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RESUMO

OLIVEIRA, D. A. O Labirinto em Cruz Elevado como Modelo de Adicgdo Animal:
Efeito Comportamental do Pareamento de Morfina com os Bragos Abertos. 2012.

Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Psicologia, Universidade de Brasilia, Brasilia.

A partir de um procedimento de preferéncia condicionada por lugar, o labirinto em cruz
elevado foi utilizado para investigar o efeito de variaveis ambientais e de outras propriedades
farmacoldgicas de drogas sobre a aquisicdo de adic¢do, através do nimero de pareamentos de
morfina intraperitoneal com os bracos abertos desse labirinto, compartimentos naturalmente
aversivos ao comportamento exploratério de ratos. Setenta e dois ratos Wistar machos foram
divididos em seis grupos experimentais. Quatro grupos receberam diferentes doses de morfina
(0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg) pareadas aos bracos abertos do labirinto, por 20 minutos, no
periodo da manhd, enquanto injecdes de salina foram pareadas aos bracos fechados, no
periodo da tarde. O grupo controle recebeu apenas injecdes de salina, que foram pareadas a
ambos os bracos. No total, oito sessdes alternadas de condicionamento foram realizadas em
quatro dias consecutivos, sendo que os grupos de morfina totalizaram quatro pareamentos aos
bracos abertos. Um sexto grupo também recebeu somente injecdes de salina, mas foi exposto
ao labirinto apenas no dia do teste, realizado no quinto dia. Os resultados revelaram que o
condicionamento n&o alterou a aversao aos bragos abertos, nem a atividade motora do grupo
controle. Um efeito locomotor foi demonstrado para o grupo condicionado com 1,0 mg/kg de
morfina, enquanto um possivel efeito anti-aversivo foi observado para o grupo condicionado
com 0,3 mg/kg. O condicionamento com 5,0 e com 10,0 mg/kg de morfina ndo alterou a
aversdo dos animais aos bracos abertos. Esses resultados contrariam os achados anteriores,
gue demonstraram que dois pareamentos com 1,0 e 5,0 mg/kg de morfina atenuavam a
aversdo aos bragos abertos promovida por dois pareamentos de salina. Estudos adicionais
devem ser realizados, a fim de confirmar os resultados obtidos e revelar mais sobre a precisa

aplicabilidade do labirinto em cruz elevado no estudo da adic¢édo a drogas.

Palavras-chave: preferéncia condicionada por lugar; labirinto em cruz elevado; adicgdo a

drogas; reforcamento negativo; morfina.



ABSTRACT

OLIVEIRA, D. A. The Elevated Plus Maze as a Model of Animal Addiction: Behavioral
Effect of Pairing Morphine with the Open Arms. Dissertation (Master’s Degree) - Institute

of Psychology, University of Brasilia, Brasilia.

With a conditioned place preference procedure, the elevated plus maze was applied to
investigate the effect of environmental variables and other pharmacological properties of
drugs on the acquisition of drug addiction, by the number of pairings between intraperitoneal
morphine and its open arms, compartments naturally aversive to the exploratory behavior of
rats. Seventy two male Wistar rats were divided into six experimental groups. Four groups
received different doses of morphine (0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg) paired to the open arms of
the maze for 20 minutes in the morning, while saline injections were paired to the close arms
in the afternoon. The control group received only saline injections, which were paired to both
open and close arms of the maze. In total, eight alternate conditioning sessions were
conducted on four consecutive days, and morphine groups totaled four pairings to the open
arms. A sixth group also received only saline injections, although it was exposed to the maze
only on the test day, performed on the fifth day. Results showed that conditioning did not
influence the aversion to the open arms or the motor activity of the control group. A
locomotor effect was demonstrated for the group conditioned with 1,0 mg/kg of morphine,
while a potential anti-aversive effect was observed for the group conditioned with 0,3 mg/kg.
Conditioning with 5,0 and 10,0 mg/kg of morphine did not influence the animal aversion to
the open arms. These results contradict previous findings, which showed that two pairings
with 1,0 and 5,0 mg/kg of morphine attenuated the aversion to the open arms promoted by
two pairings with saline. Additional studies should be performed in order to confirm these
results and reveal more about the applicability of the elevated plus maze in the study of drug

addiction.

Keywords: conditioned place preference; elevated plus maze; drug addiction; negative

reinforcement; morphine.
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INTRODUCAO

Adiccédo a Drogas

O uso de drogas que alteram o humor e a mente tem prevalecido por milhares de anos
na sociedade. O etanol, por exemplo, tem sido consumido por pelo menos 8.000 anos,
constituindo um dos melhores exemplos de droga utilizada para recreacdo ao longo da histéria
(Betz et al., 2000). O costume de mascar folhas de coca tem sido praticado por indios sul-
americanos ha mais de 1.500 anos (Woolverton & Johnson, 1992). No inicio do seculo XX,
drogas como cocaina, heroina e morfina eram livremente prescritas e comercializadas para o
tratamento de diversas doencas (Szasz, 1975). Todavia, sérios problemas de adiccdo foram
sendo gradualmente identificados com o consumo indiscriminado dessas substancias.

Um historico similar se aplica ao 6pio, ao tabaco e a uma série de outras substancias
de acdo central. O consumo da maconha (Cannabis sativa), por exemplo, remete ao ano de
2.737 a.C., na China, principalmente em decorréncia de seus efeitos euféricos e medicinais
(Szasz, 1975). Embora essa droga seja considerada ilegal na maioria dos paises, ela
permanece popular e sua descriminalizacdo é defendida por muitos. Outro exemplo
importante é o dos benzodiazepinicos, uma das medicacdes psicotrépicas mais prescritas no
mundo atualmente. Quando foram introduzidos na pratica clinica, acreditava-se que esses
compostos nao eliciavam adiccdo. Entretanto, a partir da década de 1970, sua capacidade de
produzir sintomas de abstinéncia e dependéncia psicol6gica passou a representar um sério
problema de satde mundial (De las Cuevas, Sanz & De la Fuente, 2003).

A adicc¢do a drogas consiste em uma doenca cronica que envolve alteracGes bioldgicas,
cognitivas e comportamentais, desenvolvidas ap6s 0 uso repetido de substancias capazes de
promover adic¢do. Essa desordem é caracterizada, principalmente, por: (1) compulsdo pela
procura e pelo consumo continuo e excessivo da droga, implicando em limitacéo do repertorio
comportamental; (2) perda do controle sobre o consumo e evidentes danos a fungdo social e
ocupacional do individuo; e (3) surgimento de um estado emocional negativo quando 0 acesso
a droga é impedido, envolvendo sinais de disforia, irritabilidade e ansiedade (Organizagdo
Mundial da Satude, OMS, 2002; Koob et al., 2004).
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O termo adiccdo tem sido muito utilizado nas dltimas décadas como sindénimo de
dependéncia, se referindo ao estagio final do processo de consumo de drogas (Gardner, 2008).
Todavia, tal equiparacdo de conceitos confunde a terminologia da area e, conforme
determinado pela quarta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-1V), o termo dependéncia passou a ser utilizado no @mbito clinico para se referir aos
transtornos produzidos por classes de drogas capazes de causar sintomas de abstinéncia, como
medicamentos antidepressivos e corticosterdides (Volkow & Li, 2004; Gardner, 2008). A
utilizacao da expressdo “consumo de drogas”, em vez de “abuso de drogas”, também é
orientada quando houver referéncia a qualquer forma de auto-administracdo de uma
substancia psicoativa, incluindo consumo ocasional ou prolongado (OMS, 2002).

A transicdo do consumo recreacional ou mesmo cerimonial de drogas para a
consolidacdo da adic¢do € um processo dificil de ser definido. Drogas legais (como alcool,
nicotina e benzodiazepinicos) e ilegais (como maconha, cocaina e heroina) sdo utilizadas de
forma excessiva por diversas razdes, como para alteracdo de estado mental, melhora de
desempenho e, em certos casos, para auto-medicacdo (Volkow & Li, 2004). O consumo
inicial de drogas geralmente estd relacionado aos efeitos de prazer, bem-estar e euforia
produzidos por essas substancias (Gerrits, Lesscher & van Ree, 2003). Além disso, individuos
demonstram notéveis diferengas de vulnerabilidade a adic¢do, sofrendo complexa influéncia
da predisposicao genética e da condicéo fenotipica (Betz et al., 2000; Gerrits et al., 2003).

O processo de adiccdo a drogas pode ser representado por um ciclo de patologia
crescente, resultante de repetidas falhas de auto-regulacédo do sistema cerebral de recompensa
(Koob & Le Moal, 2001; Kenny, 2007). Do ponto de vista comportamental, esse ciclo da
adiccdo é composto por trés fases: (1) fase de compulsdo e intoxicacdo; (2) fase de afeto
negativo de abstinéncia e; (3) fase de antecipa¢do e preocupacao (Koob & Le Moal, 2001).

