROUPS

5 MIN. SUCCESSIVE INTERVALS

Figure 1



DISTANCE TRAVELLED (cm)

&

g
1

3
'

10 -

67

IMMEDIATE (I) POST-TEST TREATMENTS

40 - Induction Phase

—4— | POST-TEST VEH
—_— | POST-TEST VEH
—w— | POST-TEST 0.05APO
—&— | POST-TEST 2.0APO

10 4

DISTANCE TRAVELLED (cm)
-
1

B Conditioning Test

| POST-TEST VEH
| POST-TEST VEH

30 - E==3 | POST-TEST 0.05APO
o B | POST-TEST 2.0APO

10

DISTANCE TRAVELLED (cm)
3
1

(I

|

il

Sensitization Test - Intervals Sensitization Test - Total
~<p— | POST-TEST VEH-VEH [ | POST-TEST VEH-VEH
——&— | POST-TEST VEH-2.0APO [EZ7 | POST-TEST VEH-2.0APO
—w— | POST-TEST 0.05AP0-2.0APO | POST-TEST 0.05AP0-2.0APO
—&— | POST-TEST 2.0APO-2.0APO D 8 | POST-TEST 2.0AP0O-2.0APO
140 -
-
. 3
g
<
»
[=}

1 2 3 4 5 6
5 MIN SUCCESSIVE INTERVALS

Figure 2



DISTANCE TRAVELLED (m)

g

3

—_
=

68

15 MIN. DELAY (D) POST-TEST TREATMENTS

10 -

- A Induction Phase

DISTANCE TRAVELLED (m)
S
|

—O— D POST-TEST VEH
—— D POST-TEST VEH
—aA— D POST-TEST 0.05APO
—&— D POST-TEST 2.0APO

8
1

DISTANCE TRAVELLED (m)
3 8
|
H
i

B Conditioning Test

GROUPS

Sensitization Test - Intervals

140 -

—O— D POST-TEST VEH-VEH
—&— D POST-TEST VEH-2.0APO

—8— D POST-TEST 2.0APO-2.0APO

—&— D POST-TEST 0.05AP0-2.0APO

120 ~

. 3  ———t1 ) T T T 1

1 2 3 4 5 6
5 MIN. SUCCESSIVE INTERVALS

DISTANCE TRAVELLED (m)

Figure 3

(] DPOST-TEST VEH
V773 D POST-TEST VEH

[ D POST-TEST 0.05APO

Il D POST-TEST 2.0APO

Sensitization Test - Total

[] DPOST-TEST VEH-VEH

7771 D POST-TEST VEH-2.0APO
[ D POST-TEST 0.05AP0-2.0APO
Bl D POST-TEST 2.0AP0O-2.0APO

- —
N

GROUPS




69

6. DISCUSSAO GERAL

Interessantemente durante a primeira exposicdo ao ambiente
experimental, dia um da fase de inducao, a resposta comportamental de todos
os diferentes grupos do atual trabalho, incluindo os grupos do Experimento 1 e
do Experimento 2, foi semelhante. O mesmo padréo de resposta poOde ser
verificado em estudos anteriores (SANTOS et al., 2015). Os tratamentos com
apomorfina aplicados imediatamente ap0s ou antes do teste no ambiente
experimental (arena), diferentemente do que ocorrera com tratamentos de
apomorfina aplicados 15 minutos apos o teste, mostraram efeitos estimulantes
ou Iinibitérios marcantes sobre o comportamento locomotor durante as
subsequentes exposicfes as arenas experimentais (fase de inducdo dos
Experimentos 1 e 2). E interessante perceber que, somente depois do primeiro
tratamento com apomorfina aplicado imediatamente apds o teste no ambiente
experimental, e o segundo tratamento com apomorfina aplicado antes do teste
(Experimento 2), foi que os efeitos estimlatérios/ inibitérios se tornaram
evidentes, portanto, tais resultados s6 puderam ser observados a partir do 2° dia
da fase de inducdo em ambos os Experimentos. As divergéncias referentes a
locomocdo obtida pelos diferentes grupos experimentais, aumentaram
significativamente ao longo dos subsequentes dias de testes com apomorfina.

