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RESUMO

A dependéncia quimica € classificada como um transtorno psiquiatrico de carater
cronico, progressivo, marcada pela necessidade incontrolavel de usar a droga
de forma compulsiva. Tal transtorno pode produzir varios prejuizos as fungdes
cerebrais ligadas a cognicdo, tais como: emocdes; memoéria e aprendizado; e
motivagédo. No decorrer da doenga sao muito comuns as reincidivas dos
sintomas, ou recaidas, o0 que torna a terapia dificil e desafiadora. Existem
diferentes familias de drogas de abuso que produzem dependéncia. Varias delas
possuem em comum a capacidade de aumentar a liberacdo de dopamina em
estruturas do sistema de recompensa cerebral e alterar de forma molecular e
duradoura estes circuitos. Dentre as drogas de abuso, a morfina € um analgésico
agonista opioide que apresenta um grande potencial para produzir dependéncia.
Ela atua de modo a ativar receptores opioides mi na area tegmentar ventral,
levando a ativacdo da via mesocorticolimbica e a liberacdo de dopamina em area
ligada aos circuitos de recompensa. A neurobiologia da dependéncia é
multifatorial e envolve fatores ambientais e genéticos. Estudos comportamentais
demonstraram a existéncia de dois processos que atuam na génese e
manutencao da dependéncia quimica. O primeiro deles é o condicionamento no
gual o ambiente ou pistas ambientais associadas a ingestdo das drogas podem
desencadear um efeito semelhante a droga e induzir um desejo intenso de
consumo ou a recaida, e o segundo é a sensibilizacdo comportamental,
caracterizada pelo aumento progressivo de uma determinada resposta
comportamental, quando a mesma dose da droga € administrada. Drogas de
abuso tém grande capacidade de induzir o condicionamento e sensibilizacao,
devido aos seus efeitos estimulantes dopaminérgicos. A associacdo desses
efeitos sdo os maiores desafios no tratamento da dependéncia e na sua reducao
- foco crucial no tratamento. Existem teorias que relacionam o processo de
recaida em consequéncia da formacéo de memoérias associadas a droga. Essas
memoérias podem manter os comportamentos de busca e consumo de drogas,
acarretando o comportamento de procura pela droga no periodo de abstinéncia.
Sabe-se que as memorias consolidadas retornam ao seu estado vulneravel e
precisam passar por um novo processo de estabilizacdo, que depende da
sintese proteica e de outros mecanismos moleculares, chamado de processo de
reconsolidacdo. Assim sendo, manipulacdes dopaminérgicas que visem o
blogueio e/ou atenuacdo do desenvolvimento de memaria, condicionamento e
sensibilizacdo podem interferir na dependéncia quimica. O objetivo do trabalho
foi avaliar se o tratamento antidopaminérgico utilizando a apomorfina na dose de
0,05 mg/kg, prejudicaria/atenuaria a consolidacdo da memoria e expresséo dos
processos de condicionamento e sensibilizagdo comportamental induzidos por
morfina na dose de 10,0 mg/kg. Para analisar tais efeitos, o trabalho foi dividido
em dois experimentos, contando com as etapas de: habituacao, fase de inducéo,
retirada, teste de condicionamento e teste de sensibilizacdo. No experimento 1,
a fase de inducéo teve duracéo de cinco dias, nos quais, 0s animais receberam
um tratamento pré-arena de morfina (10,0 mg/kg) ou veiculo, apés serem



retirados da arena experimental, imediatamente um grupo de animais recebeu o
tratamento pos-arena com apomorfina (0,05 mg/kg) ou veiculo. O mesmo
tratamento pds-arena, foi administrado em outro grupo de animais, mas foi
esperado passar 15 minutos apos serem retirados da arena. Posteriormente,
ocorreu a fase de retirada e, em dias distintos, foram desenvolvidos os testes de
condicionamento, retirada e teste de sensibilizagdo comportamental. Ja no
experimento 2, a fase de inducéo teve duracéo de 10 dias, nos quais, 0s animais
receberam um tratamento pré-arena de morfina (10 mg/kg) ou veiculo, apos
serem retirados da arena experimental, imediatamente um grupo de animais
recebeu o tratamento pos-arena com apomorfina (0,05 mg/kg) ou veiculo. Nesse
experimento, ndo teve o grupo que recebeu o tratamento 15 minutos apds o0s
animais serem retirados da arena. Foram aplicadas as mesmas metodologias do
experimento 1 para as demais fases. Os resultados mostraram que a morfina
produz condicionamento e sensibilizacdo, fortalecendo a consolidagédo da
memodria. E os tratamentos farmacol6gicos administrados durante o periodo da
reconsolidacéo prejudicam a consolidagcdo da meméria. Tomados juntos, 0s
resultados sugerem que manipulacées na reconsolidacdo da meméria podem
ser uma ferramenta (til no tratamento da dependéncia quimica.

Palavras-chave: Dependéncia Quimica; Morfina; Condicionamento;
Sensibilizacéo; Consolidacdo da Memoria.



ABSTRACT

Drug addiction is classified as a chronic, progressive psychiatric disorder marked
by the uncontrollable need to use the drug compulsively. Such a disorder can
produce several damages to brain functions linked to cognition, such as;
emotions, memory and learning and motivation. During the course of the disease,
recurrences of symptoms or relapses are very common, which makes therapy
difficult and challenging. There are different families of addictive drugs of abuse.
Several of them have in common the ability to increase the release of dopamine
in structures of the brain reward system and alter these circuits in a molecular
and lasting way. Among the drugs of abuse, morphine is an opioid agonist
analgesic that has great potential for producing addiction. It acts in a way to
activate mi opioid receptors in the ventral tegmental area, leading to activation of
the mesocorticolimbic pathway and the release of dopamine in an area linked to
the reward circuits. The neurobiology of addiction is multifactorial and involves
environmental and genetic factors. Behavioral studies have demonstrated the
existence of two processes that act in the genesis and maintenance of drug
addiction. The first is conditioning in which the environment or environmental
cues associated with drug ingestion can trigger a drug-like effect and induce an
intense desire to consume or relapse, and the second is behavioral awareness,
characterized by the progressive increase in a certain behavioral response, when
the same dose of the drug is administered. Abuse drugs have a great capacity to
induce conditioning and sensitization, due to their dopaminergic stimulating
effects.The association of these effects are the biggest challenges in the
treatment of addiction and its reduction - a crucial focus in treatment. There are
theories that relate the relapse process as a result of the formation of memories
associated with the drug. These memories can maintain drug-seeking and drug-
taking behaviors, leading to drug-seeking behavior in the period of abstinence. It
is known that consolidated memories return to their vulnerable state and need to
undergo a new stabilization process, which depends on protein synthesis and
other molecular mechanisms, called the reconsolidation process.Therefore,
dopaminergic manipulations aimed at blocking and/or attenuating the
development of memory, conditioning and sensitization can interfere with
chemical dependence. The objective of the study was to evaluate whether
antidopaminergic treatment using apomorphine at a dose of 0.05 mg / kg, would
impair / attenuate the consolidation of memory and expression of the conditioning
and behavioral sensitization processes induced by morphine at a dose of 10.0
mg / kg. To analyze these effects, the work was divided into two experiments,
with the stages: habituation, induction phase, withdrawal, conditioning test and
sensitization test. In experiment 1, the induction phase lasted 5 days, in which,
the animals received a pre-arena treatment of morphine (10.0 mg/ kg) or vehicle,
after being removed from the experimental arena, immediately a group of
animals, received the post-arena treatment with apomorphine (0.05 mg / kg) or
vehicle. The same post-arena treatment was administered to another group of
animals, but it was expected to pass 15 minutes after being removed from the
arena. Subsequently, the withdrawal phase took place, and on different days,
conditioning, withdrawal and behavioral awareness tests were developed. In
experiment 2, the induction phase lasted 10 days, in which, the animals received
a pre-arena treatment of morphine (10 mg / kg) or vehicle, after being removed



from the experimental arena, immediately a group of animals, received post-
arena treatment with apomorphine (0.05 mg / kg) or vehicle. In this experiment,
there was no group that received the treatment 15 minutes after the animals were
removed from the arena. The same methodologies as in experiment 1 were
applied for the other phases. The results showed that morphine produces
conditioning and sensitization, strengthening the consolidation of memory. And
the pharmacological treatments administered during the period of
reconsolidation, impair the consolidation of memory. Taken together, the results
suggest that manipulations in memory reconsolidation may be a useful tool in the
treatment of chemical dependency.

Keywords: Drug addiction; Morphine; Conditioning; Awareness; Consolidation
of Memory.
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1. INTRODUCAO

A dependéncia quimica, também chamada de transtorno por uso de
substancias, € uma doenca crbnica caracterizada pela busca e uso compulsivo de
substancias psicoativas, apesar das consequéncias prejudiciais. A decisao inicial de
usar a substancia é voluntaria para a maioria das pessoas, mas 0 uso repetido pode
levar as mudancas cerebrais que desafiam o autocontrole e interferem na capacidade
de resistir aos impulsos intensos do uso da substancia. Essas alteragOes cerebrais
podem ser persistentes e € por isso que a dependéncia quimica é considerada uma
doenca "recidivante"”, pacientes em recuperacao tém maior risco de voltar ao uso das
substancias mesmo depois de anos de abstinéncia.

A utilizacdo de substancias psicoativas, quer sejam licitas ou ilicitas, tornou-se
um problema de salude em nivel mundial. Segundo o ultimo Relatério Mundial Sobre
Drogas (2020), divulgado pelo Escritério das Nacdes Unidas Sobre Drogas e Crime
(UNODC), cerca de 269 milhdes de pessoas usaram drogas no mundo em 2018, um
aumento de 30% em comparacao com o nao de 2009. Além disso, mais de 35 milhdes
de pessoas sofrem de transtornos associados ao uso de drogas.

Quando as pesquisas com metodologias adequadas foram iniciadas para se
investigar as causas do comportamento do paciente dependente quimico, acreditava-
se que essa doenca era de cunho moral, ou seja, as pessoas que desenvolviam essa
doenca eram de alguma forma, moralmente deficientes ou careciam de forca de
vontade. A superacdo ou a cura, portanto, envolvia métodos como puni¢cdo aos
malfeitores ou, alternativamente, encoraja-los a reunir for¢ca de vontade para quebrar
um habito. O consenso cientifico mudou desde entdo. Hoje se reconhece a
dependéncia quimica como uma doenga cronica que altera tanto a estrutura quanto a
funcéo do cérebro. Assim como as doencas cardiovasculares prejudicam o coragéo e
o diabetes prejudica o pancreas, a dependéncia quimica sequestra o cérebro.

Com o0 avanc¢o das pesquisas, descobriu-se que o cérebro registra todos os
prazeres da mesma maneira, sejam eles originados de uma substancia psicoativa,
uma recompensa monetaria, um encontro sexual ou uma refeicdo satisfatoria. No

cérebro, o prazer tem uma assinatura distinta: a liberagdo do neurotransmissor
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dopamina no nucleus accumbens. A liberacdo de dopamina no nucleus accumbens é
tdo consistentemente ligada ao prazer que essa area cerebral ficou conhecida como
o centro de prazer do cérebro. Todas as substancias que produzem dependéncia, da
nicotina a heroina, produzem um aumento de dopamina no nucleus accumbens. E, o
aumento de dopamina produzido por substancias psicoativas é muito maior do que o
aumento produzido pelas recompensas naturais (comida, agua, sexo).

Acreditou-se por muito tempo que a experiéncia do prazer produzida pelas
substancias psicoativas era 0 mecanismo principal da dependéncia. Assim, pesquisas
foram direcionadas na tentativa de diminuir ou bloquear o aumento da DA no sistema
de recompensa cerebral e, com isso, atenuar ou eliminar a dependéncia. Entretanto,
essas estratégias terapéuticas nao surtiram o efeito desejado. Pesquisas recentes
sugerem que a situacdo é mais complicada. A dopamina ndo apenas contribui para a
experiéncia do prazer, mas também desempenha um papel na aprendizagem e na
memoéria, dois elementos-chave na transicdo do uso recreacional para 0 USO
compulsivo.

De acordo com a teoria atual sobre a dependéncia (HYMAN, 2005), a dopamina
interage com outro neurotransmissor, o glutamato, para assumir o controle do sistema
de aprendizado relacionado a recompensa do cérebro. Este sistema tem um papel
importante na sustentacdo da vida porque vincula as atividades necessarias para a
sobrevivéncia (como comer e sexo) com prazer e recompensa. O circuito de
recompensa cerebral inclui areas envolvidas com motivacdo e memaoria, bem como
com prazer. Substéncias psicoativas estimulam o mesmo circuito e entdo o
sobrecarregam. Assim, se reconhece que a dependéncia quimica é uma doenca da
aprendizagem e memoria.

A dificuldade no tratamento da dependéncia quimica estd na propensédo a
recaida mesmo depois de um longo periodo sem utilizacdo das substancias. Acredita-
se gue estimulos, internos ou externos, associados aos efeitos das substancias, tém
a capacidade de evocar memoarias, produzindo um desejo pela substancia mesmo
durante a abstinéncia e, assim, precipitar a recaida. Em toda essa fenomenologia ha
a participacdo de mecanismos de aprendizagem associativa, pelos quais as drogas

podem atuar como estimulos incondicionados ou reforcadores. Ha também a
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participagcdo de processos psicologicos pelos quais os estimulos podem ser
consolidados em sistemas de memaria para serem evocados posteriormente. Quando
esses estimulos sdo evocados juntamente com fendmenos subjetivos, como por
exemplo, o desejo (craving), h4 a formacdo do habito de busca e consumo das
substéancias psicoativas.