O conhecimento crescente da neurobiologia das drogas e das alteracGes adaptativas
que ocorrem durante a adic¢do tem orientado novas estratégias para a prevencdo e tratamento
dessa desordem, contribuindo também para identificar as areas nas quais pesquisas adicionais
sdo necessarias (Volkow & Li, 2004). Esse aprimoramento tem se tornado cada vez mais
importante, visto o dramatico impacto da problematica da adiccdo na sociedade e na saude
mundial. No ano de 2002, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatou que somente o
tabaco contribuiu para 8,8% de todas as mortes no mundo, enquanto o alcool contribuiu para
3,2% das mortes (Hughes, Watson, Kalk & Reid, 2010).
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Neurobiologia da Adicgdo

A pesquisa neurobiologica no campo da adiccdo a drogas procura esclarecer as
alteracdes envolvendo processos fisioldgicos e comportamentais, que medeiam a transicdo
entre o uso controlado e ocasional e a perda do controle sobre o uso de drogas (Koob & Le
Moal, 2001; Schindler, Panlilio & Goldberg, 2002). As drogas agem sobre sistemas
neuroguimicos que compdem o circuito de recompensa cerebral. Esse circuito anatdmico foi
inicialmente descrito em 1954, por Olds e Milner, que verificaram um aumento nas respostas
de auto-estimulacdo, quando regides cerebrais especificas (principalmente ao longo do feixe
prosencefalico medial) eram estimuladas eletricamente em ratos (apud Koob & Le Moal,
2001). A ativacdo dessas vias neurais, elétrica ou quimicamente (por drogas ou por
recompensas naturais, como comida e sexo), provoca sensacOes prazerosas fortemente
reforcadoras, mantendo comportamentos estereotipados (Betz et al., 2000). A partir dessas
observagOes, pesquisas adicionais identificaram as estruturas anatdmicas e as vias
neuroguimicas envolvidas no circuito cerebral de recompensa.

Estudos consistentes demonstraram que a liberacdo de dopamina, especialmente no
nacleo accumbens, esta intensamente associada aos efeitos de recompensa (prazer) das drogas
(Koob, 1992; Di Chiara, 1999; Crombag & Robinson, 2004; Volkow & Li, 2004). Os corpos
celulares do sistema dopaminérgico de recompensa originam-se na area tegmental ventral
(VTA) e se projetam amplamente para o estriado ventral, incluindo: (1) o nacleo accumbens
(NAc), importante interface entre os sistemas limbico e motor, envolvido na aprendizagem de
recompensas e expressao de comportamentos adaptativos; (2) diferentes areas corticais pré-
frontais, envolvidas na avaliacdo do estimulo e no controle de impulso; e (3) outras regides do
sistema limbico, como a amigdala, responsavel pela avaliacdo do significado emocional de
estimulos em situacdes que envolvem estados de medo e ansiedade (Di Chiara & North, 1992;
Koob & Le Moal, 2001; Hughes et al., 2010).

O consumo cronico de drogas € capaz de alterar a atividade do circuito de recompensa,
envolvendo mecanismos compensatorios que se opdem aos efeitos prazerosos dessas
substancias. Isso é caracterizado pela reduc¢do do nivel de dopamina no NAc e pelo aumento
do nivel de estresse, numa tentativa do cérebro de manter os niveis homeostaticos normais
(Koob & Le Moal, 2001; Crombag & Robinson, 2004; Kenny, 2007). Esse crescente e
persistente estado afetivo negativo mascara os efeitos heddnicos iniciais das drogas e é
responsavel pelo mecanismo de reforcamento negativo de procurar a droga para evitar 0s

efeitos aversivos gerados por sua abstinéncia (Koob & Le Moal, 2001). Essas alteracdes
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neuroplésticas, associadas as propriedades reforcadoras das drogas, contribuem para a
formacdo do estado alostasico, um estado de desvio cronico do nivel homeostéatico normal,
alterando o quadro heddnico eliciado inicialmente pela droga (Koob & Le Moal, 2001).

Alteracdes neurofisiologicas também contribuem para a vulnerabilidade a adicgéo.
Uma reduzida atividade do cortex pre-frontal em individuos adictos reflete a alteragdo do
controle de tomada de decisdo pre-frontal, para um controle mais compulsivo sobre o
consumo de drogas, observado nesses individuos. 1sso pode ser responsavel pelo aumento da
responsividade a niveis elevados de dopamina (gerados por drogas) e pela reducdo da
sensibilidade a niveis fisioldgicos (gerados por recompensas naturais), caracterizando a
transicdo do simples uso prazeroso para o desejo compulsivo pela droga (fissura) (Koob & Le
Moal, 2001; Crombag & Robinson, 2004; Volkow & Li, 2004).

Avancos recentes em biologia molecular e em imagem funcional aumentaram a
compreensdo de como tais adaptagdes ocorrem. Em nivel celular, o uso repetido de drogas
promove alteracdes de longa duragdo na expressao de certos fatores de transcricdo (como
AFosB), que modulam a sintese de proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica, alterando,
assim, a transducéo de sinal intracelular e a transcri¢do génica na via dopaminérgica (Volkow
& Li, 2004; Koob, Lloyd & Mason, 2009). Esse quadro altera a atividade regular desses
neurdnios e o funcionamento dos circuitos neurais associados, promovendo 0s complexos
comportamentos caracteristicos da adiccdo a drogas (Nestler & Aghajanian, 1997).

Drogas como cocaina, anfetamina e ecstasy atuam diretamente sobre a transmissdo
dopaminérgica (Volkow & Li, 2004). Porém, outros neurotransmissores também contribuem
de forma significativa para a fungdo anormal dos circuitos cerebrais, sob efeito de repetidas
exposicdes a drogas. Substancias como opioides, alcool e maconha, agem indiretamente
através de neurdnios estimulantes (mediados por GABA ou glutamato), que modulam a célula
dopaminérgica através de receptores opidides, GABAEérgicos e receptores canabindides,
respectivamente (Volkow & Li, 2004; Hughes et al., 2010).

Agonistas GABAérgicos, como benzodiazepinicos, demonstraram reduzir a procura e
a compulsdo por drogas como alcool, cocaina e nicotina em estudos pré-clinicos, ao inibirem
o disparo neuronal de dopamina (Cousins, Roberts & de Wit, 2002; Filip & Frankowska,
2008). Foi demonstrado tambeém que alteracfes nos receptores glutamatérgicos NMDA estdo
envolvidas em diferentes aspectos da adic¢do, como na fase de preocupacdo-antecipacao e na
recaida desencadeada por exposicdo a estresse, a propria droga ou a estimulos ambientais
previamente associados a droga (Volkow & Li, 2004; Gardner, 2008; Koob et al., 2009).
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Adicgdo e Aprendizagem

O conceito de reforcamento € crucial para caracteristicas comuns a adicc¢ao a drogas,
como a compulsdo ao consumo e a sindrome de abstinéncia resultante da retirada da droga.
Um reforgo pode ser definido operacionalmente como qualquer evento que aumenta a
probabilidade de uma resposta (Koob, 2000). Diferentes fontes de reforgamento podem
contribuir para o consumo compulsivo de drogas durante o curso da adic¢do. No paradigma
de auto-administracdo de drogas, um reforco positivo ocorre quando a apresentacdo da droga
aumenta a probabilidade da resposta de obter a droga novamente (Koob, 1992). Inicialmente,
a adiccdo é impulsionada principalmente pelos efeitos reforcadores positivos das drogas
(efeitos prazerosos), sendo que, mesmo em condi¢Oes de acesso limitado (onde o organismo
ainda ndo esta dependente), essas poderosas propriedades reforcadoras sdo capazes de motivar
taxas altas de resposta operante (Koob, 1992; Gardner, 2008).

Porém, a transicdo do uso ocasional para o estado de adic¢do necessita de uma fonte
adicional de reforcamento, além do reforco positivo (Koob, 2003). O refor¢co negativo surge,
entdo, com o alivio do estado aversivo gerado pela abstinéncia da droga e representaria, no
estado dependente, o poder motivacional da adic¢do. Esse conceito, proposto por Koob
(1992), sugere que os comportamentos associados ao consumo de drogas podem ser
adquiridos em funcdo de seus efeitos reforcadores positivos e mantidos por seus efeitos
reforcadores negativos. Todavia, € importante destacar que essa idéia ndo se aplica a todas as
substancias capazes de promover adiccdo, existindo algumas exce¢des importantes, como a
Cannabis e outras drogas que ndo desenvolvem consideravel sindrome de abstinéncia. Deve-
se considerar ainda a possibilidade das propriedades reforcadoras negativas das drogas
influenciarem também a aquisicdo da adic¢do, e ndo apenas sua manutencao.

A intensidade do comportamento de procura pela droga seria resultado, portanto, da
acdo de propriedades de reforco positivo e de estimulos discriminativos da droga, podendo ser
enfraquecida por suas propriedades aversivas (Stolerman, 1992). Segundo Di Chiara (1999), a
adiccdo se configura, nesse contexto, como “a expressao do controle excessivo dos estimulos
relacionados a droga sobre o comportamento adquirido, como um resultado de aprendizagem
associativa apos a estimulacédo repetida da transmissd@o dopaminérgica no NAc pela droga”.
Por esse motivo, os modelos animais utilizados atualmente para estudar adicgdo passaram a
enfocar os processos de aprendizagem envolvidos nos mecanismos de reforgamento positivo e
negativo, fundamentais para o desenvolvimento da adic¢cdo a drogas (Stolerman, 1992; Di
Chiara, 1999; Gerrits et al., 2003; Kenny, 2007).
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Estimulos ambientais associados ao consumo de drogas também sdo capazes de
estimular e manter o comportamento de procura pela droga, ao ativar o sistema cerebral de
recompensa, contribuindo para a recaida a adiccdo (Koob, 2000; Crombag & Robinson,
2004). Ao manipular condigdes ambientais distintas, Paolone, Burdino e Badiani (2003)
verificaram que um ambiente novo pode potencializar os efeitos reforcadores da morfina
(especialmente atividade locomotora) e o desenvolvimento de sensibilizacdo a esses efeitos,
sem modular, porém, seus efeitos analgésicos. Portanto, para compreender melhor as
conseqiiéncias imediatas e de longa duracdo das drogas sobre 0 comportamento e o cérebro, é
necessario valorizar as circunstancias ambientais nas quais essas substancias sdo vivenciadas
(Paolone et al., 2003; Crombag & Robinson, 2004).