O fato dos tratamentos com o mesmo farmaco, apomorfina,
administrados com um intervalo de 15 minutos ap0s o teste na arena, nao terem
sido capazes de modificar o comportamento locomotor ao longo dos
subsequentes dias de exposicao ao ambiente experimental, supostamente exclui
qualquer outro fator, que ndo esteja relacionado com 0 processo associativo,
para justificar os resultados obtidos em ambos os Experimentos. Além disso, o
retorno do comportamento locomotor aos niveis basais apdés um protocolo de
extincdo, observado ao longo do Experimento 1, € totalmente consistente com o
efeito previsto para um protocolo de condicionamento Pavloviano. Vale ressaltar
que, a resposta comportamental ao ambiente de teste nas sessdes de 5 minutos,
referente tanto aos grupos de veiculo quanto aos que receberam seus
tratamentos com intervalo de 15 minutos, permaneceu essencialmente

inalterada ao longo das fases de indugcéo do Experimento 1 e 2.
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Evidentemente, a exposicdo breve ao novo ambiente de teste
impossibilitou a ocorréncia de habituacéo entre as sessfes experimentais o que
manteve o valor de novidade. Como foi detalhado por Nasello et al. (1998), o uso
da iluminacao de cor vermelha na arena experimental promove elevado nivel de
comportamento exploratorio e essa consideracdo, juntamente com fator da
novidade, podem explicar a persisténcia da atividade locomotora ao longo das
repetidas e breves exposic6es ao campo aberto (arena). Essa estabilidade, na
linha de base comportamental, fortalece a interpretagéo de que ocorrera de fato
um condicionamento entre o0s efeitos da apomorfina, administrada
imediatamente apos os testes (durante as fases de inducdo dos Experimentos 1
e 2), e 0 ambiente experimental. Vale ressaltar que possibilidades alternativas
como retardamento ou facilitagdo do processo de habituagdo parecem
insustentaveis para justificar os dados atuais, uma vez que ndo houve qualquer
evidéncia do mesmo para as respostas comportamentais referentes a todos os
grupos controles.

Vale observar que o resultado indicativo de recuperagdo espontanea
(PAVLOV, 1928), observado no Experimento 1, tenha ocorrido de forma restrita
aos 5 min iniciais do teste de habituacdo de 30 min (teste final). Tal fato sugere
que, os tratamentos administrados imediatamente apds o teste na arena
experimental, responsaveis pela inducdo de efeitos associativos, foram
especificos no que tange a exposicéo inicial ao ambiente de teste, em detrimento
de uma associacdo de carater mais geral referente as pistas contextuais. De
maneira mais ampla, a ocorréncia do fendmeno de recuperacdo espontanea é
extremamente significativo no que diz respeito ao condicionamento relacionado
ao uso de drogas, uma vez que o protocolo de extingdo é amplamente utilizado
como método de tratamento para dependéncia quimica (KAPLAN et al., 2011).
Sendo assim, a recuperacao espontanea € um fator limitante importante no que
se refere a eficacia do processo de extingdo como um protocolo de tratamento.

Ja fora previamente documentado que, a exposicdo a um novo
ambiente € capaz de ativar as vias dopaminérgicas mesolimbica e mesocortical
no sistema nervoso central que, por sua vez compreendem importantes
estruturas cerebrais relacionadas com 0s mecanismos de recompensa e
motivagéo (LEGAULT e WISE, 2001). Em estudos anteriores, fora demonstrado

que os efeitos estimulantes agudos provocados pela cocaina ocorrem em
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ambientes experimentais que representem novidade, entretanto, 0 mesmo néo
acontece em ambientes experimentais com 0S quais 0S Sujeitos estejam
previamente habituados (CAREY et al.,, 2005; CAREY e DAMIANOPOULOS,
2006). De fato, fora demonstrado que a resposta estimulante induzida pela
cocaina pode ser atenuada por uma habituacdo extensiva ao ambiente
experimental. Como, reconhecidamente, a eficacia de uma resposta locomotora
excitatéria da cocaina depende da liberacdo de dopamina, os resultados do
presente estudo s&o consistentes com uma elevada liberagdo de dopamina
devido ao fato do ambiente experimental representar uma novidade, entretanto,
a liberacdo dopaminérgica é consideravelmente mais fraca quando ocorre
habituacdo ao ambiente experimental.