A consolidacdo da memoria € o processo pelo qual as informagfes recém-
adquiridas passam por uma estabilizacdo para serem armazenadas
permanentemente (LECHNER et al., 2016), ou seja, ha a formacdo de uma memaria
de curta duracdo ao se experimentar os efeitos da droga somados ao contexto
ambiental, e @ medida em que ocorre esta associacdo, a memadria de curta duracdo
sofre modifica¢des bioquimicas e se transforma em memaria de longa duracao, sendo
esse processo caracterizado como consolidacdo da memoria.

J& esta bem estabelecido na literatura que fatores ambientais associados aos
efeitos produzidos pela droga favorecem a manutencdo do quadro da dependéncia
guimica, posto que dois processos importantes estejam envolvidos no fortalecimento
da dependéncia. O primeiro é o processo de condicionamento pavloviano, sendo esse
um tipo de aprendizagem associativa na qual ocorre uma mudang¢a comportamental
na medida em que o individuo/animal interage com o ambiente (arena experimental).
O segundo € o processo de sensibilizacdo comportamental, que se desenvolve a partir
de administracdes repetidas da droga, nas quais ocorre um aumento progressivo dos
efeitos no decorrer dos dias, mesmo quando se utiliza a mesma concentracdo da
droga.

Estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa nos mostram que o
condicionamento e a sensibilizacdo podem ser enfraguecidos por um protocolo
conhecido como tratamento de reconsolidagcdo da memadria (BASTOS et al., 2014;
SANTOS et al., 2015; LEITE et al., 2019). O processo de reconsolidagcdo da memoria
ocorre quando as memoarias ja consolidadas sao evocadas e, nesse momento, as
memoérias ficam labeis e susceptiveis as mudancas (BESNARD et al.,, 2012). A
explicagdo para isso € que apoOs a desestabilizagdo, as memorias precisam ser
reconsolidadas, passando assim para um estado estavel e, dessa forma, podem

continuar existindo. Tal mecanismo cerebral, provavelmente reflete a natureza
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dindmica do fortalecimento da fixacdo das memarias de longo prazo (consolidagéo da
memoéria). Vale ressaltar que a estabilizacdo inicial de um traco de memodria via
consolidacéo é necessaria para sua persisténcia e, quando for necessario acessa-la,
entretanto, o processo de reconsolidacdo pode ser necessario para manter a
relevancia de tragcos de memdria, pois esses estdo em continua modificacdo (LEE,
2009; LEE et al., 2017).

A pesquisa desenvolvida por Bastos e colaboradores (2014) mostrou o
desenvolvimento e a expressdo da sensibilizacdo comportamental e do
condicionamento quando a apomorfina na dose de 2,0 mg/kg foi administrada nos
animais antes da exposicao a arena experimental. No entanto, estes resultados foram
atenuados quando se administrou apomorfina na dose de 0,05 mg/kg imediatamente
ap0s uma exposicao breve (cinco minutos) ao ambiente experimental, utilizando o
protocolo de reconsolidacdo da memoria. Ressaltando ainda que, o protocolo de
reconsolidacéo s6 produziu efeito quando foi administrado imediatamente apés os
animais serem retirados da arena experimental, ou seja, dentro da “janela de
reconsolidagao”. Foi observado também que a administracdo de apomorfina 0,05
mg/kg, 15 minutos apés a exposi¢cdo dos animais a arena experimental, ndo surtiu
efeito, desse modo, os animais ndo apresentaram mudangas comportamentais. Vale
ressaltar que, a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg estimula, em sua maioria, 0s
receptores dopaminérgicos do tipo D2 pré-sinépticos, refletindo sua agéo inibitoria na
liberacdo da dopamina. Observa-se ainda no mesmo experimento, uma reducao na
atividade locomotora dos animais nos grupos que receberam apomorfina 0,05 mg/kg
imediatamente apOs a exposicdo ao ambiente experimental.

Em continuagédo da pesquisa realizada por Bastos e colaboradores (2014), o
presente trabalho estudou se o tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg imediatamente
apos o término da sesséo experimental, ou seja, dentro da janela de consolidacéo,
enfraquecera uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada, produzida por
morfina 10 mg/kg. A morfina é classificada como um agonista exégeno dos receptores
opioides e sua acgdo analgésica a faz ser indicada para o tratamento das dores
cronicas e intensas. Entretanto, o seu potencial para produzir dependéncia limita o

seu uso clinico. Na area tegmentar ventral (VTA), a morfina atuando nos seus
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receptores p-opioides localizados em neurbnios gabaérgicos, inibe a liberagdo do
neurotransmissor GABA, o que resulta na desinibicdo dos neurdnios dopaminérgicos,
levando o aumento desse neurotransmissor no nucleo accumbens (PIERCE e
KUMARCSAN, 2006; DARBANDI et al., 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho busca uma maior compreensao dos
efeitos da morfina na formacdo de uma memoria associativa a droga e o
enfraguecimento de uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada por meio

da manipulagéo farmacolédgica durante o processo de consolidagdo da memoria.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Geral

Avaliar se o tratamento antidopaminérgico utilizando a apomorfina na dose de
0,05 mg/kg prejudicard a consolidagdo da memoaria, condicionamento, e sensibilizacdo

comportamental produzidos previamente por morfina na dose de 10,0 mg/kg.

2.2 - Especificos:

a) Produzir o desenvolvimento de uma resposta locomotora condicionada e
sensibilizacdo por meio da administracdo da morfina na dose de 10,0 mg/kg, utilizando

um protocolo de condicionamento pavloviano de atraso.

b) Verificar se o tratamento com apomorfina na dose de 0,05 mg/kg, na janela de
consolidacdo da memoria, serd capaz de atenuar ou bloguear o desenvolvimento e a
expressdo da sensibilizagdo comportamental e condicionamento previamente

produzido por morfina 10 mg/kg.

c) Verificar se a magnitude da resposta produzida pelo protocolo de tratamento de
consolidacdo da memoéria ira variar em funcdo do tempo decorrido para a
administracdo dos tratamentos. Para isso, um grupo receberd os tratamentos
imediatamente apds o término da sessdo experimental e outro grupo recebera os

tratamentos 15 minutos apés o término.

d) Verificar se a magnitude da resposta produzida pelo protocolo de tratamento de
consolidacdo da memdria continuara produzindo seu efeito, mesmo quando
administrado em ratos previamente sensibilizados e condicionados em periodo de 10

dias na fase de inducéao.
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3. HIPOTESE

A diminuicéo na atividade da dopamina durante o processo de consolidacdo da
memoria prejudicara as associacdes com as pistas contextuais afetando o
desenvolvimento e a expressdo de uma resposta locomotora sensibilizada e

condicionada produzida por morfina 10,0 mg/kg.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 A Dependéncia Quimica e os Processos de Aprendizagem e Memoria

A dependéncia quimica é conceituada como o uso compulsivo de substancias
psicoativas, apesar das consequéncias negativas. Os objetivos dos pacientes
dependentes se restringem a obter, usar e se recuperar de drogas, apesar do fracasso
em papéis vitais, doenca médica, riscos de encarceramento e outros problemas. Uma
caracteristica importante da dependéncia € a sua persisténcia (HSER et al., 2001,
MCLELLAN ET AL., 2000). Embora alguns individuos possam interromper o uso
compulsivo de tabaco, alcool ou drogas ilegais por conta propria, para um grande
namero de individuos tornados vulneraveis por fatores genéticos e ndo genéticos
(MERIKANGAS et al.,, 1998; KENDLER et al., 2003; RHEE et al., 2003), a
dependéncia quimica prova ser uma condi¢cdo recidivante, crbnica e recorrente
(MCLELLAN et al., 2000). O problema central no tratamento da dependéncia € que
mesmo apos periodos prolongados sem drogas, bem apo6s o ultimo sintoma de
abstinéncia ter diminuido, o risco de recaida, muitas vezes precipitada por sinais
associados as drogas, permanece muito alto (WIKLER e PESCOR, 1967; O'BRIEN et
al., 1998).

Nos distarbios de memoria costumam serem consideradas apenas condicdes
gue envolvam a perda de memoria, mas e se 0 cérebro lembrar muito ou registrar
associacOes patolégicas com muita forca? Durante a ultima década, os avancos na
compreensao do papel da dopamina na aprendizagem relacionada a recompensa
(SCHULTZ et al., 1997) contribuiram para o estabelecimento da hip6tese de
"aprendizagem patologica" de dependéncia que é consistente com observacgdes de
longa data sobre o comportamento de pacientes dependentes (WIKLER e PESCOR,
1967). Adicionalmente, trabalhos computacionais recentes a respeito da acdo da
dopamina (MONTAGUE et al., 2004; REDISH, 2004), sugeriram mecanismos através

dos quais as substancias psicoativas e 0s estimulos associados a elas podem alterar
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0S processos motivacionais. Ao mesmo tempo, as investigacdes celulares e
moleculares mostram semelhancas entre as acdes das substancias psicoativas e
formas normais de aprendizagem e memoria (HYMAN e MALENKA, 2001; NESTLER,
2002; CHAO e NESTLER, 2004; KELLEY, 2004). Assim, a dependéncia representa
uma usurpacao patoldgica dos mecanismos neurais de aprendizagem e memoéria que,
em circunstancias normais, servem para moldar os comportamentos de sobrevivéncia
relacionados a busca de recompensas e as pistas que as predizem (HYMAN e
MALENKA, 2001; WHITE, 1996; ROBBINS e EVERITT, 1999; BERKE e HYMAN,
2000; ROBBINS e EVERITT, 2002).

E fato inquestionavel que a DA esta envolvida com experiéncias prazerosas.
Entretanto, agora também se sabe que a DA desempenha um papel importante na
aprendizagem e memoria - dois elementos-chaves na transicdo do uso recreacional
da susbstancia psicoativa para a compulsdo, ou seja, dependéncia. A memoria € um
dos mais importantes processos neuropsicoldgicos responsaveis pela expressao da
identidade pessoal de um individuo, por ajudar no desenvolvimento das atividades
cotidianas. Sendo um arcabouco de informacfes armazenadas e posteriormente
acessadas, quando necessario, principalmente para a propria conserva¢cado da vida,
uma vez que, o aprendizado adquirido com experiéncias passadas quer sejam
traumaticas ou ndo, auxiliam na tomada de decisdes atuais (MOSCOVITCH, 2004;
MANENTI, et al., 2017).

Para que uma nova memoria se forme, a principio, as memdérias recém-
adquiridas, ou seja, memoérias de curta duracdo, precisam passar por processos
neurobioldgicos para se tornarem estaveis, formando entdo, uma memdria de longa
duracdo e sugerindo que o individuo consolidou a memoéria (NADER, 2015). A
consolidagdo da memoria refere-se a transformacdo ao longo do tempo das
representacdes internas dependentes da experiéncia e de bases neurobioldgicas.
Neste processo, considera-se que ocorra uma incorporacdo das modificacdes
sinapticas e celulares nos circuitos cerebrais, nos quais a memoria € inicialmente
codificada e consegue prosseguir através de reativacbes recorrentes. Estas

reativacdes ocorrem tanto durante a vigilia quanto durante o sono, resultando na
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distribuicdo de informagbes para locais adicionais e na integragdo de novas
informacdes no aprendizado j& existente (LEE, 2009; KWAPIS et al., 2020).

As memodrias ndo Sao apenas registros estaveis de experiéncia, mas sim, sdo
entidades flexiveis e dindmicas que podem ser modificadas ou atualizadas para
manter as suas relevancias em face das mudancas de informacdes. O processo de
atualizacdo das memoarias depende da reconsolidagédo que, por sua vez, vai influenciar
no fortalecimento das memdrias existentes e nos comportamentos associados a
algum contexto (JAROME et al., 2015). Pode também atuar no enfraquecimento, pois
causa a modificacdo da memoria original e por consequéncia pode resultar em
alteracdes comportamentais (SCHOLL, et al., 2015).

Segundo a teoria da reconsolidacdo da memaria, quando ocorre a necessidade
de ativar algum tipo de lembranca, € necessario promover a recuperacao e reativacao
das memorias consolidadas, resultando na desestabilizagdo do trago de memoria
subjacente (ALBERINI e LEDOUX, 2013). Uma vez desestabilizada, a memaria entra
no processo de instabilidade, ficando vulneravel as modificacbes que podem variar
desde uma amnésia, passando pelo fortalecimento do traco de memoaria, até a
incorporagdo de novas informacdes (BALDERAS et al.,, 2015). A reativacdo das
memo©rias parece reverter os efeitos “estabilizadores” proporcionados pelos processos
iniciais da consolidacdo da memodria, indicando um possivel enfraquecimento nas
mudancas sinapticas que ocorreram ap0s a aquisicao de uma informacéao (KAANG e
CHOI, 2011).