O estresse pode ser uma caracteristica comum a varios fatores que aumentam a
suscetibilidade ao consumo de drogas (Volkow & Li, 2004). A literatura confirma que a
exposicdo a estressores ambientais (como isolamento e estresse fisico) tem um impacto
significativo sobre a adiccdo, ao acentuar a acdo hedonica das drogas (Gerrits et al., 2003;
Goeders, 2003). O estresse consiste nas respostas do organismo a demandas ambientais
geralmente nocivas, gerando a ativacdo de determinadas areas a fim de definir respostas
comportamentais e fisioldgicas altamente coordenadas que garantam a integridade do
organismo (Goeders, 2003). Essas adaptaces envolvem a participacdo do eixo hipdfise-
hipotdlamo-adrenal (HPA), do sistema nervoso simpético e de sistemas emocionais.

O fator de liberacdo de corticotrofina (CRF) € responsavel por modular
comportamentos de medo e ansiedade, logo apds o inicio de um evento estressante, através da
ativacdo do eixo HPA. Ao ser secretado no sistema porta-hipofisario, o CRF é transportado
até a hipdfise, onde induz a secrecdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), que liberado
na circulacdo sistémica, estimula a glandula adrenal a secretar glicocorticdides (corticosterona
nos roedores e cortisol nos primatas), os quais sdao fundamentais para as respostas de luta e
fuga e importantes indicadores de estresse (Koob & Le Moal, 2001). Assim, drogas
reforcadoras negativas, como o alcool e os benzodiazepinicos, também poderiam promover
auto-administracdo por atenuarem o estresse.

Mesmo apds longa abstinéncia, periodo durante o qual o consumo da droga esta
interrompido, a exposi¢do a estressores ou a fatores ambientais anteriormente associados a
droga pode estimular o eixo HPA a associa-los aos efeitos da droga, promovendo fissura e
recaida (Goeders, 2003). A fissura, um intenso desejo de voltar a vivenciar os efeitos da
droga, surge como principal responsavel por reforcar a auto-administracdo, podendo se

desenvolver através de aprendizagem associativa (Gerrits et al., 2003).
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Modelos Animais de Adicgdo a Drogas

Muito do progresso recente observado na neurobiologia da adiccao a drogas se deve a
interacdo entre estudos de imagem funcional em humanos e estudos utilizando modelos
animais (Koob et al., 2009; Hughes et al., 2010). Modelos animais fornecem uma importante
ferramenta para estudar as bases comportamentais e bioldgicas da adic¢do, permitindo a
investigacdo dos substratos cerebrais envolvidos nesse transtorno, contribuindo, de forma
significativa, para o tratamento da adic¢do em seres humanos (Koob, 2003). Esses modelos de
adiccdo sdo utilizados para avaliar padrGes comportamentais e neurofarmacoldgicos
estabelecidos na literatura e podem ser definidos por diferentes construtos psicoldgicos (como
reforcamento positivo ou negativo) ou por diferentes estagios do ciclo de adic¢do (Koob,
Sanna & Bloom, 1998; Koob et al., 2009).

Apesar de ndo existir um modelo animal ou humano Unico para todos os aspectos da
adiccdo e de que nenhum modelo animal de adiccdo emula completamente a condicdo
humana, esses modelos sdo capazes de simular aspectos especificos da adic¢cdo em humanos,
como a sensacdo de prazer induzida pela administracdo da droga, a disforia gerada por
abstinéncia aguda, comportamentos de procura e consumo, assim como aspectos da recaida
(Koob, 2003; Gardner, 2008). Além disso, fatores ambientais, comportamentais e
neurobioldgicos que contribuem para as diferencas individuais de vulnerabilidade a adic¢éo (a
aquisicdo, manutencdo, extincdo ou restabelecimento) podem ser cuidadosamente
manipulados em situacBes controladas em laboratério (Koob, 2000).

Diversas técnicas experimentais tém sido desenvolvidas a fim de construir ou
aprimorar modelos animais validos para estudar os mecanismos e circuitos cerebrais
envolvidos no desenvolvimento do padrdo comportamental da adiccdo (Gardner, 2008).
Através do modelo de auto-administracdo, por exemplo, Shippenberg (1993) verificou que
animais auto-administraram o opidide endogeno B-endorfina, o que foi bloqueado por
antagonistas dos receptores | e o, sugerindo fortemente o envolvimento do sistema opidide
nos processos de reforcamento. Agonistas dos receptores k, por sua vez, ndo produziram auto-
administracdo e induziram estados aversivos, através de comportamentos de esquiva.

Atualmente, os modelos animais mais amplamente utilizados na area de adicgédo a
drogas sdo aqueles baseados em auto-administracdo e em preferéncia condicionada por lugar
(Ator & Griffiths, 2003).
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Auto-Administragdo

O modelo mais utilizado em pesquisas experimentais de adiccdo tem como base 0
conceito de condicionamento operante, no qual a ocorréncia de um estimulo especifico, logo
ap6s um comportamento operante, altera a freqiiéncia subsequente daquele comportamento
(Gerrits et al., 2003). No procedimento de auto-administracdo de droga, o animal é
inicialmente treinado para emitir uma determinada resposta instrumental (pressdo de uma
barra, por exemplo), contingente a auto-administracdo da droga. Um aumento progressivo na
freqUéncia da resposta operante condicionada ao estimulo de auto-administragdo indica um
estado de aquisicao de adicgdo (O’Brien & Gardner, 2005). Diversos estudos demonstraram
que drogas de diferentes classes farmacoldgicas reforcam a resposta de auto-administracao.

Esse modelo possibilita a utilizacdo de diferentes contingéncias de reforcamento
(variacbes de quando e em qual freqliéncia o comportamento é reforcado), que fornecem
variantes interessantes do modelo (Crombag & Robinson, 2004; Gardner, 2008). O esquema
de reforcamento de razdo fixa € muito utilizado. Outra variante importante € o esquema de
razdo progressiva, cujo protocolo impde ao animal uma carga de resposta progressivamente
aumentada para receber a administracdo da droga, até atingir um ponto no qual as respostas
caem consideravelmente. Esse ponto de ruptura de razao progressiva é utilizado como medida
da eficiéncia da funcdo reforgadora da droga (Gardner, 2008).

A variedade de manipula¢bes comportamentais e farmacoldgicas, possivel através da
utilizacdo desse modelo, fornece ao experimentador uma maior flexibilidade experimental e
um controle relativamente preciso sobre as linhas de base comportamentais (Gerrits et al.,
2003). Além disso, o fato dos animais voluntariamente auto-administrarem a droga simula a
situacdo de adiccdo em humanos, enriquecendo a validade desse procedimento (Bardo &
Bevins, 2000; Gerrits et al., 2003).

Por outro lado, o modelo de auto-administragdo de drogas possui algumas
desvantagens importantes, como o investimento de longos periodos para treinamento e
modelagem do comportamento operante que, por sua vez, ndo faz parte do padrédo
comportamental natural do animal. Esse modelo necessita ainda de investimento em
automacdo e de procedimentos cirargicos para implantacdo de cénulas e cateteres, que
também requerem cuidados especiais de manutencéo (Bardo & Bevins, 2000). Além disso, o
protocolo experimental geralmente envolve privacdo de &gua ou comida aos sujeitos

experimentais (Panlilio & Goldberg, 2007).
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Preferéncia Condicionada por Lugar

Dentre os modelos comportamentais de adic¢do a drogas, o0 modelo de preferéncia
condicionada por lugar (CPP) é amplamente utilizado para estudar os efeitos reforcadores de
drogas, investigando a influéncia dos estimulos ambientais associados a elas (Biala &
Langwinski, 1996; Tzschentke, 1998). O paradigma de CPP se baseia no procedimento de
condicionamento pavloviano, no qual a droga (estimulo incondicionado), promotora de
respostas inatas, é repetidamente pareada com um ambiente especifico, que ndo elicia
respostas filogeneticamente determinadas. Esse ambiente passa, entdo, a atuar como um
estimulo condicionado, promovendo comportamentos respondentes semelhantes aos
produzidos pelo estimulo incondicionado (droga) (Bardo, Rowlett & Harris, 1995).

Esse modelo geralmente utiliza como aparato experimental uma caixa composta por
dois ou trés compartimentos com uma porta de guilhotina entre eles. Esses compartimentos
possuem caracteristicas perceptuais distintas (diferentes padrdes de parede, de textura de piso,
de cor e/ou de odor) e sdo neutros, do ponto de vista motivacional. Nesse procedimento, um
determinado compartimento do aparato € repetidamente associado a administracdo da droga.
Em sessdes alternadas, um compartimento diferente é associado a um estado sem droga
(administragdo de salina). Apds as sessdes de condicionamento, o teste ocorre sem a
administracdo da droga e € permitido ao animal explorar livremente o aparato (Mucha &
Iversen, 1984; Bardo et al., 1995; Biala e Langwinski, 1996; Gerrits et al., 2003; Gardner,
2008). Um tempo de permanéncia significativamente maior no compartimento pareado com a
droga indica que esse estimulo ambiental adquiriu propriedades reforcadoras condicionadas
(secundarias), devido ao efeito de reforcamento positivo daquela droga (Bardo et al. 1995).