Vale ressaltar que existe uma diferenca importante entre o processo de
condicionamento por drogas convencional (protocolo de condicionamento de
atraso) e o protocolo de condicionamento por drogas cujos tratamentos ocorrem
apos o teste no ambiente experimental (condicionamento de traco). Tal diferenca
esta relacionada a forma como se da a ligacdo entre as pistas contextuais e o
farmaco em questdo. Em contraste com o condicionamento farmacolégico
contextual convencional, em que o estado fisiolégico provocado pelo farmaco
ocorre na presenca de pistas contextuais, no condicionamento farmacoldgico de
traco, a resposta farmacolégica nunca é experimentada no ambiente do teste. O
problema mais frequente do protocolo convencional refere-se as contribuicées
dos estimulos da droga para as pistas contextuais ocorrendo assim a
sobreposicao entre o estimulo incondicionado e o estimulo neutro (CAREY et al.,
1999; WANG et al., 2013). Este ultimo fator € de suma importancia em relagédo a
contribuicdo das pistas ambientais para o desenvolvimento de uma resposta
condicionada. No condicionamento convencional produzido por agonistas
dopaminérgicos, o estado de ativacdo dopaminérgica, induzido pelo tratamento
medicamentoso, pode adquirir propriedades de incentivo para o complexo de
pistas contextuais, constituido tanto pelas pistas externas quanto pelas pistas
geradas pelo estado fisiolégico do medicamento. Consequentemente, um teste
de condicionamento conduzido na presen¢a da mesma situagdo ambiental, mas
na auséncia dos sinais do estado medicamentoso, representa apenas um

conjunto parcial das pistas contextuais.
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Para o presente trabalho é importante observar que, 0S grupos
experimentais, cujos tratamentos farmacolégicos foram realizados
imediatamente apds o teste, nunca estiveram sob o efeito da droga quando
dentro da arena experimental. Entretanto, os efeitos comportamentais expressos
por esses grupos, se equipararam as respostas comportamentais obtidas pelos
grupos associados que, por sua vez, obedeciam ao protocolo pavloviano
convencional, isto é, cujos tratamentos farmacoldgicos antecederam o teste no
ambiente experimental (Experimento 2). Em trabalhos anteriores do nosso
laboratério (de MELLO BASTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2015; 2017), foi
observado que tratamentos com apomorfina administrados imediatamente apos
uma sessao experimental com 5 minutos de duracdo em um ambiente de teste
novo, foram capazes de modificar a resposta comportamental em uma
subsequente sessdo no mesmo ambiente experimental sem a utilizacdo da
droga. Para explicar esses efeitos obtidos através do protocolo de
condicionamento de traco, sugerimos que 0s tratamentos com apomorfina foram
capazes de alterar o nivel de atividade da dopamina durante o processo de
consolidacdo da memoaria e, desse modo, modificaram o valor de incentivo da
associacdo. Aparentemente, 0 mesmo processo poderia justificar os efeitos
obtidos pelos tratamentos com apomorfina antes do teste no ambiente
experimental (protocolo de atraso), uma vez que os efeitos da apomorfina sobre
a dopamina estariam presentes durante o processo de consolidacao, portanto,
os efeitos dos tratamentos “pré-teste” sobre a consolidagao seriam similares aos
produzidos pelos tratamentos aplicados imediatamente ap6s o teste. Tal
argumento parece fazer sentido uma vez que, o efeito referente aos tratamentos
“pré-teste” com apomorfina s6 pode ser observado a partir da segunda sesséo
experimental da fase de inducdo do Experimento 2. Outro fato importante que
corrobora para 0 mesmo argumento, diz respeito as similaridades observadas
quanto as mudancas progressivas na resposta comportamental, obtidas ao
longo dos 5 dias da fase de inducdo (Experimento 2), para ambos os protocolos
de tratamentos com apomorfina.