Estudos mostraram que para desestabilizar um traco de memdéria apos o
processo de consolidacdo, € necessario que ocorra um estimulo relacionado a
lembrangca da aprendizagem inicial (DUDAI, 2004; NADER, 2003; SCHILLER e
PHELPS, 2011). Por exemplo, no condicionamento do medo, muitas vezes envolve
uma breve re-exposi¢cdo ao estimulo condicionado no dia seguinte ao treinamento
(NADER et al., 2000). Este protocolo foi pensado para estimular a reativacdo da
memoria previamente consolidada, contudo, uma vez ativado este processo, a
memoéria entra em seu estado instavel e vulneravel as modificacdes, refletindo um
estado semelhante ao estado da memaria apresentada na aquisi¢ao inicial (ALBERINI
e LEDOUX, 2013; DUDAI, 2004; LEE et al., 2017). A labilidade do traco de memaria
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€ normalmente avaliada indiretamente por meio da administracdo de agentes
amnésicos que evitam a reconsolidacdo como, por exemplo, anisomicina (inibidor da
sintese de proteinas), administrado apds reativacdo de memoéria (NADER et al., 2000).
Tem-se, como resultado, o bloqueio do processo de reconsolidacdo da memaria que
é fundamental para a formacao da memaria de longa duracao (JAROME et al., 2013).

Trabalhos utilizando modelos animais mostraram que apds algumas
exposi¢cdes combinando as pistas das drogas (morfina 10 mg/kg ou apomorfina 2,0
mg/kg) com pistas ambientais (arena experimental), foi possivel a formacdo de uma
memdéria associada, observando uma memdria associativa duravel e estavel, pois
indica a consolidacdo da memoria (BASTOS et al, 2014; SANTOS et al., 2015;
FERREIRA et al., 2020). Quando as pistas das drogas no ambiente induzem na
recuperacdo desse traco de memdria, sugere-se uma fase labil sendo necessario o
processo de reconsolidacdo para a restabilizacdo desta memoéria (MILLER e
MARSHALL 2005; DONG e NESTLER, 2014). Segundo LEE e colaboradores (2012),
tratamentos farmacologicos administrados no intervalo de tempo conhecido como
“‘janela de reconsolidagao” influenciam um novo processo de armazenamento da
memoéria, promovendo a desestabilizacdo do tragco original da memaria, tornando-a
labil e susceptivel as alteracdes.

Trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, utilizando um modelo de
dependéncia quimica aplicado em ratos wistar, mostraram que a utilizacdo da
apomorfina na dose baixa (0,05 mg/kg) administrada no periodo da janela de
reconsolidacdo, foi capaz de atenuar o condicionamento e a sensibilizacao
comportamental, produzidos previamente por apomorfina na dose 2,0 mg/kg
(CARRERA et al., 2012; BASTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2018), e também
atenuou a sensibilizagdo comportamental e condicionamento produzidos previamente
por morfina na dose de 10 mg/kg (LEITE et al., 2019; FERREIRA et al., 2020).
Ressaltando que, o mesmo tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg quando
administrado fora do periodo de reconsolidacao, ou seja, 15 minutos apds a exposi¢ao
dos animais ao ambiente experimental, ndo surtiu efeitos comportamentais,
sinalizando a importancia do tratamento dentro do periodo da reconsolidacdo da

memoria.
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4.2 Sistema Dopaminérgico

A dopamina (DA) é considerada crucial na dependéncia de drogas, devido ao
seu envolvimento nos mecanismos de recompensa no mesencéfalo (TRITSCH,
SABATINI, 2012). A dopamina € um neurotransmissor da classe das catecolaminas,
predominante no cérebro, sendo sintetizada pelos neurdnios mesencefalicos na
substancia negra (SN) e na area tegmental ventral (ATV) (DONG e NESTLER, 2014).
A DA desempenha um papel importante na regulacdo de muitas funcdes e, além das
funcdes motoras, também é importante nas fun¢gdes como motivacdo, cognicao,
emocao e secrecao neuroendocrino (SALAMONE e CORREA, 2012).

Todos os efeitos desenvolvidos pela DA no sistema dopaminérgico Ssao
expressos devido as interagcbes com receptores especificos de dopamina. A DA
interage com os receptores de membrana pertencentes a familia dos receptores
acoplados a proteina G (STEINBERG et al., 2013). A ativacdo dos receptores leva a
formacdo de segundos mensageiros que levam a uma ativacao ou repressao de vias
de sinalizacbes especificas (STOCCHI, 2011; BEAULIEU e GAINETDINOV 2011).
Baseando-se nas propriedades estruturais e farmacologicas, 0s receptores
dopaminérgicos foram divididos em duas familias. A familia dos receptores D1 (D1-
like) compreendendo os receptores D1 e D5, e a familia dos receptores a D2 (D2-like)
fazendo parte os receptores D2, D3 e D4. Os receptores D1 e D5 possuem
caracteristicas semelhantes, da mesma forma que os receptores D2, D3 e D4 que
também sdo semelhantes entre si (MANNOURY et al., 2011; PRINGSHEIM et al.,
2014).

No Sistema Nervoso Central (SNC), os receptores D1 sdo altamente expressos
na regido nigroestriatal e nas areas mesolimbicas/mesocorticais, ou seja, no nucleus
accumbens, substancia nigra, bulbo alfatério, amigdala e cértex frontal. Em niveis
mais reduzidos, podem ser encontrados no hipocampo, cerebelo, areas talamicas e
areas hipotalamicas (BEAULIEU e GAINETDINOV, 2011). Os receptores D1
desempenham um importante papel na regulacdo do sistema de recompensa,

atividade locomotora, na aprendizagem e memoria. A ativacdo desta familia de
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receptores ativa a enzima adenilato ciclase (AC), levando a formacéo de AMPc, com
consequente ativacdo da proteina quinase A (PKA). Também estdo envolvidos nas
vias de transducao de sinal que estao ligadas a varios disturbios neuropsiquiatricos,
ativando a fosfolipase C e induzindo a liberacéo de célcio intracelular (HA et al., 2012).

Os receptores D2 sao encontrados em quantidades mais elevadas no corpo
estriado, nucleus accumbens, tubérculo olfatério, bem como na substancia nigra, area
tegmental ventral, hipotdlamo, corticais, septo, amigdala e hipocampo. A ativacao
desta familia de receptores inibe a atividade da enzima adenilato ciclase (AC), levando
a nao formacdo de AMPc, com consequente ndo ativacdo da proteina quinase A
(PKA), destacando que os receptores D2 desempenham um papel importante na
atividade comportamental e extrapiramidal (HEDLUND et al., 2016). Os receptores D2
pré-sinapticos sdo também autorreceptores somatodendriticos e diminuem a
excitabilidade neuronal reduzindo principalmente a sintese de DA, o empacotamento
e, por fim, a inibicdo da liberacdo de DA (LI et al., 2015).

Ha uma diferenca na afinidade de DA entre os receptores do tipo D1 e
receptores do tipo D2. Os receptores D2-like parecem ter uma afinidade 10 a 100
vezes maior para DA do que a familia D1-like (TRITSCH e SABATINI, 2012). Essas
diferencas na afinidade parecem sugerir um papel diferencial para os dois receptores,
dado que os neurdnios de DA podem ter dois padrdes diferentes de liberagéo de DA,
"tdnica" ou "fasica", com base em suas propriedades de disparo (GRACE et al., 2007;
PARK e ENIKOLOPOV, 2010).

A DA é distribuida no SNC através de seis vias. A via mesolimbica transporta
dopamina da area tegmentar ventral (VTA), que esta localizada no mesencéfalo, para
0 estriado ventral, que inclui o ndcleo accumbens e o tubérculo olfatério (IKEMOTO,
2010). A ativacdo dessa via estd relacionada a recompensa, influenciando
diretamente o desenvolvimento da dependéncia quimica. Especificamente, essa via
esta associada aos processos cognitivos relacionados a recompensa que incluem a
saliéncia de incentivo ("querer"), a resposta de prazer ("gostar") de certos estimulos e
o reforco positivo. Além disso, essa via estd também associada aos processos
cognitivos relacionados a aversao (HYMAN et al., 2006; PIGNATELLI e BONCI, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3795306/#B144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3795306/#B54
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As projecdes da via mesocortical tém origem no VTA no qual os estimulos
desenvolvidos sdo encaminhados para varias partes do cortex pré-frontal,
destacando-se as func¢des cognitivas, como percepc¢éao, atencdo, memoria, linguagem
e funcbes executivas (SEEMAN, 2015). As vias mesolimbica e mesocortical tém um
papel crucial nos mecanismos de aprendizagem e memoaria, principalmente quando
estdo relacionados aos comportamentos que expressam reforco e recompensa
(BEAULIEU et al., 2012). Por isso, a juncéo dessas duas vias é denominada projecao
mesocorticolimbica (COOPER et al.,, 2017) e abrange as projecfes do VTA, o
complexo amigdaloide, o hipocampo, o cértex cingulado e o bulbo olfatério (HYMAN
et al., 2006).

A via nigroestriatal transmite dopamina da regido pars compacta da substancia
negra (SNc) para o nucleo caudado e putamen. A substancia negra esta localizada no
mesencéfalo, enquanto o nucleo caudado e o putamen estdo localizados no estriado
dorsal. Essa via é responsavel pela atividade locomotora, mas também esta
relacionada aos processos cognitivos relacionados a recompensa e aprendizagem
associativa (RIVERA et al., 2013).

A via tuberoinfundibular origina-se no hipotalamo e tem sua projecdo para a
hipofise. Estd envolvida na regulacdo neuroenddcrina e na geracdo do ciclo
vigilia/sono. Nesta via também, a dopamina atua inibindo a liberacdo de prolactina,
tendo como feito negativo subsequente na frequéncia cardiaca e no tonus vascular
(MAJUMDAR; MANGAL, 2015).

A via incerto-hipotalamica é uma via dopaminérgica curta que vai da zona
incerta ao hipotalamo. E uma regi&o diencefalica mal definida localizada na jungéo do
hipotadlamo medial com a zona incerta. Essa regido € caracterizada pela presenca do
grupo dopaminérgico Al13 e também por células expressando o hormdnio
concentrador de melanina (MCH) e o transcrito regulado pela cocaina e anfetamina
(CART) (SITA et al., 2007), e tem um papel no comportamento sexual (GIULIANO e
ALLARD, 2001).

A via hipotalamo-espinhal origina-se principalmente do nucleo paraventricular,
areas hipotalamicas laterais e posteriores. Este trajeto desce através da substancia

cinzenta periaquedutal e da formacdo reticular adjacente (SKAGERBERG e
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LINDVALL, 1985). Neurbnios dopaminérgicos hipotalamicos All se projetam para
todos os niveis da medula espinhal e fornecem a principal fonte de dopamina espinhal.
Os receptores de dopamina sdo expressos em nociceptores primarios, bem como em
neurdnios espinhais localizados em diferentes laminas no corno dorsal da medula
espinhal, sugerindo que a dopamina pode modular os sinais de dor, agindo tanto em
alvos pré-sinpticos quanto pés-sinapticos (PUOPOLO, 2019; MEGAT et al., 2017).

Ja esté estabelecido na literatura que o sistema dopaminérgico esta envolvido
na regulacdo de varias funcdes fisiolégicas, como a atividade locomotora, cognicao,
memoria, prazer, recompensa, vicio, dor, modulagdo de vias neuroenddcrinas e
aprendizagem. Clinicamente, a modulagdo de todos os circuitos dopaminérgicos,
fornece base anatdmica ndo apenas para entender o mecanismo de agentes
dopaminérgicos, mas também, para entender as reacdes expressas pelo organismo
de acordo com as experiéncias apresentadas (HOWE et al., 2013; SYED et al., 2016;
PATRIARCHI et al., 2018).

A DA é o neurotransmissor que tem sido classicamente associado aos efeitos
reforcadores das drogas de abuso, devido ao fato de que, a maioria das substancias
gue produzem dependéncia aumentam a concentracao extracelular de DA em regides
limbicas, incluindo o nucleus accumbens (NAc) (KOOB e BLOOM 1988; DI CHIARA
e IMPERATO, 1988). Essas evidéncias acumuladas levaram a hipotese
dopaminérgica da dependéncia, na qual a dopamina é o elemento chave para a
génese da dependéncia. Entretanto, existe também aumento da concentracdo de DA
em consequéncia do disparo fasico dos neurdnios dopaminérgicos. Esse aumento
dopaminérgico desempenha um papel importante na codificagcdo de recompensas e
nos estimulos associados a recompensa (SCHULTZ et al., 2000), e aparentemente
nao codifica especificamente a recompensa em si, mas para a saliéncia, que além da
recompensa inclui estimulos aversivos, novos e inesperados (ZINK et al., 2003).
Também foi observado que a DA codifica para a motivacdo em se obter a recompensa
em vez de codificar para a recompensa em si (MCCLURE et al., 2003).

Essas visOes atualizadas sobre o papel da DA no reforgco fornecem uma
perspectiva diferente sobre as drogas de abuso, sugerindo que as drogas séo

reforcadoras ndo apenas porque Sao prazerosas, mas porque, ao aumentar a
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concentragdo de DA, as  substancias  psicoativas  estdo  sendo
consideradas/processadas como estimulos salientes que irdo motivar inerentemente
novas aquisicbes de mais droga (independente da droga ser conscientemente
percebida como prazerosa ou ndo) e assim, facilitar a aprendizagem condicionada
(FENU e DI CHIARA 2003; VOLKOW et al., 2004).