Estudos utilizando CPP confirmam que os animais preferem o contexto pareado com
drogas que comumente eliciam adic¢cdo em humanos (Tzschentke, 1998). Biala e Langwinski
(1996) demonstraram que morfina (5 mg/kg), cocaina (5 mg/kg), anfetamina (5 mg/kg) e
etanol (1 g/kg) produzem preferéncia por lugar em ratos, quando condicionados a um
compartimento ndo-preferido anteriormente. Por outro lado, 0s animais demonstraram aversao
condicionada por lugar, ao evitar ambientes associados aos estados aversivos da abstinéncia
da droga (reforcamento negativo secundario) (Kearns, Weiss & Panlilio, 2002). Atraves de
um procedimento baseado em CPP, Childs e de Wit (2009) demonstraram que 0S seres
humanos, assim como o0s animais, preferem um lugar previamente associado com a

administracdo de anfetamina, uma droga com conhecidos efeitos reforgadores.
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Assim, o0 modelo de CPP atesta a evidéncia clinica de que, apos o uso prolongado de
uma droga, o ambiente onde seu efeito ocorre influencia e contribui consideravelmente para o
fendmeno da adiccdo, controlando sentimentos subjetivos e comportamentos como fissura e
recaida (Bardo et al., 1995; Gerrits et al., 2003). Esse paradigma também é sensivel a
diferentes manipulagdes farmacoldgicas e permite mensurar aspectos comportamentais, como
atividade locomotora, compondo um perfil mais abrangente das intervencfes experimentais
(Bardo et al., 1995; Rodgers, Cao, Dalvi & Holmes, 1997). Além disso, a administracdo da
droga € passiva e ndo ocorre durante a sessdo de teste, 0 que reduz possiveis interferéncias.

Assim, por se tratar de um procedimento mais simples, rapido, ndo-invasivo e de baixo
custo, 0 modelo de CPP vem sendo muito utilizado como ferramenta experimental alternativa
ao modelo de auto-administracdo, a fim de investigar os mecanismos neurais subjacentes a
adiccdo e estudar as propriedades refor¢adoras positivas e negativas das drogas (Bardo et al.,
1995; Fenu et al., 2006). Uma possivel desvantagem desse método consiste no pressuposto de
que a preferéncia do animal por um determinado compartimento depende unicamente do
pareamento com os efeitos reforcadores positivos da droga, o que prejudica a analise dessa
escolha, ja que desconsidera a influéncia de outras variaveis do ambiente ou da droga, que
também podem estar afetando a preferéncia do animal (Tzschentke, 1998). Vale considerar
ainda que, em roedores, o efeito do condicionamento observado na CPP varia conforme
alguns fatores, como o numero de sessdes de condicionamento, o intervalo entre as sessdes, a
natureza do estimulo ambiental, a dose e a via de administracdo da droga (Tzschentke, 1998).

A fim de estudar adiccdo de uma forma mais abrangente, modelos comportamentais
hibridos tentam envolver aspectos de condicionamento operante e de condicionamento
respondente, num paradigma de reforcamento condicionado. Nesse esquema, ao associar
estimulos previamente neutros (como luz ou som) a comportamentos de adiccdo, esses
estimulos passam a adquirir propriedades reforcadoras condicionadas a auto-administracdo
(Ator & Griffiths, 2003; Gardner, 2008). Em modelos de restabelecimento de recaida, por
exemplo, é permitido ao animal auto-administrar a droga, com subseqliente extin¢cdo do
reforcamento (ndo mais apresentado até o comportamento de procura pela droga cessar). Em
seguida, varios estimulos (exposicdo a estresse, a propria droga ou a estimulos ambientais
previamente associados aos efeitos da droga) séo apresentados, a fim de tentar restabelecer a
resposta operante inicial (Gerrits et al., 2003; Gardner, 2008).
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Labirinto em Cruz Elevado

Nas Ultimas décadas, o labirinto em cruz elevado (LCE) se estabeleceu como o mais
classico modelo animal de comportamento exploratério utilizado em laboratério (Haller &
Alickli, 2012). Esse labirinto foi inicialmente desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e
foi validado comportamental, fisiologica e farmacologicamente por Pellow, Chopin, File e
Briley, em 1985, ganhando um rapido destaque na literatura especializada (Cruz, Frei &
Graeff, 1994). Atualmente, o LCE é utilizado como um instrumento confiavel e valioso para o
estudo da neurobiologia da ansiedade, permitindo selecionar drogas ansioliticas e
ansiogénicas e estudar seus mecanismos de acao (Haller & Alickli, 2012). Sua utilizacdo tem
se estendido também para a compreensdo das bases bioldgicas relacionadas a aprendizagem e
memoria, dor, horménios, a varios subtipos de transtorno de ansiedade, assim como ao estudo
da adiccéo e abstinéncia de drogas (Carobrez & Bertoglio, 2005).

O aparato experimental do LCE fica elevado do chdo e é composto por dois bragcos
abertos e dois bracos fechados (por paredes laterais), opostos entre si. A medida das suas
categorias comportamentais reflete o conflito entre a tendéncia natural dos animais em
explorar ambientes novos e em evitar situacdes potencialmente perigosas (Pellow et al.,
1985). O comportamento do animal no LCE é passivel de medicdo através de observacdo
direta, determinando-se as medidas absolutas e relativas de preferéncia (nUmero de entradas e
tempo de permanéncia) pelos bracos abertos e fechados (Pellow et al., 1985).

Pellow et al. (1985) observaram que, ao explorar espontaneamente o LCE na auséncia
de um reforgo explicito, roedores entravam significativamente menos e permaneciam por
menos tempo nos bragos abertos, quando comparado aos bracos fechados, indicando o carater
aversivo dos bragos abertos do LCE. Um aumento significativo no numero de entradas e na
porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos foi observado com a administracdo de
ansioliticos clinicamente eficazes (como benzodiazepinicos e barbitdricos). Por sua vez,
compostos que causam ansiedade em humanos (como cafeina e anfetamina) reduziram, de
forma significativa, a porcentagem de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos (Handley
& Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Cruz et al., 1994).

Vérias hipoteses foram levantadas para tentar explicar a relutdncia dos animais a
explorar esses compartimentos. Treit, Menard e Royan (1993) demonstraram que a altura do
labirinto, por si sO, ndo é responsavel pela aversdo provocada pelos bragos abertos, assim

como nao é a tigmotaxia, reacdo de defesa na qual os animais tendem a permanecer proximos



22

a superficies verticais (Cardenas, Lamprea & Morato, 2001). Martinez et al. (2002)
verificaram que pistas visuais distais presentes nos bracos abertos séo fundamentais para sua
caracteristica aversiva. Segundo Carobrez e Bertoglio (2005), é consenso a necessidade de
pelo menos dois ambientes com diferentes niveis de aversdo (bracos abertos e fechados), para
produzir os padrdes comportamentais tipicos exibidos por roedores no LCE.

O teste no LCE é considerado um modelo animal incondicionado, por envolver a
exploracdo espontanea do ambiente e por envolver situacfes etologicamente aversivas ao
animal. Entretanto, alguns comportamentos aprendidos ocorrem e influenciam o desempenho
durante o teste, gerando um aumento gradual do comportamento de evitar o0 compartimento
aversivo (bragos abertos) e a decisdo de permanecer no local mais seguro (bragos fechados)
(Carobrez & Bertoglio, 2005). Assim, ¢é possivel dizer que o LCE envolve a combinacdo de
mecanismos aversivos condicionados, inatos, proximais e distais, de tal forma que sinais
detectados a distancia atuam como estimulo aversivo, mantendo o animal distante dos bracos
abertos (Deakin & Graeff, 1991; Martinez et al., 2002).

A popularidade da utilizacdo do LCE nos laboratorios de psicobiologia € explicada por
suas diversas vantagens: economia, rapidez do teste-padrdo (cinco minutos), medicdo
convencional rapida e facil, simplicidade de design, facilidade de uso, sensitividade
bidirecional a droga, ndo requerimento de treinos prolongados ou privacao de agua e comida
ou mesmo choques elétricos (Rodgers et al., 1997; Carobrez & Bertoglio, 2005). Acima de
tudo, o fato da aversdo provocada durante o teste envolver uma resposta inata, independente
de aprendizagem, carrega um significado etolégico muito valioso, permitindo uma anélise
mais fidedigna das intervengdes experimentais (Rodgers et al., 1997).

Apesar da aparente simplicidade da situacao de teste, diversas variaveis influenciam os
padrdes de respostas comportamentais e farmacologicas relacionados a aversividade dos
bracos abertos (Martinez, Garcia & Morato, 2005). Algumas dessas variaveis sdo inerentes ao
sujeito, como: género, idade, linhagem e espécie. Outras estdo relacionadas ao procedimento
experimental adotado ao utilizar o LCE, tais como: ciclo de luz, condi¢cdes de alojamento
(individual ou em grupo), tempo de permanéncia no biotério antes do teste, sujeitos ingénuos
ou experientes, estresse prévio, manipulag@es prévias, hora do dia em que o teste é realizado,
nivel de luminosidade da sala experimental, constru¢cdo do aparato (cor das paredes,
comprimento dos bracos, borda nos bracos abertos), medidas registradas (convencionais,
etoldgicas) e método de registro (ao vivo, fita ou automatizado) (para uma revisao, ver Hogg,
1996). Tais aspectos metodologicos correspondem as principais fontes de variacdo entre

laboratorios no uso do teste do LCE (Carobrez & Bertoglio, 2005).
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O nivel de ansiedade estd diretamente relacionado a esquiva aos bragos abertos do
LCE, que € geralmente reduzida por drogas ansioliticas e acentuada por drogas ansiogénicas
(Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Motta & Brand&o, 1993; Cruz et al., 1994;
Rodgers et al., 1997). As medidas classicas validadas por Pellow et al. (1985) para verificar o
nivel de ansiedade no LCE sdo: o numero de entradas nos bracos abertos e nos bragos
fechados, o total de entradas em ambos os bracos e o tempo de permanéncia em cada
compartimento (bragos abertos, bracos fechados e centro), além das porcentagens de entrada e
de tempo nos bracos abertos. Todavia, 0 LCE tem se mostrado bastante complexo em termos
de anélise comportamental, por envolver uma combinacdo de comportamentos exploratérios,
que refletem ansiedade e atividade geral, influenciados por fatores genéticos e ambientais
(Carobrez & Bertoglio, 2005). Esses comportamentos sdo passiveis de uma analise
etofarmacologica, podendo, juntamente com as medidas tradicionais, representar indicadores
mais consistentes da exploracdo no LCE (Blanchard & Blanchard, 1989).