A compreensao sobre os diversos mecanismos envolvidos com o0s
efeitos moduladores que os tratamentos apds o teste exercem sobre a memoria,
foi desenvolvida através de uma ampla gama de estudos. Tais estudos

demonstraram que tratamentos farmacolégicos, aplicados dentro de um
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protocolo de “pds-teste”, sdo capazes de modificar a expressdao de efeitos
hormonais e de neurotransmissores que, por sua vez, podem melhorar ou
prejudicar o processo de consolidacao da memaoria (GASBARRI e TOMAZ, 2012;
GOLD et al.,, 1982; MESSIER, 2004; ROOZENDAAL e MCGAUGH, 2000;
DUNCAN, 1949).

Foi sugerido que os efeitos hormonais e de neurotransmissores que
persistem por um breve periodo apdés o teste sdo relevantes para o
condicionamento pavloviano (CAREY, 1987), na medida em que tais efeitos
representam uma continuacao da resposta incondicionada (RI) presente durante
o processo de consolidacdo e, portanto, contribuem para a intensidade da
associacdo. Essas consideracdes sao relevantes para os achados do presente
estudo, uma vez que a exposi¢cdo a novos estimulos provoca a liberacdo de
dopamina (LEGAULT e WISE, 2001). E interessante ressaltar que (MENEZES
et al., 2015) relataram que uma exposicdo breve de 5 minutos a um novo
ambiente evoca uma liberacdo de dopamina capaz de persistir apos a remocao
do individuo desse ambiente, com a ativacao de vias dopaminérgicas envolvidas
com importantes estruturas cerebrais e sistemas associativos, como o0
hipocampo. Para o presente estudo sugerimos que os tratamentos com dose
baixa e elevada de apomorfina, administradas imediatamente apds a remocao
do animal da arena (ao longo das fases de inducdo dos Experimentos 1 e 2),
foram associadas com a ativacdo dopaminérgica induzida pelo ambiente de teste
(que por sua vez nao perdeu a caracteristica da novidade) de tal forma que, a
dose baixa de apomorfina atenuou a ativacdo da dopamina e a dose elevada de
apomorfina aumentou o estado de ativagdo da dopamina. Uma vez que a
inativacao ou ativagdo da dopamina diminui ou aumenta o valor de saliéncia ou
incentivo dos estimulos (BENINGER, 1983; KOOB et al., 1998), sugerimos que
os efeitos de saliéncia e incentivo dopaminérgicos, induzidos pela apomorfina,
sao, portanto, associados ao processo de consolidacdo da associacao existente
entre estimulo e resposta. Dessa forma, as associa¢cdes consolidadas em um
estado de elevada ativacdo dopaminérgica possuem valores de incentivo e
saliéncia refor¢cados, ao passo que, associagdes consolidadas em um estado de
baixa ativacdo dopaminérgica possuem valores reduzidos. Seguindo esse
raciocinio, a dose baixa de apomorfina, aplicada imediatamente apds o teste,
diminuiria o nivel de atividade da dopamina durante o processo de consolidacao,



74

de modo que, o valor de incentivo dos novos estimulos ambientais incorporados
a memoria seria diminuido e a subsequente resposta comportamental seria
similarmente atenuada. Para o tratamento com doses altas de apomorfina,
aplicados imediatamente apos o teste, 0 estado de ativacdo da dopamina seria
elevado e a associacdo consolidada referente ao ambiente novo seria
aumentada quanto ao seu valor de incentivo e, consequentemente, a
subsequente resposta comportamental seria potencializada.