4.3 Morfina

A morfina é um alcaloide natural derivado da papoula do Opio Papaver
somniferum, sendo o opioide mais amplamente usado para tratamento de dor
moderada a intensa. Os medicamentos opioides séo utilizados como analgésicos para
tratamento de dores cronicas, relacionadas ou ndo ao cancer e doencas terminais
(CHOU ET AL., 2009; FLEMING et al., 2010). Sendo um dos principais medicamentos
indicados para tratamento de dor intensa, a utilizagdo da morfina aumentou
significativamente no passar das décadas. No entanto, o uso crénico de opioides pode
resultar em tolerancia analgésica, hiperalgesia e outros efeitos colaterais, que afetam
seriamente a seguranca e o conforto dos pacientes no periodo do tratamento. A
tolerancia a morfina é a principal causa da diminui¢c&o do controle da dor e do aumento
da dose, o que torna os efeitos colaterais relacionados mais sérios e
generalizados (BEKHIT, 2010; VOLKOW e MCLELLAN, 2016).

A morfina é quase 100% absorvida pelo trato gastrointestinal apdés
administracdo oral e agindo como um substrato para o transportador de efluxo de
glicoproteina-P da membrana, que é expresso no epitélio intestinal e o endotélio da
barreira hematoencefalica (EDEROTH et al., 2004; KHARASCH et al.,, 2003). A
morfina é rapidamente distribuida para tecidos altamente perfundidos, como pulmdes,
rins e figado, e aproximadamente 15-35% da morfina esta ligada as proteinas
plasmaticas, predominantemente a albumina e em menor grau a glicoproteina acida
alfa-1 (EDEROTH et al.,, 2004; OLESEN et al., 2012). Quando a morfina é

administrada por vias intramuscular e subcutanea, observa-se um pico de agao que
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se desenvolve entre 15 a 20 minutos, por via intravenosa, e o pico do efeito analgésico
é obtido aos 20 minutos (SVERRISDOTTIR et al., 2014; STEIN, 2015).

Aproximadamente 90% da eliminacdo da morfina sdo por metabolismo
hepatico. A conjugacdo com acido glicurénico forma a morfina-3-glicuronideo (M3G)
e o morfina-6-glicuronideo (M6G) analgesicamente ativo (CHRISTRUP, 1997,
GUTSTEIN e AKIL, 2018). E 10% de uma dose de morfina sdo excretadas de forma
inalterada, enquanto 45-55% é excretado como M3G, 10-15% como M6G e 5% como
metabdlitos menores. Além disso, foi sugerido que uma pequena fracdo de morfina
pode passar para circulacdo enterohepatica e pode ser encontrada sem alteracdes e
como glicuronideos na bile (HASSELSTROM e SAWE, 1993; MAZOIT et al., 2007,
STAAHL et al., 2008).

O sistema opioide compreende quatro tipos de receptor: p (Mi; MOP), & (Delta;
DOP), k (Kappa, KOR) e nociceptina (NOP) (MCDONALD et al, 2015). A
nomenclatura da Unido Internacional de Farmacologia Clinica e Basica (IUPHAR)
considera MOP (u), KOP (k) e DOP (&) como receptores opioides "classicos", uma
distincdo baseada na sensibilidade ao antagonista opioide naloxona. O receptor de
nociceptina (NOP) é designado para o receptor de peptideo N/OFQ, que atualmente
é classificado como um membro néo opioide da familia de receptores opioides, com
base nas semelhancas na estrutura e localizagdo com o0s receptores opioides
classicos, mas que ndo possui sensibilidade a naloxona (MCDONALD et al., 2015).

Todos os subtipos de receptores opioides acoplam-se preferencialmente as
proteinas G inibitérias e a ativacdo dos receptores, por exemplo, MOP com morfina,
leva a uma variedade de processos celulares; (i) fechamento dos canais de calcio
dependentes de voltagem, (i) estimulacdo do efluxo de potassio levando a
hiperpolarizacdo e (iii) reducdo da producdo de monofosfato de adenosina ciclica
(AMPc) por meio da inibicdo da enzima adenilato ciclase. No geral, isso resulta na
redugdo da excitabilidade das células neuronais, levando a uma reducdo na
transmissao dos impulsos nervosos e inibicdo da liberagdo de neurotransmissores
(RANG et al.,, 2018; MCDONALD et al.,, 2015). Os receptores opioides estao
localizados principalmente em areas do SNC relacionadas com a nocicepc¢éo (que

controla a dor) e com o sistema de recompensa (envolvido com a dependéncia
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quimica) e também em areas periféricas como o trato gastrointestinal e o sistema
respiratério (GUTSTEIN e AKIL, 2005; STEIN et al., 1991).

Os receptores Mi apresentam dois subtipos, o subtipo Mii, que medeia a
analgesia e pelo qual a morfina possui uma maior afinidade e, o subtipo Miz, que esta
envolvido na depresséo respiratoria e nos efeitos adversos relacionados ao sistema
gastrointestinal (KRISTENSEN et al., 1995). Localizam-se por todo o sistema nervoso,
existindo pré ou poés-sinapticamente, dependendo dos tipos de células. Entretanto,
densidades elevadas desse receptor sdo encontradas na substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), uma &area do mesencéfalo envolvida no controle central da
transmissao nociceptiva. Propde-se que a analgesia produzida por opioides ocorra
através do bloqueio da atividade inibitoria do GABA nessa regido cerebral, isto €, 0
efeito inibitoério do disparo do receptor MOP bloqueia as acdes inibitérias do GABA,
removendo seu bloqueio tonico e estimulando o fluxo antinociceptivo para a medula
espinhal (PASTERNAK e PAN, 2013).

Por outro lado, esses receptores também estdo localizados no SNC em areas
envolvidas com a funcéo sensorial e a fungdo motora, incluindo regiées relacionadas
com a integracdo e percepcdo dos sentidos, por exemplo, o cortex cerebral e a
amigdala, que fazem parte do sistema limbico (MCDONALD et al., 2015). Além disso,
0s MOPs localizam-se no ndcleo accumbens e no VTA, que juntamente com o cortex
pré-frontal, amigdala e o hipocampo integram um circuito relacionado com a
dependéncia (STAAHL et al., 2014).

A descoberta de que a capacidade da morfina em produzir dependéncia
quimica foi abolida em camundongos sem o receptor opioide mu demonstrou
inequivocamente que esses receptores medeiam essas agdes (MATTHES et al.,
1996). E importante ressaltar que uma série de estudos mostrou que as propriedades
de reforco do alcool, canabinoides e nicotina - cada um dos quais atua em um receptor
diferente - também estéo fortemente diminuidas nesses camundongos mutantes. A
abordagem genética, portanto, destaca o0s receptores mu como interruptores
moleculares convergentes, que medeiam o reforco apos a ativacao direta (morfina)
(CONTET et al., 2004).
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As duas estruturas encefélicas que sdo importantes para o inicio da agéo
recompensadora da morfina séo o NAc e o VTA. No VTA, os neurdnios gabaérgicos
mantém um controle inibitério tdnico sobre os neurdnios dopaminérgicos, 0s quais se
projetam principalmente para o NAc (via mesolimbica) e o cortex pré-frontal (via
mesocortical). Dessa forma, o neurdnio gabaérgico controla a liber¢do de DA nessas
vias. Quando a morfina atua por mecanismos inibitérios nos receptores u localizados
nos neurbnios gabaérgicos, h&d a inibicAo dos neurbnios gabaérgicos, com
consequente desinibicdo dos neurdnios dopaminérgicos, o que leva ao aumento de
liberacdo de DA no NAc (MATTHEWS e GERMAN, 1984; KLITENICK et al., 1992;
JOHNSON e NORTH, 1992). Adicionalmente, quando a morfina se liga aos receptores
mu no NAc, ocorre uma dimunuicdo na liberacdo do GABA, 0 que ocasiona um
aumento na liberacdo de dopamina, ativando assim o sinal de recompensa da morfina
por toda regido cerebral (CHARTOFF e CONNERY, 2014; ROSAS et al., 2016).

Os receptores do tipo DOP s&o encontrados no bulbo olfatério, cortex cerebral,
nucleus accumbens e no putamen caudado. Os receptores DOP estdo localizados
pré-sinapticamente nos aferentes primarios, onde inibem a liberacdo do
neurotransmissor. Através de ambos os sitios espinhais e supraespinhais, o receptor
esta envolvido nas ac6es antinociceptiva/analgésica de alguns opioides. Os agonistas
do receptor DOP também mostraram reduzir a motilidade do trato gastrointestinal e
causar depressdo respiratdria, limitando o interesse clinico (ZHANG et al., 1998;
WANG et al., 2010).

Os receptores KOP estdo amplamente distribuidos no cérebro, medula espinhal
(substancia gelatinosa) e nos tecidos periféricos. Niveis elevados do receptor foram
detectados tanto em estruturas encefalicas relacionadas com a nocicep¢ao (por
exemplo, substancia cinzenta periaquedutal, ndacleos da rafe, nucleos talamicos da
linha média, locus coeruleus) como em estruturas encefalicas relacionadas a
recompensa (por exemplo, cortex pré-frontal, VTA, NAc, amigdala, hipocampo).
Foram identificados trés subtipos de receptores KOP: k1, k2 e k3 (DE COSTA et al.,
1989; ROTHMAN et al., 1989) e a ativacao dos KOPs produz efeitos variados que

incluem alteracdo da nocicepcdo, consciéncia, controle motor e humor. A
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desregulacéo desse sistema receptor foi implicada na dependéncia de alcool e drogas
(ANDERSON e BECKER, 2017; KARKHANIS et al., 2017).

No nivel celular, o N/OFQ produz acGes semelhantes as dos opioides classicos,
resultando em excitabilidade neuronal reduzida e inibicdo da liberac&o do transmissor.
Os estudos iniciais concentraram-se no papel do N/OFQ e NOP na dor. No entanto, a
administracdo exdégena de N/OFQ demonstrou ter efeitos na locomocgéao, estresse e
ansiedade, alimentacéo, aprendizagem e memaria recompensa e atividade urogenital
(LAMBERT, 2008; SHOBLOCK, 2007).

As drogas opioides como a morfina, possuem a capacidade de ativar
indiretamente o0 sistema dopaminérgico na via mesolimbica por meio
predominantemente dos receptores opioides Mi presentes no VTA e NAc, e existe
possibilidade deste mecanismo influenciar as modulacfes neurais de diferentes
sistemas, como por exemplo, sistemas mediados pelo GABA, acetilcolina, glutamato,
endocanabinoides (FISEROVA et al., 1999; KOOB e VOLKOW 2010; SUSTKOVA-
FISEROVA et al., 2014; SUSTKOVA-FISEROVA et al., 2016).

4.4 A Dependéncia Quimica e o Sistema Glutamatérgico

Tradicionalmente, as pesquisas sobre dependéncia concentravam-se nos
mecanismos que envolvem a dopamina e os opioides enddégenos. Mais recentemente,
percebeu-se que o glutamato também desempenha um papel central nos processos
subjacentes ao desenvolvimento e manutencédo da dependéncia e 0s mecanismos
glutamatérgicos podem ser responsaveis por mudancas plasticas no cérebro que
levam ao comportamento de dependéncia e a recaida (SPANAGEL e WEISS, 1999;
BARDO, 1998). A DA interage com o0 glutamato nos sistemas de aprendizagens
relacionadas a recompensa. O circuito de recompensa inclui areas envolvidas com a
motivacdo e memoria, bem como o prazer. Assim, substancias que produzem
dependéncia também estimulam o sistema de recompensa e o0 sistema de

aprendizagem e memoria.



35

Existem evidéncias substanciais de que o papel do glutamato na dependéncia
esta relacionado direta ou indiretamente as modificacdes da atividade do sistema
dopaminérgico. O sistema dopaminérgico mesocorticolimbico esta intrinsecamente
conectado as estruturas glutamatérgicas ou seus eferentes. Tanto a regido do corpo
celular no VTA quanto a regido terminal no NAc recebem projecdes glutamatérgicas
de vérias estruturas corticolimbicas, como o cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo
(GORELOVA e YANG, 1997; KELLEY et al., 1982), estruturas que estéo relacionadas
com a avaliacdo de recompensa, condicionamento e aprendizagem (EVERITT et al.,
1991; EVERITT et al., 1999).

A interagdo entre glutamato e dopamina no VTA e NAc é bastante complexa,
mas em termos simplificados, a entrada glutamatérgica no VTA aumenta a atividade
das células dopaminérgicas e aumenta a liberacdo de dopamina no NAc
(TZSCHENTKE e SCHMIDT, 2000). No nivel do NAc, o glutamato também facilita a
transmissdo dopaminérgica, presumivelmente por influenciar presinapticamente a
liberacdo de dopamina (BLAHA et al., 1997; FLORESCO et al., 1998). A dopamina
também afeta a transmissao glutamatérgica. Por exemplo, a dopamina modula os
sinais glutamatérgicos no NAc originados da amigdala e do hipocampo de uma
maneira consistente com o conceito de um mecanismo de passagem ou selecdo de
entrada (FLORESCO et al., 2001). Como mencionado acima, a ativagao da projecéo
do cortex pré-frontal para o VTA produz liberacdo de DA no NAc, e este parece ser
um processo chave na mediacdo da recompensa produzidos por cocaina e morfina
(TZSCHENTKE e SCHMIDT, 2003).