Utilizando anélise fatorial, Cruz et al. (1994) propuseram uma ampliacdo da medicéao
classica aplicada ao teste do LCE, ao incluir comportamentos e posturas especificos do padréo
comportamental defensivo de roedores. O comportamento de espreitamento, por exemplo,
caracterizado por uma exploracdo cautelosa a fim de buscar informagdes ambientais em
situacOes potencialmente ameacadoras, consiste em uma importante ferramenta para medir
mais precisamente a reatividade emocional em roedores (Blanchard et al., 1993; Rodgers et
al., 1997; Carobrez & Bertoglio, 2005). A atividade locomotora também pode influenciar o
comportamento no LCE, estando muito relacionada ao nimero total de entradas nos bracos do
labirinto e ao nimero de entradas nos bragos fechados (Pellow et al., 1985; Cruz et al., 1994).

Essa nova abordagem das respostas no LCE permite uma andlise mais etoldgica dos
dados e a avaliacdo de um perfil comportamental bem mais abrangente, melhorando a
eficiéncia em discriminar componentes comportamentais observados no teste (Cruz et al.,
1994; Carobrez & Bertoglio, 2005). Rodgers et al. (1997) reforcaram a aplicacdo dessas
“novas” medidas, reafirmando que estudos comportamentais devem observar e descrever o
repertério comportamental completo dos animais. A utilizacdo dessa analise fornece, assim,
uma maior validade ao teste do LCE, aumentando sua utilidade e seguranga. Outras vantagens
importantes da utilizagdo de medidas etologicas sé&o a maior sensibilidade e especificidade as
drogas e a possibilidade de realizar comparacdes refinadas dentro e entre classes de drogas
(Carobrez & Bertoglio, 2005).



24

Opiodides

Os opioides pertencem a classe farmacoldgica dos analgésicos opioides, substancias
capazes de reduzir dor sem perda de consciéncia. Além de induzir analgesia, essas drogas
produzem sensagdo de relaxamento, bem-estar e euforia em seres humanos, o que pode levar
ao aumento de seu consumo e a eventual morte, em caso de overdose (Meyer & Quenzer,
2005). A palavra 6pio é derivada do grego “opos”’, uma referéncia ao suco leitoso extraido da
capsula da semente da papoula (Papaver somniferum). As substancias opidides extraidas
dessa planta tém sido utilizadas por milhares de anos, tanto na medicina, por seu potente
efeito analgésico, como de forma recreacional, por seu efeito euforizante (Brownstein, 1993).

Os primeiros escritos referentes a extratos da papoula com acbes opidides foram
encontrados no Oriente Médio e datam de 4.000 a.C (Snyder, 1986). Gregos e romanos
antigos ja conheciam as poderosas propriedades medicinais dessas substancias, que eram
muito utilizadas para tratamento de dor e disenteria (Snyder, 1986; Gerrits et al., 2003). O uso
medicinal e recreativo do 6pio também era comum na Asia, especialmente na india e na
China, onde antros de Opio se disseminaram, e de 1a se espalhou para a Europa, a partir do
século X, através de peregrinos religiosos das Cruzadas, que se referiam ao épio como “a cura
milagrosa” (Snyder, 1986; Meyer & Quenzer, 2005).

Em 1806, o farmacéutico alemdo Friedrich Sertlrner isolou um importante principio
ativo da papoula, a morfina, cujo nome deriva-se de Morfeu, o deus dos sonhos (Brownstein,
1993). Com o advento da seringa hipodérmica, a partir de 1853, a morfina p6de ser injetada
diretamente na corrente sanguinea, passando a ser utilizada em procedimentos cirlrgicos e no
tratamento de dor crénica (Snyder, 1986; Brownstein, 1993). As guerras Civil Americana e
Franco-Prussiana foram as grandes responsaveis pela difusdo do uso da morfina injetavel para
analgesia. Contudo, os veteranos dessas guerras se tornaram tdo adictos a essa droga que a
adiccdo a morfina passou a ser conhecida como a “doencga dos soldados” (Snyder, 1986).

Até o inicio do século XX, ndo havia qualquer preocupagdo em relacéo a segurancga do
consumo cronico de opidides, que eram comercializados e consumidos indiscriminadamente.
Somente em 1920, a prescricdo de opioides foi restrita ao uso medicinal nos Estados Unidos,
tornando ilegal seu consumo recreacional (Meyer & Quenzer, 2005). Durante o seculo XX,
varias outras drogas opidides foram sintetizadas com a finalidade de tentar separar suas
propriedades analgésicas das propriedades que eliciam adicgdo. Entre essas drogas estdo a

heroina, a meperina e a metadona (Brownstein, 1993; Nestler, 2004).
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A descoberta de substancias agonistas e antagonistas opidides seletivas sugeriu a
existéncia de locais especificos de ligacdo opidide no sistema nervoso central. Drogas
antagonistas opioides tinham uma forte relagdo com as estruturas quimicas das drogas
agonistas, porém, blogueavam seletivamente a atividade agonista, revertendo seus efeitos
(Snyder, 1986). A partir de entdo, varios estudos foram realizados, nas décadas de 1960 e
1970, para tentar evidenciar a existéncia de receptores especificos para essas substancias
(Brownstein, 1993; Nestler, 2004). Utilizando radioligantes altamente seletivos, Pert e Snyder
(1973) conseguiram identificar e localizar os receptores cerebrais de diferentes opidides
exogenos, que seriam 0s responsaveis por mediar os efeitos farmacoldgicos dessas drogas
(apud Snyder, 1986). As caracteristicas de ligacdo de varios opidides levaram a identificacéo
dos quatro principais subtipos de receptores opidides: p (mii), k (kappa), o (sigma) e 6 (delta).
Essas descobertas tornaram possivel o desenvolvimento de protétipos de ligantes com alta
especificidade e afinidade para esses diferentes receptores, capazes de produzir analgesia sem
causar muitos efeitos adversos indesejaveis (Gerrits et al., 2003; Meyer & Quenzer, 2005).

Modelos comportamentais permitiram distinguir as diferentes acGes farmacoldgicas
desses receptores opidides. Woods e Winger (1987), por exemplo, através do modelo de auto-
administracdo, evidenciaram efeitos distintos de agonistas | e k, ao observarem que homens e
macacos rhesus foram capazes de discriminar quando receberam um ou outro desses
agonistas, indicando a ativacdo de estados diferentes. Os agonistas L demonstraram ter um
efeito reforgador, enquanto que agonistas « tiveram efeitos aversivos. O receptor p é
considerado o local primario da acdo reforcadora dos opidides (Di Chiara & North, 1992).
Estudos pré-clinicos revelaram que camundongos sem esses receptores ndo demonstraram
funcdo de reforcamento, nem sindrome de abstinéncia de opidides (Le Merrer, Becker &
Befort, 2009). Estudos de imagem comprovaram um aumento significativo de receptores u
em individuos em abstinéncia de opidides, alcool ou cocaina (apud Hughes et al., 2010).

Uma vez confirmado que opidides de fato agem através de receptores especificos, 0s
pesquisadores sugeriram a existéncia de um sistema opidide enddgeno, que justificaria a
existéncia de receptores cerebrais para 0s derivados da papoula (Meyer & Quenzer, 2005).
Hughes et al. (1975) verificaram que extratos do tecido cerebral de mamiferos eram capazes
de reproduzir o efeito da morfina numa preparacgéo isolada do intestino de uma cobaia. Esses
autores, entdo, identificaram e determinaram a estrutura quimica das substancias contidas
nesses extratos, que foram chamadas de encefalinas. A partir dai, outros peptideos enddgenos
com propriedades de agonistas opiodides foram sendo identificados, como as endorfinas e as
dinorfinas (Meyer & Quenzer, 2005).
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Essas descobertas influenciaram consideravelmente a pesquisa neurobioldgica da
adiccdo a drogas, a0 comprovarem a participacdo de um sistema opidide enddgeno nas
propriedades reforcadoras de opioides (Gerrits et al., 2003). Dessa forma, exposi¢des
repetidas a essa classe de drogas refletem uma répida e profunda alteragdo na
neuroplasticidade de sistemas dopaminérgicos e de sistemas ndo-dopaminérgicos. Assim
como outras drogas que eliciam adicgdo, o consumo de opidides é positivamente reforgado
pelo aumento da liberacdo de dopamina no NAc (Koob, 1992; Nestler, 2004). Essas drogas
exercem ainda uma acdo reforcadora, de natureza modulatoria, mediada pelos diferentes
subtipos de receptores opioides, localizados nos neurbnios GABAérgicos da VTA, com
projecdo para os neur6nios dopaminérgicos do NAc (Koob, 1992).