Outro ponto interessante foi observado no teste de sensibilizacéo
realizado no ultimo dia do Experimento 2 do presente estudo. Embora, na fase
de inducdao, tanto o grupo que recebera seu tratamento com apomorfina na dose
de 2,0 mg/kg antes do teste na arena, quanto o grupo que recebera seu
tratamento com apomorfina na mesma dose imediatamente apos o teste, tenham
exibido uma resposta locomotora sensibilizada (durante o teste de
sensibilizacdo), o efeito foi substancialmente mais proeminente no grupo preé-
teste. E importante ressaltar que os protocolos de teste para sensibilizacéo e
condicionamento possuem diferencas substanciais. Em testes para avaliar os
efeitos farmacoldgicos condicionados de Pavlov (Teste de condicionamento do
Experimento 2), a resposta condicionada é avaliada exclusivamente na presenca
dos estimulos condicionados, sem que o tratamento farmacologico esteja
presente. Em contraste, para sensibilizagéo, tanto o tratamento medicamentoso
quanto os estimulos condicionados estédo presentes. Alguns trabalhos prévios
(CAREY et al.,, 2005; WILKINSON et al.,, 2009) demonstraram que 0sS
tratamentos farmacoldgicos podem fornecer estimulos medicamentosos que, por
sua vez, podem contribuir para 0 complexo de estimulo contextual. Essa
consideracao é importante para a interpretacdo dos dados obtidos no teste de
sensibilizacdo do Experimento 2, uma vez que, os estimulos incondicionados da
apomorfina podem ter interferido no processo de associacao. A fim de melhor
abordar esta possibilidade, no entanto, seria necessario dispor de outros grupos
APO 2.0 pré-teste e pos-teste que, durante o teste de sensibilizacdo fossem
testados com veiculo de modo que, os efeitos provocados pela aplicacdo de
apomorfina na dose de 2,0 mg/kg, nesse ultimo teste, possam ser diferenciados
dos efeitos exclusivos do condicionamento.

Essa estreita correspondéncia entre as respostas comportamentais,

observadas no presente estudo, obtidas através dos tratamentos com
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apomorfina tanto no protocolo de condicionamento de atraso (pré-teste), quanto
no protocolo de condicionamento de traco (pOs-teste), ndo ocorreria se 0
ambiente de teste fosse familiar aos animais. Neste caso, os resultados obtidos
através da comparacao entre os efeitos dos tratamentos pré-teste de apomorfina
com os efeitos dos tratamentos poés-teste, seriam muito diferentes. Como
relatado previamente (de MELLO BASTOS et al., 2014), os tratamentos com
dose baixa / elevada de apomorfina, administrados imediatamente ap0s uma
exposicdo de 5 min a um ambiente de teste familiar, sdo incapazes de afetar a
atividade comportamental subsequente no mesmo ambiente de teste.
Evidentemente, nesse caso, a experiéncia ambiental jA fora previamente
consolidada e, portanto, ndo ha processos de consolidacdo passiveis de
interacdo com a atividade dopaminérgica induzida pelos tratamentos com
apomorfina aplicados imediatamente ap6s o teste. Por outro lado, se o0s
tratamentos com dose elevada de apomorfina forem administrados antes da
exposicao de 5 minutos a um ambiente familiar, os efeitos comportamentais
observados serdo proeminentes. A ativacdo dopaminérgica evocada pela dose
elevada de apomorfina € capaz de transformar os estimulos habituados em
estimulos de incentivo altamente salientes, analogos aos estimulos provocados
pelo fator da novidade de um ambiente nao familiar, e, portanto, os mecanismos
de consolidacdo séo ativados. Dessa forma, o tratamento com doses elevadas
de apomorfina é capaz de transformar estimulos habituados em estimulos
salientes de incentivo e os efeitos estimulantes da dopamina podem persistir

apos o teste para modificar os processos de consolidacao.
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. CONCLUSAO

As recentes descobertas de que os efeitos comportamentais induzidos pelas
administracdes de apomorfina imediatamente apos o teste, sofrem extincao
e recuperacao espontanea parecem consistentes com as caracteristicas do
condicionamento pavloviano.

O protocolo de condicionamento de traco, parece ser uma maneira eficiente
de induzir efeitos condicionados a droga sendo relevante para a génese e
manutenc¢ao das propriedades abusivas das mesmas.

Os resultados obtidos no presente estudo também indicam que, o uso de uma
breve exposicdo a um novo ambiente com tratamentos farmacoldgicos pré /
pés-teste, pode fornecer um protocolo Util para examinar novas formas de
estudar o processo de condicionamento induzido por drogas.

A equivaléncia da resposta condicionada e sensibilizada obtida tanto pelo
protocolo de condicionamento de atraso, quanto pelo protocolo de
condicionamento de traco, mas que nao pdéde ser observada nos tratamentos
gue ocorreram 15 minutos apos o teste na arena experimental, aponta para
um papel importante desempenhado pela atividade dopaminérgica, induzida
pelo farmaco, durante o processo de consolidacao da memodria.
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