Os receptores glutamatérgicos sdo classificados em duas familias: os
receptores ionotropicos e metabotrépicos. Existem trés familias de receptores
ionotropicos glutamatérgicos, que agem como canais de cations: os receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA), os de alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico
(AMPA) e os de cainato (receptores de cainato) (DINGLEDINE e MCBAIN, 1993). Ja
0S receptores metabotrépicos sdo acoplados a proteina G e sédo subclassificados em
trés grupos com base na homologia de sequéncia, acoplamento de proteina G e

seletividade de ligante. O grupo | inclui os receptores mGIluRs 1 e 5; o grupo Il inclui
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os receptores mGIuRs 2 e 3, e o grupo Il inclui os receptores mGIuRs 4, 6, 7 e 8
(NISWENDER e CONN, 2010).

Uma das principais funcdes dos receptores glutamatérgicos parece ser a
modulacdo da plasticidade sinaptica, uma propriedade do cérebro considerada vital
para a memoria e o aprendizado. Foi demonstrado que os receptores metabotropicos
e ionotropicos tém efeito na plasticidade sinaptica (DEBANNE et al., 2003). O aumento
ou a diminuicdo no numero de receptores ionotropicos glutamatérgicos em uma célula
pés-sinaptica pode levar a potenciacdo de longo prazo (do inglés long-term
potentiation, LTP) ou depressao de longo prazo (do inglés long-term depression, LTD)
dessa célula, respectivamente (MAREN et al., 1993; PEREZ-OTANO e EHLERS,
2005; ASZTELY e GUSTAFSSON, 1996). Além disso, os receptores metabotrépicos
glutamatérgicos podem modular a plasticidade sinaptica, regulando a sintese de
proteina pos-sindptica por meio de sistemas de segundos mensageiros (WEILER e
GREENOUGH, 1993).

O glutamato e seus receptores sao elementos centrais na formacgéo e evocacao
da memodéria devido ao seu papel no LTP, mecanismo celular chave da memoaria e do
aprendizado (BASHIR et al., 1993, GRANGER et al., 2013). A LTP é uma forma de
plasticidade singptica, um termo que se refere aos processos bioquimicos pelos quais
as sinapses respondem aos padrdoes de atividade, seja pelo fortalecimento em
resposta ao aumento da atividade ou pelo enfraguecimento em resposta a diminui¢ao
da atividade. Assim, a LTP é o componente de fortalecimento persistente da
plasticidade. E um dos principais mecanismos celulares subjacentes ao modo como o
cérebro codifica as memoérias (COOKE e BLISS, 2006; BLISS e COLLINGRIDGE,
1993).

Apesar de estar bem estabelecido o papel do sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico na dependéncia produzida por opiaceos/opioides (MALDONADO,
2003), estudos recentes sugerem que uma modificacdo na plasticidade neuronal nas
sinapses glutamatérgicas pode estar relacionada as mudancas observadas na
dependéncia (PU et al., 2002; BAO et al.,, 2007; RADA et al., 1991). Evidéncias
acumuladas demonstram uma relacédo entre a modulacao do sistema glutamatérgico

e 0 uso abusivo de opioides. Por um lado, o uso crénico de opiaceos altera a
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transmissdo glutamatérgica (MARTIN et al., 1999a; MARTIN et al., 1999b; XU et al.,
2003). Por outro lado, a regulacdo do sistema glutamatérgico, como o bloqueio de
receptores (TANGANELLI et al., 1991; TRUJILLO e AKIL, 1991) ou ativacdo de
transportadores (MAO et al., 2002; NAKAGAWA et al., 2001), previne ou atenua o
desenvolvimento da dependéncia induzida por opiaceos. Além disso, trabalhos
mostram que a morfina promove a liberacdo de glutamato dos terminais
glutamatérgicos dos neurdnios do cortex pré-frontal medial que se projetam para os
neurénios glutamatérgicos do VTA-DA. Assim, a morfina desinibe a entrada (input)
glutamatérgica para os neurénios dopaminérgicos no VTA e promove a estimulacao
dos neurénios dopaminérgicos. Nos terminais glutamatérgicos no VTA, a liberacéo de
glutamato estd sob o controle inibitério tbnico do GABA. A morfina atuando nos
receptores p localizados nos neurdnios gabaérgicos promove a inibicdo desses
neurdnios, o que leva a desinibicdo da liberacdo do glutamato (CHEN et al., 2015;
YANG et al., 2020).

Em resumo, existe uma interacdo entre o0 sistema dopaminérgico e
glutamatérgico na dependéncia quimica. Quando o uso da substancia psicoativa €
iniciado, a neurotransmissdo dopaminérgica e glutamatérgica no sistema
mesocorticolimbico é ativada. Com a continuidade do uso da substancia, as projecoes
dopaminérgicas podem ser alteradas diferencialmente, resultando em alteracdo da
interacdo dopamina-glutamato, o que leva a susbstancia psicoativa ter um controle
aberrante sobre o comportamento e sobre o consumo compulsivo. A mudanca da
ingestao controlada para a compulsiva também pode envolver uma mudanca do NAc
como a estrutura que controla a produgcéo comportamental. Durante a abstinéncia e o
periodo livre de drogas, a atividade dopaminérgica e glutamatérgica, dentro do
sistema mesocorticolimbico, normalizam, mas permanece em estado de
hipersensibilidade. A exposicdo a droga, 0 estresse e também a exposicdo aos
estimulos condicionados podem desencadear uma recaida completa (TZSCHENTKE
e SCHMIDT, 2003).
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4.5 Fatores que Contribuem para a Dependéncia Quimica: Condicionamento
Pavloviano e a Sensibilizagdo Comportamental

O condicionamento pavloviano ou condicionamento classico € uma forma de
aprendizagem na qual ha uma associacdo entre dois estimulos, o estimulo
condicionado (EC) e o estimulo incondicionado (El) (LIU et al., 2016). Esse
modelo/método tem sido Util para se estudar os processos de aprendizagem e
alteracbes comportamentais envolvidos na dependéncia quimica uma vez que na
dependéncia quimica ha a formacdo de uma memodria associativa da droga com o
ambiente (KOOB e VOLKOW, 2010).

Nos estudos farmacolégicos com roedores utilizando o método de
condicionamento pavloviano, a substancia psicoativa é o estimulo incondicionado (El)
gue produz uma resposta incondicionada (RI). Ja na arena experimental, na qual os
animais irdo experienciar os efeitos da substancia psicoativa, € o0 estimulo
condicionado (EC). A arena experimental por si s6 ndo produz efeitos fisiol6gicos e/ou
comportamentais semelhantes aos efeitos das substancias psicoativas, mas a medida
gue esses dois estimulos sdo apresentados juntamente e de forma repetida, o
estimulo neutro passa a ter a capacidade de predizer o estimulo incondicionado e sera
capaz de manifestar uma resposta (resposta condicionada, RC) semelhante a
resposta produzida pelo El. Operacionalmente, apds a administracdo da substancia
psicoativa (El), o animal é colocado na arena (EC) e, ap0és varias repeticbes desse
protocolo, quando o animal é colocado na arena sem a administracdo da substancia
psicoativa, o animal sera capaz de emitir uma série de reacdes semelhantes aos
produzidos pela substancia psicoativa, ou seja, a resposta condicionada (BASTOS et
al., 2014; CAREY et al., 2014; SANTOS et al., 2015).

No condicionamento pavloviano, a motivacdo de um animal para entrar em
contato ou evitar o estimulo condicionado (EC) esta diretamente relacionada a forca
produzida pela associagdo do EC com o estimulo incondicionado (El), ou seja, quanto

mais confiavel e recompensatéria for a associagédo, mais motivado o animal se torna
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para produzir uma resposta condicionada (RC) (ANSELME et al., 2013; ROBINSON
et al., 2014).

Estudos utilizando o modelo de condicionamento de preferéncia de lugar (CPL),
um modelo utilizado para se estudar o papel das associacdes do contexto ambiental
com os comportamentos relacionados as recompensas, quer sejam recompensas
naturais ou substancias psicoativas mostraram que a ativagdo neuronal na VTA é
necessaria para a aquisicdo de CPL produzida por morfina (HARRIS et al.,
2007; MOADDAB et al., 2009). Em outro estudo, foi mostrado que a estimulacao in
vivo das projecdes dopaminérgicas da VTA para o nucleo accumbens resultou no
aumenta da resposta condicionada produzida pela morfina observada no modelo de
CPL (KOO et al., 2012).

Trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa utilizando um modelo
de dependéncia quimica, mostraram que apdés um periodo de cinco dias de
associacao entre administracdo de morfina 10 mg/kg e a arena experimental, houve a
expressdo de uma resposta locomotora condicionada. O interessante desses
trabalhos é que os animais permaneceram na arena experimental por um periodo de
cinco minutos didrios, mostrando que esse tempo foi suficiente para o
desenvolvimento de uma resposta condicionada nos animais, provavelmente devido
a forca produzida pela associacao entre a morfina e o ambiente, com a formacao de
uma memodria relacionada a essa associacao (LEITE et al.,, 2019; BASTOS et al.,
2020).

Outro fator que contribui para o desenvolvimento e manutengdo da
dependéncia quimica € a sensibilizacdo comportamental. A sensibilizacdo
comportamental € um processo neuroadaptativo caracterizado por um aumento em
um determinado comportamento, ap0s a administracdo repetida da mesma
concentracdo de uma substancia psicoativa (STEKETEE e KALIVAS, 2011,
CARRARA et al.,, 2014). Ja esta estabelecido na literatura que as substancias
psicoativas como, por exemplo, morfina, cocaina, heroina e anfetamina, produzem a
sensibilizacdo comportamental (VANDERSCHUREN et al., 2010; PICKENS et al.,
2011; MCKIN, 2013, OLIVEIRA et al., 2019).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnbeh.2020.582147/full#B127
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As areas encefalicas como a VTA no mesencéfalo, NAc e cortex pré-frontal
medial (CPFm) s&o importantes para o0 desenvolvimento da sensibilizacéo.
Especificamente, as projecbes dopaminérgicas da VTA e as projecdes
glutamatérgicas do CPFm para o NAc estdo envolvidas no desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental, com destaque para o NAc que é um substrato neural
essencial para sua expresséo (PISANI et al., 2001; HALEEM et al., 2015; MULLER e
HOMBERG, 2015; KOOB e VOLKOW, 2016).

Estudos mostraram que a associacdo do contexto ambiental com as drogas de
abuso, em algumas circunstancias, pode ser um fator determinante para o
desenvolvimento da sensibilizagcdo comportamental (MCDOUGALL et al., 2011, 2014;
RUEDA et al., 2012). E importante ressaltar que a sensibilizagdo é um processo de
aprendizagem nao associativo, mas, contudo, é potencializada quando ocorre em
conjunto com ambiente experimental habitual (VANDERSCHUREN, 2001; MCKIN,
2013). Assim, a sensibilizagdo comportamental pode ser dependente e independente
do contexo. O trabalho de Wang e colaboradores (2013) mostrou que o grupo de
animais que recebeu morfina na dose de 20 mg/kg em um contexto habitual expressou
a sensibilizagdo comportamental. No trabalho de Marinho e colaboradores (2015), foi
observado que uma Unica administracdo de morfina na dose 20 mg/kg foi suficiente
para induzir tanto a sensibilizagcdo comportamental quanto as neuroadaptacdes em
roedores apos o teste desafio de droga.

Recentemente, Leite e colaboradores (2019) mostraram que a morfina na dose
de 10 mg/kg administrada por via subcutanea desenvolveu a sensibilizagédo
comportamental em roedores, na qual ocorreu apds um periodo de cinco dias de
associacado entre administracdo de morfina 10 mg/kg e a arena experimental. O
protocolo de administragéo utilizado foi em um periodo de cinco dias, de modo que o
animal permaneceu no ambiente experimental por apenas cinco minutos ao dia. Vale
destacar que a sensibilizagcéo foi duradoura, uma vez que 0s animais expressaram a

sensibilizagdo comportamental no teste desafio do experimente.
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4.6 Apomorfina

A APO é uma substéncia agonista do sistema dopaminérgico, atuando em
receptores do tipo D1 e D2, mas mostra maior afinidade para receptores D1 em
comparacao com receptores D2 (STOCCHI et al., 2011).

Apés ser distribuida sistemicamente, a apomorfina possui uma elevada
porcentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas. Seu metabolismo ocorre através
de varias vias enzimaticas, incluindo oxidacdo, n-desmetilacdo, sulfatacao,
glicuronidacdo e metabolismo pela COMT (catecol-o-metil-transferase), assim como
por oxidacdo ndo enzimatica (KVERNMO et al., 2006), passa por um intenso processo
de metabolismo de primeira passagem quando administrada por via oral,
necessitando de uma grande concentracdo da droga para promover o efeito
terapéutico e por consequéncia da dose, podem aparecer efeitos colaterais como
nauseas, vomitos, hipotensdo postural e funcao renal prejudicada que vai refletir na
elevacdo de ureia e creatinina no organismo. Devido aos efeitos colaterias, a
administracdo subcutédnea € a via indicada, podendo chegar a um pico plasmatico
entre 40-60 minutos, com inicio de acao entre 7-10 minutos (LEES, 1993; MARTINEZ-
MARTIN et al., 2011; POEWE et al., 2014).