Ao ativarem esses receptores, que sdo acoplados a proteinas G, os opidides inibem a
atividade da adenilato ciclase e a formagdo de AMPc, alterando a transcricdo génica da célula
(Di Chiara & North, 1992). A abertura de canais de potassio hiperpolariza o neurénio,
inibindo o disparo do potencial de ac¢do e produzindo efeitos inibitdrios sobre os neurdnios
inibitérios GABAérgicos. Assim, através da inibicdo da inibicdo GABAérgica nos neurdnios
dopaminérgicos da VTA, os opidides sdo capazes de ativar indiretamente a transmissao
dopaminérgica, gerando a maior parte dos efeitos da administracdo sistémica de opiodides
(Gerrits et al., 2003; Meyer & Quenzer, 2005; Hughes et al., 2010).

Essas propriedades reforcadoras positivas das substancias opidides sdo fundamentais
para a aquisicdo, a manutencdo e a recaida a adiccdo. As alteracdes na transmissdo
dopaminérgica do circuito de recompensa, com a administracdo cronica de opidides, ainda
estdo relacionadas a reducdo da responsividade neuronal, podendo levar ao desenvolvimento
de tolerancia a efeitos opidides especificos, como analgesia e as propriedades depressoras
(Nestler, 2004; Meyer & Quenzer, 2005).

A adiccdo a opioides € uma condicdo crénica complexa, caracterizada pela procura e
pelo consumo compulsivo da droga, mesmo com suas consequéncias adversas, que envolvem
o0 surgimento de um estado emocional negativo, apds a interrup¢do do uso continuo da droga
(Koob et al., 1998). Essa pronunciada expressao fisica de angustia, caracteristica da sindrome
de abstinéncia, é precipitada pelo fato da adenilato ciclase ndo ser mais inibida na auséncia da
droga (Meyer & Quenzer, 2005). Os sintomas de abstinéncia a opidides sdo geralmente de
natureza contraria aos seus efeitos agudos. Assim, se 0 consumo cronico de morfina — que
normalmente induz euforia, sonoléncia e alivio de dor — é interrompido, seu estado de
abstinéncia serd caracterizado por depressdo, irritabilidade, insénia e hipersensibilidade a

estimulos dolorosos (Meyer & Quenzer, 2005).
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Em roedores, a abstinéncia de opioides resulta em estados aversivos em modelos
animais, os quais sdo geralmente caracterizados por supressao da resposta operante, reducéo
da exploracdo, aumento da resposta a estressores em modelos de ansiedade, aumento dos
limiares de reforcamento e aversdo condicionada por lugar (Koob, 2000). Além disso, séo
comuns sinais somaticos como saltos, ranger de dentes, tremor de patas, perda de peso,
hiperalgesia e diarréia (Koob, 1992). Esse estado de disforia pode ser relativamente suprimido
pelo consumo da droga, através de reforcamento negativo, no qual a motivacao para consumir
a droga € resultado do desejo de evitar ou aliviar os efeitos aversivos induzidos por sua
abstinéncia (Di Chiara & North, 1992; Koob, 2000; Gerrits et al., 2003). Assim, a presenca ou
a expectativa dos sintomas de abstinéncia atuariam como importantes reforcadores da
manutencdo da adiccdo e da recaida ao uso de opidides (Lu et al., 2005; Rico et al., 2009).

Vérios estudos tém comprovado que a transmissdo opidide participa dos
comportamentos de recaida e dos processos de aprendizagem e memdria envolvidos no
desenvolvimento de associacdo entre drogas e contextos ambientais (Lu et al., 2005; Patti et
al., 2006). Dessa forma, o processo de adiccdo a opioides resulta de processos de adaptacéo e
aprendizagem envolvendo mecanismos de reforcamento positivo e negativo (Di Chiara &
North, 1992; Moron et al., 2010). Por essa razdo, os modelos de auto-administracdo e CPP séo
0s mais utilizados para estudar adiccao a opidides.

Quando administrada diretamente na VTA e no NAc, a morfina demonstrou induzir
auto-administracdo e preferéncia por lugar, além de aumentar atividade locomotora (apud Di
Chiara & North, 1992). A administracdo de B-endorfina, via intracerebroventricular, também
induziu CPP em ratos (Meyer & Quenzer, 2005). Consistente com esses dados, antagonistas
opidides, principalmente dos receptores W, produziram aversdo por lugar ou reverteram auto-
administracdo em animais ndo-adictos (Stinus et al., 2005).

Estudos utilizando CPP demonstraram que um contexto previamente pareado com
morfina intraperitoneal (1,0 e 5,0 mg/kg) adquire propriedades reforcadoras similares aquelas
induzidas pela propria droga, na auséncia da mesma (Mucha e lversen, 1984; Bardo et al.,
1995). Mucha e Iversen (1984) observaram que a magnitude da preferéncia por esses
contextos ambientais é diretamente proporcional ao numero de condicionamentos realizados.
Pesquisas adicionais verificaram que a exposicdo a estimulos estressores (como choques
inevitaveis ou droga ansiogénica), antes do condicionamento com morfina, aumenta a
expressao da preferéncia pelo compartimento pareado com a droga, além de facilitar a recaida
ao consumo (Bartoletti et al., 1990). Um efeito oposto foi observado com a administracdo de

anfetamina, droga considerada ansiogénica (Will, Watkins & Maier, 1998).
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O fato de a exposicdo a eventos estressores aumentar a magnitude do efeito do
condicionamento pode estar relacionado as propriedades ansioliticas da morfina. Através da
administracdo de morfina intraperitoneal (0,3 mg/kg) e intracraniana na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (10 nmol), Motta e Brandao (1993) verificaram o aumento da exploracéo
(porcentagem de entradas e de tempo gasto) de ratos nos bragos abertos do LCE, sugerindo
que doses baixas de morfina produzem uma agédo ansiolitica, através da inibigcdo de substratos
neurais de aversdo. Estudos posteriores, também utilizando modelos animais de ansiedade,
confirmaram os efeitos ansioliticos da morfina e de outros opidides (Anseloni, 1999; Sazaki et
al., 2002; Kahveci, Gulec & Ozluk, 2006; Rezayof, Hosseini & Zarrindast, 2009). Esses
resultados sugerem que as propriedades ansioliticas da morfina caracterizam um mecanismo
de reforcamento negativo, importante para o processo de aprendizagem no estado de adiccao.

A interrupcdo da administracdo crénica de morfina, tanto espontaneamente, como
precipitada pela administracdo do antagonista opidide naloxona, bloqueia as a¢6es ansioliticas
dessa droga em ratos, eliciando intensas reagdes de medo incondicionado, representadas por
aversdo condicionada por lugar (Avila et al., 2008) e por efeitos ansiogénicos no teste do LCE
(Glover & Davis, 2008). Coletivamente, esses resultados corroboram para a participacao do
sistema opidide na modulacdo de comportamentos relacionados a medo e ansiedade (Motta,
Penha & Branddo, 1995; Sasaki et al., 2002; Glover & Davis, 2008). Koob et al. (2009)
defendem que os modelos animais mais relevantes atualmente a serem estudados no campo da
adiccdo a drogas sdo aqueles relacionados ao reforcamento negativo e aos componentes
motivacionais de abstinéncia, os quais envolvem aversao condicionada por lugar, respostas de
ansiedade e aumento de auto-administragdo induzido por abstinéncia.

A partir de um procedimento de CPP, Fava (2009) pareou duas vezes injecoes
intraperitoneais de morfina (0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg) ao confinamento nos bracos abertos
do LCE, enquanto, de forma alternada, injecdes de salina foram pareadas ao confinamento
nos bracos fechados (com exposicdo Unica dos ratos a cada braco do labirinto). Apds a fase de
condicionamento, o teste-padrédo no LCE ocorreu sem administracdo de droga e revelou que o
condicionamento com 1,0 e 5,0 mg/kg de morfina atenuou a aversédo aos bragos abertos
observada no grupo controle, o que ndo ocorreu de forma significativa na dose ansiolitica de
0,3 mg/kg de morfina. Esses resultados sugerem que o LCE pode ser empregado para estudar
adiccdo, na medida em que esse paradigma permite investigar os efeitos reforcadores de

drogas, como a morfina (Fava, 2009).
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OBJETIVOS

A fim de ampliar a compreensdo dos efeitos comportamentais e neuroquimicos
resultantes do processo de adiccdo a drogas e desenvolver terapias mais eficazes para o
tratamento e a prevencdo dessa psicopatologia, sdo necessarios modelos animais que
permitam estudar tanto as propriedades reforcadoras positivas das drogas, quanto as
propriedades reforcadoras negativas. O fato dos modelos animais de adiccdo utilizados
atualmente apresentarem consideraveis limitacbes corrobora para a necessidade de
desenvolver novos modelos e estratégias experimentais com um carater mais etoldgico,
capazes de avaliar a influéncia de estimulos ambientais e das propriedades reforcadoras
negativas das drogas sobre a aquisi¢cdo de comportamentos relacionados a adicgéo.

A confirmagdo das propriedades ansioliticas de baixas doses de morfina (Motta &
Branddo, 1993) e a atenuacdo da aversdo aos bracos abertos do LCE ap6s o condicionamento
com doses reforcadoras de morfina (Fava, 2009) ampliaram a possibilidade de utilizar
procedimentos de condicionamento no LCE para investigar a influéncia dos efeitos
reforcadores negativos sobre o processo de aquisicdo de adicgéo a drogas. Portanto, o objetivo
desta pesquisa foi estender os achados anteriores, ao verificar a influéncia do aumento do
nimero de pareamentos de morfina intraperitoneal com os bracos abertos do LCE,

compartimentos naturalmente aversivos ao comportamento exploratorio de ratos.
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MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Foram utilizados como sujeitos experimentais setenta e dois (72) ratos Wistar machos,
experimentalmente ingénuos, pesando entre 240 e 290 gramas (50 a 60 dias de idade) no dia
do teste no LCE. Esses animais, provenientes do biotério do Grupo Bioagri (Planaltina - DF),
permaneceram no biotério do Laboratorio de Psicobiologia da Universidade de Brasilia por,
no minimo, 72 horas antes do inicio das sesses de condicionamento e durante todo protocolo
experimental. Grupos de cinco ou seis ratos foram alojados em gaiolas-viveiro de polietileno
(50 x 35 x 15 cm) contendo maravalha, trocada de dois em dois dias para limpeza das gaiolas.
Os ratos tiveram livre acesso a agua e comida e foram mantidos sob um ciclo de claro-escuro
de 12 horas (luzes acesas as 07:00 horas) e sob temperatura de 24°C + 1, controlada por um

sistema de troca de ar forcada com resfriamento.