A apomorfina possui receptores localizados pré e pés-sinapticos (LI et al., 2012;
RIBARIC, 2012). Em dose baixa de 0,05 mg/kg, a APO ativa receptores pré-sinapticos
do tipo D2, refletindo uma acdo antidopaminérgica e tendo como resultado, a
diminuicao da atividade locomotora em animais experimentais (BASTOS et al., 2014,
FERREIRA et al., 2020). Por outro, a administracdo da dose de 2,0 mg/kg, ativa
receptores do tipo D1 e D2 pds-sinapticos, observando o aumento da atividade
locomotora em modelos animais. E vale ressaltar que a APO tem o potencial de
produzir os processos de condicionamento de sensibilizagdo comportamental que
estéo inteiramente ligados no quadro da dependéncia quimica (SANTOS et al., 2015;
SANGUEDO et al., 2017).

A pesquisa desenvolvida por Bastos et al. (2014) mostrou o desenvolvimento e
a expressdo da sensibilizagcdo comportamental e do condicionamento quando a

apomorfina na dose de 2,0 mg/kg foi administrada nos animais antes da exposi¢cao a
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arena experimental. No entanto, estes resultados foram atenuados quando se
administrou apomorfina na dose de 0,05 mg/kg imediatamente ap6s uma exposi¢ao
breve (cinco minutos) ao ambiente experimental. Os resultados também mostraram
gue a administracdo de apomorfina 0,05 mg/kg 15 minutos apés o término da sesséo
experimental na arena n&o surtiu efeito, ou seja, ndo houve a atenuacdo da
sensibilizagdo comportamental e nem do condicionamento. Quando a apomorfina 0,05
mg/kg foi administrada antes da sessao experimental na arena, observou-se uma
reducao na atividade locomotora. Assim, a apomorfina na dose de 0,05 mg/kg se torna
uma substancia interessante para estudos envolvendo o bloqueio da liberacdo de

dopamina.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Sujeitos

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar, pesando entre 200-250g,
provenientes do Biotério Central da UENF, Campos dos Goytacazes, RJ. Os animais
ficaram mantidos em gaiolas individuais de plastico tendo acesso livre & agua e a
racdo padronizada de laboratorio. As gaiolas ficaram em uma sala do setor de
Farmacologia do Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA), com
temperatura controlada (22 + 2.0 C) e com ciclo de luz claro e escuro de 12 em 12
horas (luz das 7 as 19 horas). O experimento foi conduzido na fase clara, no horério
entre 7:00 e 12:00 horas. Os animais foram manipulados individualmente por cinco
minutos diarios, durante sete dias antes do inicio do procedimento experimental. O
procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais
(CEUA) protocolo n° 395 da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro.
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5.2 Ambientes experimentais

O presente experimento foi desenvolvido em quatro salas experimentais (3 X
2m) contendo iluminagéo vermelha, temperatura controlada (22 + 2.0 C) e o som de
um ventilador em cada sala como ruido de fundo. Cada sala contendo sua arena
guadrada medindo 60 x 60 x 45 cm, cujas paredes e assoalhos sao pintados na cor
preta e camera filmadora para os testes comportamentais. Para a andlise do
comportamento locomotor, foram utilizadas cameras em uma altura de 60 cm acima
da arena acoplada a um computador PC compativel contendo um sistema de analise
de imagens EthoVision (Noldus), localizado fora da sala experimental, a qual

guantificou a atividade locomotora em distancia percorrida (m).

5.3 Drogas

A morfina (Cristélia, Brasil) foi utilizada na dose de 10,0 mg/kg, e administrada
por via subcutanea (SC). O volume de administracao foi de 1ml/kg.
A apomorfina-Hcl (Sigma, ST. Louis, Mo, USA) — foi utilizada na dose de 0,05 mg/Kg
(volume de administracdo: 1 ml/kg) dissolvida em solucéo salina, sendo administrada
por via subcutanea.

A solugcdo salina (NaCl 0,9%) 1 ml/kg, foi utilizada como veiculo e foi
administrada por via subcutanea.

As solugbes foram preparadas antes de cada dia experimental.

5.4 Procedimento experimental
A figura 1 apresenta o protocolo utilizado no experimento 1.

A figura 2 apresenta o protocolo utilizado no experimento 2.
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‘ EXPERIMENTO 1 ‘

HABITUACAO FASE DE INDUCAO TESTE DE
3 Dias (30°min.) 5 Dias (5'min.} RETIRADA CONDICIONAMENTO
VEI - MORF 10 - S Diac ) 1 Dia (5'min.)
APO 0,05 VEI
VEI
|| Crommores '
RETIRADA
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TESTE DE
SENSIBILIZACAO
1 Dia {30°min.)
VEI
MORF 10

T . 15'min. pds-arena AT
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APO 0,05

15 min. pds-arena P
e,

VEI
s 15'min. p-és—arenﬂ f"“?”_\_
fke s ke

—

Fig. 1: Protocolo do experimento 1.

VEI=Veiculo; APO 0,05=Apomorfina 0,05 mg/kg; APO 0,05-15'=Apomorfina 0,05 mg/kg 15 minutos
pés-arena; MORF 10= Morfina 10,0 mg/kg.



EXPERIMENTO 2

HABITUACAO
3 Dias (30’'min.)
VEI

FASE DE INDUCAO
10 Dias (5'min.)
MORF 10
APO 0,05
VEI

=

45

RETIRADA
2 Dias

TRATAMENTOS

Fig. 2: Protocolo do experimento 2.

VEI=Veiculo; APO 0,05=Apomorfina 0,05 mg/kg; MORF 10= Morfina 10,0 mg/kg.
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CONDICIONAMENTO
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VEI
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6. ARTIGO

O artigo foi publicado com os dados desta tese e faz parte do manuscrito da tese,

apresentado no capitulo 1.
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CAPITULO 1

Post-trial low dose apomorphine prevents the development of morphine Sensitization.

Revista “Behavioural Brain Research”.
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ABSTRACT

The development of sensitization is one of the hallmarks of addictive drugs. Consistent with this relationship many
studies have demonstrated that the highly addictive opioid agonist morphine induces sensitization effects. In this
study, we administered morphine (10 mg/kg) (MOR) to induce sensitization. In that sensitization is considered to
involve associative processes and that dopamine activity is an important contributor to learning and memory
processes, we administered a dopamine inhibitory treatment using apomorphine (0.05 mg/kg) (APO) during
memory consolidation following a morphine sensitization treatment protocol. Seemingly, a de- crease in dopamine
activity during consolidation would impair the salience of the association of the morphine response with the contextual
cues during consolidation and interfere with the development of morphine sen- sitization. In two separate
experiments, MOR or vehicle (VEH) were administered pre-trial and either VEH or APO were administered post-
trial over 5 and 10 days of treatment, respectively. In both the 5 and 10 drug treatment sessions post-trial experiments,
MOR groups given VEH immediately post-trial exhibited strong sen- sitization effects. These sensitization effects were
substantially attenuated in the MOR groups given APO im- mediately post-trial but not in the MOR groups given APO
after a 15 min. post-trial delay. In subsequent con- ditioning and sensitization challenge tests, the MOR groups that
had been given APO immediately post-trial exhibited diminished sensitization and conditioned responses relative to
MOR groups that had received VEH or APO delayed post-trial. This MOR-APO interaction effect was unique in that it
occurred post-trial so that it was only expressed in a pre-trial test in which only MOR was administered. Seemingly,
the inhibitory dopamine effect of APO was incorporated into memory during the post-trial consolidation process
suggesting that drug/ drug interactions can occur during consolidation.

1. Introduction

in association with drug taking can become capable of eliciting a drug- like
effect and triggering craving and relapse [20].

The use of drug-induced changes in spontaneous motor behavior asa
dependent behavioral variable has been employed in numerous stu- dies
to assess conditioned stimulant behavior induced by several dif- ferent
stimulant drugs that have pro-dopamine effects such as amphe- tamine,
cocaine, apomorphine and morphine [1,2,5,7,9,10,13,15-17, 22,23,25,35].
These studies have shown in rodents that drug induced locomotor hyper-
activity effects undergo conditioning and sensitization with repeated
drug/environment pairings. This Pavlovian drug con- ditioning is well
recognized to be of substantial importance for under- standing and
treating drug abuse and addiction in that cues experienced

The present investigation is focused on morphine induced con-ditioning
and sensitization. Numerous studies have shown that in mice and rats,
morphine induces locomotor stimulation effects that undergo
sensitization and conditioning with repeated treatments [14,19,24,27—
29,31-33]. Recently, we have also reported [12] loco- motor
conditioning and sensitization effects in rats following repeated morphine
(10.0 mg/kg) treatments. After conditioned morphine effects had been
induced, we demonstrated [12] that a low dose of apomor-phine (0.05
mg/kg) could attenuate the morphine conditioned hyper- activity if it was
administered immediately but not delayed by 15 min.


https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112398
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01664328
https://www.elsevier.com/locate/bbr

following a brief five minute conditioning test that elicited a morphine
conditioned hyper-activity response. In contrast, the same immediate
post-trial apomorphine treatment given to vehicle or unpaired mor- phine
groups had no effects on behavior.

In the present report, we again administered morphine pre-trial to induce
sensitization and conditioned morphine effects. Whereas in ourprevious
morphine conditioning study [12] the post-trial low dose (0.05 mg/kg)
apomorphine treatments were initiated after the induc- tion of
conditioning and sensitization effects. In the present study, we
administered the low dose apomorphine treatments post-trial during the
morphine induction phase to determine if the post-trial low dose
apomorphine treatments would also prevent or attenuate the develop-
ment of morphine sensitization and conditioning. In two separate ex-
periments, morphine (10.0 mg/kg) pre-trial treatments were adminis- tered
and the animals were tested for locomotor activity in an open- field arena.
In the first experiment, post-trial apomorphine (0.05 mg/ kg) treatments
were administered either immediately post-trial in orderto have the
opportunity to occur during the post-trial consolidation period or after a
15 min. post-trial delay, as a control for the post-trial apomorphine effects.
In contrast, to conventional drug-drug interactionparadigms the present
studies employed a unique paradigm in which the drug-drug interaction
was designed to occur during consolidation/ re-consolidation of the drug
experience. The present repost details the findings of these experiments.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Male Wistar albino rats provided by the State University of North
Fluminense Darcy Ribeiro, initially weighing 200-300 g were housed in
individual plastic cages (25 x 18 x 17 cm) until the end of the ex-
periment. Food and water were freely available at all times. The vi- varium
was maintained at a constant temperature (22 + 2 °C), and a 12/12 h
light/dark cycle (lights on at 07:00 h and off at 19:00 h). All experiments
occurred between 8:00 and 12:00 h. For 7 days prior to all experimental
procedures, each animal was weighed and handled daily for 5 min. All
experiments were performed in compliance with Brazilian Council for Animal
Experimentation (CONCEA), which are based on the US National Institutes
of Health guide for the care and use of laboratory animals (NIH
Publications No. 8023, revised 1978).

2.2. Drugs

Morphine sulfate (Cristalia, Sdo Paulo, Brazil) was used from 10 mg
ampoules (1 ml) and was injected subcutaneously in the nape of the neck
at a dose of 10 mg/kg [12,21,30,32]. Apomorphine-HCI (Sigma, St. Louis,
MO, USA) was dissolved in 0.9 % saline solution and was injected
subcutaneously in the nape of the neck at a dose of 0.05 mg/kg.A 0.9 %
saline solution was used as vehicle. All doses were administeredin a
volume of 1.0 ml/kg body weight. Drug solutions were freshly prepared
before each experiment.

2.3. Apparatus and behavioral measurements

The behavioral measurements 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 auto- matically
analyzed using 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 [18] and
to enhance the contrast between the white subject and the dark
background of the test chamber. A fan in theexperimental room provided
masking noise. The fan was turned on
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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

Two separate experiments were conducted following a modified protocol
from Carrera and co-workers [6]. Prior to the start of each experiment, all
animals received an acclimation protocol that entailed one week of
extensive handling and saline injections. Next, all the an- imals were given
three 30 min. vehicle (VEH) tests in the open-field arena to familiarize the
animals to the test arena. Two separate ex- periments were conducted and
in each experiment, the procedure consisted of three phases: An induction
phase, a conditioning test phaseand a sensitization challenge test phase.
In the induction phase, the groups were injected with either VEH or MOR
(morphine 10 mg/kg) immediately prior to a 5 min. placement in the test
arena. In the first experiment, the induction phase entailed 5 daily five
min. test sessions and in the second experiment the induction phase was
extended to 10 daily five min. test sessions. In each experiment, the
induction phase was followed two days later by a five min conditioning
test in which all groups received VEH before testing but no injections
post-trial. The conditioning test was followed two days later by a five min.
MOR sensitization challenge test in which all groups received MOR prior
to testing except for VEH groups that received VEH to control for possible
changes in the behavioral baseline response level.

In the first experiment eight groups (n = 7 animals per group) were used
and in the second experiment four groups (n = 5—6 animals per group) were
used. In the first experiment, four groups received VEH andfour groups
received MOR immediately prior to the five min. placementin the test
arena. Post-trial, the groups received either VEH or APO. Thepost-trial
treatments were administered either immediately upon re- moval from the
test arena or 15 min. after removal from the arena. The designation of groups
based on the induction treatments is as follows: The two VEH groups that
received VEH immediately or delayed 15 min. post-trial are (VEH/VEH-I)
and (VEH/VEH-D), the remaining two VEH groups received APO either
immediately post-trial (VEH/APO-I), or15 min. post-trial (VEH/APO-D).
The two MOR groups that received VEH post-trial are (MOR/VEH-I and
MOR/VEH-D). The two MOR groups that received APO post-trial are
(MOR/APO-I and MOR/VEH-D).

The second experiment was conducted as a replication and exten- sion of
the immediate post-trial experiment. The objective of the ex- tension was
to increase the number of induction sessions from 5 to 10 inan effort to
achieve asymptotic performance levels. In this experiment four groups
were used (n = 5—6 animals per group) and only the im- mediate post-
trial treatment protocol was used. The group designationsare as follows
(VEH/VEH, VEH/APO, MOR/VEH and MOR/APO). In all other aspects, the
test protocol was the same as that of the immediate post-trial five
induction sessions experiment except there were ten in- duction sessions.
In both experiments the induction phase, conditioning test and
sensitization challenge test sessions lasted five minutes. This brief test
session was used during induction to increase the likelihood that the
subsequent immediate post-test treatments occurred during consolida-
tion of the drug treatment/context association. In addition, the previous
study [12], showed that the sensitization effects of morphine pre-trial
treatments manifested in the initial five minutes of the induction ses- sion
mirrored the sensitization effects observed for the thirty min. in- duction
session. Thus, a five min. induction session was sufficient to generate
sensitization effects.

2.5. Statistics

In the morphine induction protocol, a repeated two-factor analysis of
variance (ANOVA) was used to determine the treatment, days, and
interaction effects. When a significant effect of treatment group versus
induction day interaction was obtained, data were further evaluated by
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Fig. 1. The Means and SEMs for distance scores (m) during the five induction
sessions in which the post-trial treatments of VEH or APO were administered
immediately post-trial. ** p < 0.05 vs. all groups, * p < 0.05 vs. all vehicle
groups.

one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc tests using p < 0.05 as the
criterion for statistical significance. The behavioral data obtained from
the conditioning and sensitization tests were evaluated using a one-way
ANOVA. Wherever indicated by the ANOVA (group effects with p-values
< 0.05), possible differences among groups were further analyzed using
the Tukey test. Statistical analyses were performed using SPSS Statistics
21 (IBM).

3. Results
3.1. Five induction sessions experiment

Fig. 1 presents the locomotor activity over the course of induction days 1-
5. A repeated two-factor treatment by day ANOVA showed a treatment
group X day interaction effect [F (28, 192) =10.23; p < 0.01], an
effect of groups [F (7, 48) = 23.45; p < 0.01] and an effect of days of
treatment [F (4, 192) = 11.09; p < 0.01]. One-wayANOVAs followed by
Tukey test to further analyze the interaction of group X days showed that
on day 1 there were no differences among thegroups [F (7, 48)=1.02;
p > 0.05]. On day 2 [F (7, 48)=10.0;p < 0.01], day 3 [F (7, 48)
=16.20; p < 0.01] and day 4 [F (7,48) = 17.62; p < 0.01], however,
there were differences among the experimental groups and the Tukey test
showed that all MOR groups except the MOR/APO-I group had higher
locomotion distance scores than all VEH groups (p < 0.05). On day
5 [F (7, 48) =39.0;p < 0.01], the MOR/VEH-I, MOR/VEH-D and
MOR/APO-D groups had higher locomotion than all groups (p < 0.05). The
MOR/APO-I group had higher locomotion than all VEH groups (p <
0.05).
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Fig. 2. A. The Means and SEMs for distance scores during the conditioning test in
which all groups received vehicle before testing. B. The Means and SEMs for distance
scores during the sensitization test in which groups received morphine 10 mg/kg
before testing. ** p < 0.05 vs. all groups.

The results for the conditioning test are presented in Fig. 2A. A one-way
ANOVA [F (7, 48) = 17.41; p < 0.01] indicated statistically sig- nificant
differences among groups and specific group comparisons using the Tukey
test showed that the MOR/VEH-I, MOR/VEH-D and MOR/ APO-D
groups had higher locomotion than all groups (p < 0.05). The results of
morphine sensitization test are presented in Fig. 2B. The one-way ANOVA
showed that there were differences among the experi- mental groups [F
(7, 48) = 22.60; p < 0.01] and individual group comparisons using Tukey
test showed that the MOR/VEH-I, MOR/VEH-D and MOR/APO-D
groups had higher locomotion than all groups(p < 0.05).

3.2. Ten induction sessions experiment

Fig. 3 shows the locomotor activity over the course of days 1—10 for the 10
days of induction. A repeated two-factor treatment by day ANOVA
showed a treatment group X day interaction effect [F (27, 171) = 4.0;
p < 0.01], an effect of treatments [F (3, 19) = 25.0; p < 0.01] and
an effect of days of treatment [F (9, 171)=6.0;p < 0.01]. One-way
ANOVAs with p values of p < 0.05 were followedby Tukey tests to
identify specific group differences. The one-way ANOVAs showed that
on day 1 there were no differences among the groups (p > 0.05). On
day 2 through day 10, the one-way ANOVAs
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Fig. 3. The Means and SEMs for distance scores during the ten induction ses-
sions in which the post-trial treatments of VEH or APO were administered
immediately post-trial. ** p < 0.05 vs. all groups, * p < 0.05 vs. all VEH
groups.

had p values < 0.01. On day 2 and day 3 the Tukey test showed that both
groups that received MOR regardless of post-trial treatment had higher
locomotion distance scores than the groups that received VEH (p < 0.05).
From day 4 until the end of induction phase, the MOR/ VEH group had
higher locomotion than all groups (p < 0.05). The MOR/APO had higher
locomotion than the VEH groups (p < 0.05) andthere were no differences
between VEH groups (p > 0.05). As was observed in the 5 session
induction experiment, in which a decline in activity level for the
MOR/APO-I group on day 4 was suggested in this 10-treatment session
experiment, the reduction in activity level on day 4 was more apparent
and statistically significant.

The conditioning test results are presented in Fig. 4A. A one-way ANOVA
[F (4, 29) = 15.10; p < 0.01] showed that there were statis- tically
significant differences among groups. Specific group compar- isons were
made using the Tukey test and showed that the MOR/VEH and the
MOR/APO groups had higher locomotion than the VEH groups(p < 0.05).
The VEH groups did not differ from each other (p > 0.05). The results of
the sensitization challenge test are shown in Fig. 4B. Theone-way ANOVA
indicated statistically significant differences among groups [F (3, 15) =
15.7; p < 0.01]. Individual group comparisons using Tukey test indicated
that the MOR/VEH group had higher loco- motion distance scores than
all groups (p < 0.05) and that the MOR/ APO group had distance scores
greater than the VEH groups (p < 0.05)that did not differ from each
other (p > 0.05).

4. Discussion

In both the 5 and 10 MOR induction experiments, a strong MOR
sensitization effect was evident in the immediate MOR/VEH groups that were
attenuated in the immediate MOR/APO groups. In both experi- ments the
MOR/VEH-I and MOR/APO-I groups performances were in-
distinguishable over the first three test sessions but diverged on session
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Fig. 4. A. The Means and SEMs for distance scores during the conditioning testin
which all groups received vehicle before testing. ** p < 0.05 vs. all groups.

B. The Means and SEMs for distance scores during the sensitization test in which
all groups received morphine 10 mg/kg before testing. ** p < 0.05 vs. all groups,
* p < 0.05 vs. all vehicle groups.

four and by session 5 the sensitization effects in the MOR/APO-I groupsin
both experiments were substantially reduced. Furthermore, when APO
treatments were delayed 15 min. post-trial in the MOR/APO-D group, robust
sensitization was generated comparable to the MOR/ VEH-I groups. This
result affirmed the critical significance of the post- trial treatment interval
for the post-test APO effect and is in line with aneffect related to the
consolidation process. It has been long established that post-trial events
during consolidation can have major effects on theincorporation of an
association into memory [11]. On the other hand, the same immediate
post-test APO treatment did not modify the activity level for the
VEH/APO-I groups in either the immediate 5 or the im- mediate 10
induction session experiments. We have previously reported similar null
effects for VEH/APO immediate post-trial treatment groups[12]. The
consistent element for the absence of an immediate post-trial APO
inhibitory effect in VEH animals is that the animals were ex- tensively
habituated to the test environment prior to the low dose APO post-trial
treatment protocol. However, the same immediate post-trial APO
treatment administered following exposure to a novel environment



produces a strong inhibitory effect [21]. We have sug- gested [12] for
animals well acclimated to the test environment that theimmediate post-
trial interval is not a consolidation event and that fa- miliarization with
the test environment is analogous to a latent in- hibition effect [26,34]
whereas, the novel environment experience evokes a consolidation
event. Although the MOR/APO groups were alsohabituated to the test
environment prior to the start of the induction protocol, this was their
first experience with the MOR plus test en- vironment stimulus complex.
In this regard, the test environment in theinduction protocol can be
considered a novel experience and therefore one more likely to initiate a
consolidation process. In that the MOR/ APO post-test drug effect
seemingly occurs during consolidation, it creates the possibility that the
APO effect can become incorporated intothe MOR/test environment
consolidation process. While this analysis overall is consistent with the
present findings, the results are more complex and raise additional
questions. First of all, the immediate MOR/APO-I and MOR/VEH-I
treatment groups did not differ in their MOR response until test session
4. In terms of the APO treatments, session 4 represents the effect of the
third APO post-test treatment that followed induction session 3. A
possible clue as to why there was a delay in the efficacy of the low dose
APO post-test treatment until the third post-test APO treatment is
suggested by the MOR response shownin the induction results in Figs. 1
and 3. First of all, there was no ap- parent effect of the MOR versus VEH
treatments on day 1 so, from the consolidation perspective stated above,
there would be no expectation for a post-trial consolidation event after
session 1 that could then im- pact session 2. This finding is not surprising
in that test environment familiarization has been shown to prevent the
acute locomotor stimu- lation effects induced by other indirect agonists
such as cocaine [4,3]. By day 2 however, there was an effect of the
MOR/VEH-I treatments. Seemingly, this MOR response represented the
start of a sensitization effect and the initiation of a re-consolidation
process following induc- tion day 2. While a MOR effect was initiated on
day 2 the influence of the post-trial APO-I treatments was not manifested
until induction day

4. The day 4 effect represents the impact of the MOR/APO-I treatment
following induction day 3. Whether the inhibitory post-trial APO
treatment inhibitory effect required 2 post-trial treatments (post-trial
session 2 and post-trial session 3) to be effective or whether the mag-
nitude of the MOR sensitization effect needed to activate a re-con-
solidation process requires up to 3 treatments at this dose and in this
testing protocol remains to be experimentally addressed. Seemingly if the
latter is the case then a group that receives its first post-trial APO
treatment after the third or fourth MOR treatment would have the same
inhibitory effect on the fourth or fifth MOR induction treatment as a
group that receives the same APO treatments after every MOR treat- ment
as was the case in the present study.

The conditioning and sensitization challenge test results are another
interesting facet of the findings obtained in the present study. In the 5
day induction experiment, the post-trial MOR/APO-I conditioned and
sensitization effects were reduced and did not reach statistical sig-
nificance when compared to the VEH groups. In the 10 day experiment,a
conditioned response was observed in the MOR/APO-I group but the
sensitization response in the challenge test was diminished relative to
the sensitization response in the MOR/VEH-I group. Seemingly, the
partial sensitization response in the MOR/APO-I over the course of the10
treatment sessions was sufficient to generate a conditioned response.The
finding in the present report that a low dose APO treatment given
immediately post-trial to MOR treated animals substantially at-tenuated
the sensitization response induced by MOR is consistent withour earlier
report [12] in which the same low dose APO treatmentadministered
immediately post-trial during the re-consolidation of a MOR
conditioned response markedly diminished the conditioned re-sponse.
While the importance of dopamine in motor behavior has beenlong
known, Beninger (1983) [8] demonstrated that dopaminergic sti-mulant
drugs do not simply increase movement but also enhance thesalience
and incentive value of the environmental stimuli.
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Consequently, a dopaminergic inhibitory treatment induced by the low
dose of apomorphine used in the present study would seemingly de-
crease the salience and incentive value of the contextual cues present
during consolidation. Guided by this framework, the dopamine in-
hibitory effect of the APO during consolidation on salience and in- centive
value would decrease the motivational significance of the as- sociation.
The unusual feature of this algebraic summation in the present study is
that it occurs post-trial and is incorporated in memory and that the
algebraic summation is manifested in a subsequent MOR test without the
APO treatment.