Droga

A solucdo de sulfato de morfina (10,0 mg/ml, Dimorf®, Cristélia, Brasil) foi diluida
em solucdo salina fisioldgica (NaCl 0,9%, Equiplex, Brasil) nas seguintes concentraces: 0,3,
1,0 e 5,0 mg/ml. A fim de garantir as caracteristicas fisico-quimicas da droga, cada dilui¢éo
foi preparada 24 horas antes do inicio da primeira sessdo de condicionamento, sendo utilizada
em, no maximo, quatro sessfes consecutivas. Essas diluicdes da droga foram colocadas em
vidros ambar, devidamente rotulados e envolvidos por papel aluminio, sendo armazenadas em
freezer (— 20°C) e retiradas com antecedéncia, para garantir que estivessem em temperatura
ambiente durante a administragdo, sendo, em seguida, agitadas manualmente. As solugdes de
morfina ou salina foram injetadas por via intraperitoneal (i.p.) (na proporcdo de 1,0 ml/kg),
cinco minutos antes das sessdes de condicionamento no LCE. A escolha das doses e do tempo

de inicio de agdo foi baseada em estudos anteriores (Motta & Brandao, 1993; Fava, 2009).

Equipamentos
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Labirinto em Cruz Elevado

Um LCE de madeira tratada (Insight Equipamentos Ltda.) foi utilizado como aparato
experimental, consistindo em dois bragos abertos e opostos (50 x 10 cm) e outros dois bracos
opostos, de mesmo tamanho, fechados com paredes laterais de 40 cm de altura. Os bracos
abertos e fechados, elevados a 40 cm do chéo, cruzavam-se perpendicularmente, formando
uma area central de 10 cm?. As laterais dos bracos abertos possufam uma borda de acrilico de
1 cm de altura, a fim de evitar a queda dos animais. Esse instrumento foi alocado de forma
fixa em uma sala experimental (1,80 m x 1,50 m) com isolamento acustico. Durante a fase
piloto, uma iluminacdo vermelha foi testada, porém, os resultados preliminares revelaram
pouca aversdo dos animais aos bracos abertos. Por esse motivo, foi ajustada ao protocolo
experimental a iluminacdo constante de duas lampadas fluorescentes brancas (32W/64 RS)
fixadas no teto da sala do LCE. Cada braco do labirinto foi enumerado para sua devida
identificacdo (braco aberto 1 e braco aberto 2, braco fechado 1 e braco fechado 2). Para as
sessOes de condicionamento, cada um desses bragos foi isolado por um sistema de guilhotina,

que tornava inacessivel a plataforma central do LCE (Figura 1).

Figura 1 - (A) LCE adaptado para as sessbes de condicionamento, através da utilizagdo de um sistema de
guilhotina que isolava os bragos abertos e fechados. (B) Forma padrdo do LCE utilizada durante os testes.

Sistema Filmadora-Computador

Todos os testes foram registrados por uma filmadora (Sony® HandyCam HDR-
CX360), localizada verticalmente acima do labirinto e conectada a um computador instalado
em uma sala adjacente a sala experimental. Os videos produzidos permitiram analise posterior
com o auxilio de um software de analise comportamental no LCE (PlusMZ®, v. 1.1, UFRN).
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Procedimento

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais, contendo doze ratos cada.
O grupo controle (MO 0,0) foi constituido por animais que receberam apenas injecdes i.p. de
salina antes do condicionamento tanto aos bracos abertos, quanto aos bragos fechados do
LCE, totalizando oito injecOes de salina. Ja os grupos de morfina (MO 0,3; MO 1,0; MO 5,0;
MO 10,0) foram formados por animais que receberam injecdes i.p. de morfina (nas doses de
0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg, respectivas aos grupos), quando condicionados aos bragos abertos,
e injeg0es i.p. de salina, quando condicionados aos bragos fechados do LCE. No total, cada
grupo de morfina recebeu quatro injecdes de morfina e quatro injecdes de salina. A fim de
verificar o efeito do condicionamento, um grupo denominado sem condicionamento (s/cond)
passou pelo mesmo protocolo experimental do grupo controle (com a administracdo de oito
injecdes i.p. de salina), com excecdo, porém, das sessdes de condicionamento no LCE, ja que
esse grupo foi exposto ao labirinto apenas no dia do teste.

Condicionamento

O esquema de condicionamento empregado no presente trabalho foi baseado em
trabalhos classicos (Mucha & Iversen, 1984) e mais recentes (Bardo et al., 1995) de
preferéncia condicionada por lugar (CPP). O condicionamento consistiu em quatro sessdes no
turno da manha (entre 08:00 e 11:00 horas) e quatro no turno da tarde (entre 14:00 e 17:00
horas), durante quatro dias consecutivos. No minimo 30 minutos antes do inicio dessas
sessdes, 0s grupos de animais foram transportados para a sala adjacente a sala experimental
para ambientacdo. Nas manhés dos quatro dias, 0s animais pertencentes ao grupo controle
receberam injecOes i.p. de salina, enquanto os pertencentes aos grupos de morfina receberam
injecBes i.p. das doses de morfina respectivas a cada grupo. Apds cinco minutos, cada rato foi
colocado na porgéo proximal de um determinado braco aberto (1 ou 2) do LCE, onde ficou
confinado durante 20 minutos. A fim de evitar o contato direto com 0s animais ndo
condicionados, apds as sessdes de condicionamento, os ratos foram alojados em uma gaiola
individual, com as mesmas condic¢Bes das gaiolas-viveiro, até o término da proxima sessdo de
condicionamento, o que também foi realizado com o grupo sem condicionamento, apos as
injecOes i.p. de salina. Nas tardes dos quatro dias, todos os animais receberam injecoes i.p. de
salina e, ap6s cinco minutos, foram confinados em um determinado brago fechado (1 ou 2) do

LCE, durante 20 minutos, seguindo o mesmo protocolo do periodo da manha.
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Esse esquema visava 0 condicionamento primario ao compartimento naturalmente
aversivo de interesse, representado pelos bragos abertos do labirinto. Para garantir que os
animais fossem condicionados de forma equivalente, o confinamento em cada brago aberto (1
e 2) e fechado (1 e 2) foi alternado em dias alternados. No total, foram realizadas oito sessdes
de condicionamento, sendo, para os grupos de morfina, quatro sessdes com morfina nos
bracos abertos (duas em cada um dos bragos). A Tabela 1 apresenta o tratamento administrado

a cada grupo experimental durante a fase de condicionamento.

Tabela 1 - Condicionamento dos animais aos bragos do LCE: tratamento administrado a cada grupo e braco
respectivo a cada dia de condicionamento. BA: braco aberto; BF: braco fechado; MO: morfina.

GRUPOS
S/Cond. Salina Salina Salina Salina Salina Salina Salina Salina

Salina Salina Salina Salina Salina Salina Salina Salina
MO 0,0
BA 1 BF 1 BA 2 BF 2 BA 1 BF 1 BA 2 BF 2
M%rgma Salina M%rgna Salina M(())rgna Salina M%n;ma Salina
MO 0,3 L 1 ) L]
BA1 BF 1 BA 2 BF 2 BA 1 BF 1 BA 2 BF 2

Morfina Salina Morfina Salina Morfina Salina Morfina salie
1,0 1,0 1,0 1,0

MO 1,0
BA1l BF 1 BA 2 BF 2 BA 1 BF 1 BA 2 BF 2

Morfina . Morfina . Morfina . Morfina .
50 Salina 50 Salina 50 Salina 50 Salina
MO 5,0 L 1 ) L]
BA1 BF 1 BA 2 BF 2 BA 1 BF 1 BA 2 BF 2
Mf(r)fz)na Salina Mf(gféna Salina Mf(r)fgna Salina Mf(r)f(l)na Salina
MO 10,0 ' ' ’ ’
BA 1 BF 1 BA 2 BF 2 BA 1 BF 1 BA 2 BF 2
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Teste

Apols as sessdes de condicionamento, todos 0s sujeitos passaram pelo mesmo
procedimento de teste, que ocorreu entre as 09:00 e 12:00 horas. Nessa fase, 0s animais, sem
qualquer tratamento, foram colocados individualmente no centro do LCE (sem o sistema de
guilhotina), com a cabecga direcionada para um dos bragos fechados e podiam explorar
livremente todo o aparato durante cinco minutos. Entre um animal e outro era realizada a
assepsia do labirinto com algodéo e alcool diluido a 20%. Todos os testes foram registrados

identificando a data e o grupo do animal testado (Figura 2).

Figura 2 - Todos os testes foram registrados identificando a data e o grupo do animal testado.