In conclusion, the present findings raise several important issues
regarding the sensitization/conditioning relationship and suggest a
number of new protocols pertinent to this issue. For example, how the
post-trial MOR/APO interaction compares to the pretrial MOR/APO
interaction will be important to determine. That is, after the completionof
an induction protocol, would the response of the pre versus post-trial
MOR/APO groups differ in a VEH conditioning test, a MOR sensitiza-
tion challenge test as well as a test in which APO is administered pre- trial.
This assessment will allow for a determination as to whether the
associative drug/drug interaction effect that occurs in the presence of
contextual stimuli is different from when the drug-drug interaction occurs
post-trial. Thus, the present study suggests several new metho- dological
directions for the investigation of drug interactions relevant to drug
conditioning and sensitization
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7. DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo verificar se a inibicdo da liberacao
dopaminérgica durante o periodo de consolidacdo da memdéria enfraqueceria uma
resposta locomotora condicionada e sensibilizada produzida por morfina 10 mg/kg.
Para isso, realizaram-se dois experimentos que tiveram as mesmas fases
protocolares: habituacdo, fase de inducdo, periodo de retirada 1, teste de
condicionamento, periodo de retirada 2 e teste de sensibilizacao. A diferenca entre os
dois experimentos foi na fase de inducédo, na qual o experimento 1 teve a duracéo de
cinco dias consecutivos e 0 experimento 2 teve a duracao de 10 dias consecutivos.

Na fase de inducdo dos dois experimentos, 0S grupos receberam o0s
tratamentos com morfina 10 mg/kg, para a inducdo de uma resposta locomotora
condicionada e sensibilizada, imediatamente antes da sessao na arena experimental,
obedecendo um protocolo de condicionamento pavloviano de atraso (pré-arena) e
receberam o tratamento antidopaminérgico imediatamente ap6s o fim da sesséo
experimental na arena, obedecendo um protocolo pavloviano de traco (pés-arena).
Como tratamento antidopaminérgico, utilizou-se apomorfina 0,05 mg/kg que atua nos
receptores D2 pré-sinapticos, inibindo a liberacdo de dopamina (BASTOS et al., 2014;
SANTOS et al., 2015).

E importante ressaltar que antes do inicio dos tratamentos farmacoldgicos,
todos os animais passaram por um periodo de habituacdo a arena experimental. A
fase de habituacéo teve a duracao de trés dias consecutivos com sessao diaria de 30
minutos na arena. Os resultados mostraram que houve uma diminui¢cdo da atividade
locomotora ao longo dos trés dias do periodo de habituacdo (dados ndo mostrados),
refletindo uma familiarizacdo dos animais com o0s procedimentos experimentais
(COSTA et al., 2014). Além disso, esses resultados asseguram que antes do inicio
dos tratamentos farmacoldgicos, os animais apresentaram um nivel de atividade
locomotora equivalente (CERBONE e SADILE, 1994).

O experimento 1 contou com oito grupos, sendo que quatro grupos receberam
o tratamento pds-arena imediatamente apds o fim da sessdo experimental (grupos
imediatos), ou seja, dentro da janela de consolidacdo da memoaria e 0s outros quatro

grupos receberam o tratamento pos-arena 15 minutos apos o fim da sessdo
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experimental (grupos “delay”), ou seja, fora da janela de consolidagdo da memoria.
Essa diferenca no tempo de administracdo dos tratamentos pods-arena foi para
assegurar que os resultados decorrentes do tratamento antidopaminérgico ocorreriam
dentro da janela de consolidacdo da memodria. A consolidacdo da memoria leva
provavelmente cerca de cinco a 10 minutos e a consolidacao € concluida apos cerca
de uma hora ou mais (DHARANI, 2015). A consolidacdo da memoria é o processo de
conversdo da memoria de curta duracdo em memoria de longo prazo. O mecanismo
subjacente a este processo € a Potenciagdo de Longo Prazo (do inglés “Long-Term
Potentiation”, LTP). O processo de potenciacdo de longo prazo requer algum tempo
para ser eficaz - normalmente 5-10 minutos para consolidagdo minima, uma hora para
consolidacdo mais forte (CLOPATH, 2012). O experimento 2 contou com quatro
grupos que receberam os tratamentos pos-arena imediatamente apos o término da
sessao experimental.

Os resultados mostraram que no experimento 1, os grupos MOR/VEI,
MOR/VEI-15’, MOR/APO-15" e no experimento 2, o grupo MOR/VEI, apresentaram
um aumento da atividade locomotora, expressando o desenvolvimento da locomocéao
sensibilizada quando comparados com os grupos VEI/VEI, VEI/VEI-15 e MOR/APO-
I. Esses resultados corroboram com os dados presentes na literatura cientifica que
mostram que a morfina produz o desenvolvimento de uma resposta locomotora
sensibilizada (VANDERSCHUREN et al., 2010; MORI et al., 2016; ZHANG e KONG,
2017). Leite et al. (2019) mostraram que o tratamento com morfina de forma associada
produziu o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental, que se traduz pelo
aumento da atividade locomotora ao longo dos dias de administragéo e o aumento foi
significativo apds repetidos tratamentos, mais precisamente ao terceiro dia da fase de
induc&o. Uma propriedade farmacologica bem interessante que a morfina possui é a
capacidade de estimular tanto os neurénios dopaminérgicos quanto 0s neurdnios
glutamatérgicos, ocasionando o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental.
Segundo CHEN e colaboradores (2015) e YANG e colaboradores (2020), a morfina
desinibe a entrada (input) glutamatérgica para os neurénios dopaminérgicos no VTA
e promove a estimulacdo dos neurbnios dopaminérgicos, e quando atua nos
receptores p localizados nos neurbnios gabaérgicos promove a inibicdo desses
neurénios, o que leva a desinibicdo da liberacdo do glutamato que € um
neurotransmissor com caracteristica excitatoria (CHEN et al., 2015; YANG et al.,
2020).
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Por outro lado, os resultados mostraram que na fase de indugéo, ocorreu uma
atenuacdo do desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental no grupo
MOR/APO-I nos experimentos 1 e 2. Dados presentes na literatura mostram que a
apomorfina administrada na dose de 0,05 mg/kg dentro da “janela de consolidacéo da
memoria” atua em receptores pré-sinapticos do tipo D2 inibindo a liberagdo de
dopamina para vias dopaminérgicas, tendo por consequéncia um efeito inibitorio,
atenuando ou inibindo os efeitos excitatérios produzidos por drogas de abusos
(BASTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2015; FERREIRA et al., 2020). J4 no grupo
MOR/APO-15" do experimento 1, ndo ocorreu o efeito atenuante da APO, uma vez
que sua administracdo ocorreu 15 minutos apds 0s animais serem retirados da arena
experimental, ou seja, tempo considerado fora da “janela de consolidacdo da
memoria”. Para que o tratamento farmacologico seja eficiente nesse modelo
experimental, € necessario preservar o tempo da “janela de consolidagdo da
memoria”, pois € o periodo que as memorias estdo sofrendo modificacbes e
incorporacdes de novas experiéncias e aprendizagens (LEE et al., 2012; NADER et
al., 2015; SANTOS et al., 2018).

ApGs dois dias de retirada, foi realizado o teste de condicionamento. O teste de
condicionamento teve como objetivo verificar os efeitos condicionados da morfina. Os
resultados mostraram que os grupos MOR/VEI, MOR/VEI-15’, MOR/APO-15" do
experimento 1 e no experimento 2 o grupo MOR/VEI, MOR/APO-I apresentaram o
desenvolvimento de uma resposta locomotora condicionada quando comparado com
o grupo VEI/VEI, VEI/VEI-15 e com o grupo MOR/APO-I (experimento 1). Esses
achados corroboram com os dados presentes na literatura, mostrando que uma breve
exposicdo a morfina repetidamente € capaz de promover uma resposta locomotora
condicionada (OLIVEIRA et al., 2019; FERREIRA et al., 2020). A administracéo
repetida da morfina é capaz de induzir aos estados emocionais positivos e
aprendizado relacionado a recompensa e memoria (HYMAN et al., 2006; EPP et al.,
2013), sendo que as pistas contextuais presentes no momento da administracao da
droga pode fortalecer as memarias associadas a experiéncia anterior com a morfina,
resultando em uma resposta condicionada (MUELLER et al. 2002; VASSOLER et al.,
2014).

Um fato interessante € que o grupo MOR/APO-I do experimento 2, que
apresentou uma atenuagao do desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora durante

a fase de inducdo, ndo apresentou uma atenuacdo da expressao da resposta
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locomotora condicionada no teste de condicionamento, como ocorreu no grupo similar
do experimento 1. Como a fase de inducéo do experimento 2 teve uma duracao de 10
dias e como a inibicdo da liberagdo dopaminérgica produzida por APO foi,
aparentemente, restrita aos neurénios dopaminérgicos, esse resultado pode ser
devido a uma acao glutamatérgica, tendo em vista que a morfina também desinibe a
transmissdo glutamatérgica no VTA (CHEN et al., 2015; YANG et al., 2020). Dessa
forma, a acdo glutamatérgica sozinha pode ter contribuido para a expressao da
locomocéo condicionada. E sabido o envolvimento do sistema glutamatérgico nos
processos relacionados a dependéncia quimica (TZSCHENTKE e SCHMIDT, 2003;
D'SOUZA, 2015).

Trabalhos da literatura cientifica mostram que antagonistas glutamatérgicos
bloqueiam o condicionamento produzido por substancias de abuso (WELSCH-KUNZE
e KUSCHINSKY, 1990; MALDONADO et al, 2007; BOYCE-RUSTAY e
CUNNINGHAM, 2004), sugerindo uma contribuicdo do sistema glutamatérgico nesse
processo de aprendizagem. Entretanto, essa discusséo € puramente especulativa ja
gue o presente trabalho ndo abordou essa questédo diretamente. Como os resultados
da fase de inducédo do experimento 1 mostraram uma atenuac¢ao do desenvolvimento
da sensibilizagcdo locomotora produzida pelo tratamento com apomorfina 0,05 mg/kg
imediatamente apds a sessao experimental, pensou-se que o aumento do periodo da
fase de inducdo provavelmente levaria a um blogueio do desenvolvimento da
sensibilizacdo locomotora. Entretanto, essa hipotese ndo foi confirmada pelos
resultados. O fato intrigante advindo do experimento 2 é que somente a expressao da
resposta locomotora condicionada nao foi afetada ja que houve uma atenuacéo da
expressao da resposta locomotora sensibilizada.

Apés dois dias de retirada, foi realizado o teste de sensibilizagdo
comportamental que teve por objetivo verificar se a expressdo de uma resposta
sensibilizada a morfina poderia ser atenuada pelo tratamento antidopaminérgico pos-
arena. Os resultados mostraram que os grupos MOR/VEI, MOR/VEI-15", MOR/APO-
15’ (experimento 1) e o grupo MOR/VEI do experimento 2, expressaram uma resposta
locomotora sensibilizada quando comparado com os grupos VEI/VEI, VEI/VEI-15’ e
MOR/APO-I. Entretanto, o grupo MOR/APO-I, presente nos dois experimentos,
apresentou uma atenuacgao da resposta locomotora sensibilizada. Estudos mostraram
que a morfina possui caracteristicas recompensadoras, que reforcam e provocam a
sensibilizacdo comportamental em animais (HALEEM, 2013; KOOB e VOLKOW,
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2016; MITSI e ZACHRIOU, 2016). E importante ressaltar que a sensibilizagdo € um
processo de aprendizagem ndo associativo, mas € potencializada quando ocorre em
conjunto com ambiente experimental (VANDERSCHUREN, 2001; MCKIN, 2013).
Trabalhos mostraram que apomorfina quando administrada na dose de 0,05 mg/kg
dentro da “janela de reconsolidagdo da memdria”, exerce uma agao antidopaminérgica
inibindo a liberacdo de dopamina em neurbnios dopaminérgicos pré-sinapticos,
resultando na atenuacédo de uma resposta locomotora sensibilizada (CARRERA et al.,
2012; BASTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2018; LEITE et al., 2019).

A reconsolidacdo da memaria se refere ao processo pelo qual as memérias de
longo prazo, apds a evocacao, entram em um estado labil no qual se tornam sujeitas
as mudancas. No entanto, a labilidade nédo se limita a reconsolidacéo e ha evidéncias
consideraveis de que a consolidacdo, o processo que converte a memoéria de curto
prazo em memdérias de longo prazo, também esta sujeita a plasticidade na evocacgéo
da memodria (MARRA et al., 2013). Assim, parece plausivel pensar que, pelo menos
inicialmente, a inibicdo da liberacdo dopaminérgica pds-arena afetou o processo de
consolidacdo da memoria produzindo uma atenuacdo da resposta produzida por
morfina. Essa resposta ndo foi observada nos animais que receberam morfina pré-
arena e veiculo imediatamente apds-arena ou até mesmo nos animais que receberam
apomorfina fora da janela de consolidagdo da memdria, reforcando a consolidacdo da

memoria.
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8. CONCLUSAO

>

A administragdo de morfina 10 mg/kg associada ao contexto ambiental
produziu uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada, independente
da duracéo da fase de indugéo.

A morfina 10 mg/kg produziu uma memodria associativa, desenvolvida pela
associagao do contexto ambiental com os efeitos da droga.

As administracbes da morfina 10 mg/kg fortaleceram o processo de
consolidacdo da memoéria, criando-se uma aprendizagem associada a
utilizagcéo da droga.

A apomorfina 0,05 mg/kg administrada durante a janela de consolidacdo da
memoria, atenuou o desenvolvimento de uma resposta locomotora
condicionada e sensibilizada produzida por morfina 10 mg/kg.

Tratamentos administrados fora do periodo da janela de consolidacdo da
memoria, ou seja, 15 minutos apds o término da sessdo experimental, ndo
produziram alteracées comportamentais.

O entendimento do mecanismo da consolidagdo da memoria pode abrir novos
caminhos para o tratamento da dependéncia quimica.
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