As seguintes medidas comportamentais classicas foram consideradas para andlise: (1)
namero de entradas nos bracos abertos; (2) numero de entradas nos bragos fechados; (3)
nimero total de entradas; (4) tempo de permanéncia nos bracos abertos; (5) tempo de
permanéncia nos bracos fechados; e (6) tempo de permanéncia no centro do LCE. Uma
entrada em um dos bragos do labirinto foi considerada somente quando as quatro patas do
animal atravessavam o limite daquele brago. Foram consideradas ainda a (7) porcentagem de
entradas nos bragos abertos e a (8) porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos

do LCE, calculadas conforme as seguintes férmulas:

Entradas nos Bragos Abertos

% Entradas nos Bragos Abertos = x 100

(Entradas nos Bragos Abertos + Entradas nos Bragos Fechados )

Tempo nos BraGos Abertos

x 100

0 =
% Tempo nos Bra(;os Abertos (Tempo nos Bragos Abertos + Tempo nos Bracgos Fechados )
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As medidas etoldgicas selecionadas para a analise deste estudo foram: (9) tempo de
esquadrinhamento; (10) freqiiéncia de exploragéo das extremidades dos bragos abertos e (11)
tempo de espreitamento. A escolha dessas medidas foi baseada no trabalho de Cruz et al.
(1994) que, através de uma analise etofarmacoldgica do teste do LCE, verificaram que esses
comportamentos sdo indicadores de estados aversivos em ratos. O esquadrinhamento foi
considerado ao mensurar o tempo em que o0 animal projetava a cabeca sobre as laterais dos
bracos abertos do labirinto, examinando em qualquer direcdo, o que incluia mergulhos de
cabeca/ombros, movimentos exploratérios sobre as laterais ou extremidades do brago aberto,
em direcdo ao chéo. Para a exploragdo das extremidades foi considerada a freqiiéncia em que
0 animal alcancava as extremidades dos bracos abertos. O tempo de espreitamento foi medido
guando o animal saia parcialmente de um brago fechado (somente com a cabeca e as patas
dianteiras), avaliando os arredores e, geralmente, esticando todo o corpo.

Vale considerar, por fim, que o projeto de pesquisa do presente estudo foi analisado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade de Brasilia, cuja declaracdo encontra-se em anexo (ver Anexos).

Andlise Estatistica

Os resultados dos testes no LCE, expressos como média + erro padrdo da média
(EPM), foram submetidos a analise de variancia de um fator (One-way ANOVA), para
acessar a significancia das diferencas entre 0os grupos experimentais. O teste post-hoc de
Dunnett foi aplicado para comparar 0s grupos experimentais (s/cond, MO 0,3, MO 1,0, MO
5,0 e MO 10,0) com o grupo controle. Os valores de p inferiores a 5% (p < 0,05) foram

considerados significativos nessa analise.
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RESULTADOS

O gréfico da Figura 3 ilustra o efeito do condicionamento sobre o nimero absoluto de
entradas nos bracos abertos e fechados e sobre o nimero total de entradas, durante o teste no
LCE. A analise de variancia de um fator (One-way ANOVA) revelou diferencas significativas
entre 0s grupos para 0 numero de entradas nos bragos fechados (Fsgs = 4,00, p < 0,01) e para
0 numero total de entradas em ambos os bracos (Fses = 3,44, p < 0,01), mas ndo houve
diferenca significativa para o nimero de entradas nos bragos abertos (Fs s = 1,69, p > 0,05). E
importante destacar que a analise post-hoc de Dunnett ndo evidenciou diferenca significativa
estatisticamente entre o grupo controle (MO 0,0) e o grupo sem condicionamento (s/cond) em
nenhum dos parametros estudados (p > 0,05). Tais resultados indicam que a exposi¢do dos
animais controle aos bracos abertos e fechados do LCE, por quatro dias consecutivos, nao
afetou nem a atividade locomotora, nem a aversdo desses animais aos bragos abertos.

Quando o grupo controle é comparado aos grupos de morfina, € possivel observar uma
tendéncia a formacdo de uma curva em forma de U invertido, visto que todos 0s grupos
condicionados com morfina apresentaram um numero total de entradas maior que o do grupo
controle, certamente devido a tendéncia de aumento gradual das entradas nos bragos abertos
em relacdo as entradas nos bracos fechados, observada até a dose de 1,0 mg/kg de morfina.
Isso é corroborado pelo teste de Dunnett, que revelou que o condicionamento com 1,0 mg/kg
de morfina foi o Gnico a aumentar, de forma significativa, o numero de entradas nos bracos
abertos e nos bracos fechados (p < 0,05 para ambos), assim como o nimero total de entradas
(p < 0,01), quando comparado ao grupo controle. Dessa forma, o efeito produzido pelo
pareamento de 1,0 mg/kg de morfina com os bracos abertos do LCE reflete muito
provavelmente um aumento significativo da atividade locomotora, representado pelo aumento

da exploracdo desses animais no LCE.
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S/Cond MO 0,0 MO 0,3 MO 1,0 MO 5,0 MO 10,0

NUmero de Entradas

B Bragos Fechados ™ Bracos Abertos

Figura 3 - Namero de entradas nos bragos fechados (barras vermelhas) e abertos (barras azuis) e nimero total de
entradas (barras azuis + barras vermelhas). S/cond: animais submetidos ao teste do LCE sem condicionamento
prévio. MO 0,0: animais submetidos ao teste do LCE apds sessGes de condicionamento aos bragos abertos e
fechados com salina. MO (0,3, 1,0, 5,0 e 10,0): animais submetidos ao teste do LCE apés sessfes de
condicionamento aos bragos abertos com morfina, respectivamente nas doses 0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg, e aos
bracos fechados com salina. Os valores estdo apresentados como média + EPM (n = 12). * p < 0,05 para nimero
de entradas nos bracos fechados; + p < 0,05 para nimero de entradas nos bracos abertos; e ## p < 0,01 para
namero total de entradas, quando comparado ao grupo controle. One-way ANOVA seguida por teste de Dunnett.

A Figura 4 representa o efeito do condicionamento sobre o tempo de permanéncia de
cada grupo de animais nos diferentes compartimentos do LCE. A One-way ANOVA mostrou
diferencas significativas entre 0s grupos no que se refere ao tempo gasto nos bracos fechados
(Fses = 2,72, p < 0,05) e ao tempo no centro do LCE (Fsgs = 5,01, p < 0,01). Porém, essas
diferencas ndo foram significativas para o tempo gasto nos bracos abertos do labirinto (Fses =
1,45, p > 0,05). Ao comparar o grupo controle (MO 0,0) com o grupo sem condicionamento
(s/cond), a analise post-hoc de Dunnett revelou efeito significativo apenas para 0 aumento do
tempo gasto no centro, verificado no grupo que néo foi previamente condicionado (p < 0,01).
Esse resultado indica que o condicionamento aos bracos do LCE somente com injecdo de
salina reduz o conflito entre explorar ou ndo os bracos abertos, representado pela reducao do
tempo no centro, o que pode envolver processos de aprendizagem resultantes das sucessivas
exposicOes dos animais controle a esses ambientes naturalmente aversivos.

Em relagdo aos animais condicionados aos bragos abertos com doses de morfina, o
teste de Dunnett revelou que o tempo nos bracos fechados foi significativamente reduzido nos
grupos condicionados com 0,3 e 1,0 mg/kg de morfina (p < 0,05 para ambos), quando

comparado ao grupo controle. Isso poderia indicar um aumento na exposi¢cdo ao risco e,



38

assim, uma possivel reducdo dos efeitos aversivos provocados pelos bragos abertos. Por sua
vez, o tempo despedindo no centro do labirinto foi aumentado de forma significativa no grupo
condicionado com 1,0 mg/kg de morfina (p < 0,01), quando comparado ao grupo controle.
Esse resultado sugere que o condicionamento com essa dose de morfina resgata o conflito dos
animais em explorar os bracos abertos ou ndo durante o teste no LCE, o qual havia sido
reduzido no grupo controle.

Apesar de ndo ter expressado significancia (p > 0,05), o tempo despendido nos bragos
abertos pelo grupo controle foi inferior ao tempo apresentado por todos 0s grupos
condicionados com morfina, cuja maior diferenca pode ser observada no grupo condicionado
com 0,3 mg/kg de morfina, tendendo a reduzir gradualmente a partir dessa dose. Um processo
inverso ocorre em relacdo ao tempo nos bracgos fechados, a partir das doses de 0,3 e 1,0 mg/kg
de morfina. Esses resultados podem representar um efeito do condicionamento com a droga,
ja que a exposicao dos grupos de morfina ao teste no LCE, na auséncia da administracdo da
droga, aumentou a exploragdo dos compartimentos previamente pareados com ela (bracos
abertos), quando comparado ao grupo controle. Dessa forma, seria possivel investigar os

efeitos reforcadores negativos resultantes do processo de condicionamento com morfina.

300
240 l l

180 : I
120
60 :
0 L

S/Cond MO 0,0 MO 0,3 MO 1,0 MO 5,0 MO 10,0

Tempo (s)

B Bragos Fechados ®Centro M Bragos Abertos

Figura 4 - Tempo de permanéncia nos bracos fechados (barras vermelhas), no centro (barras verdes) e nos
bragos abertos (barras azuis) do LCE. S/cond: animais submetidos ao teste do LCE sem condicionamento prévio.
MO 0,0: animais submetidos ao teste do LCE ap0s sessdes de condicionamento aos bracos abertos e fechados
com salina. MO (0,3, 1,0, 5,0 e 10,0): animais submetidos ao teste do LCE ap06s sessdes de condicionamento aos
bragos abertos com morfina, respectivamente nas doses 0,3, 1,0, 5,0 e 10,0, e aos bracos fechados com salina. Os
valores estdo apresentados como média + EPM (n = 12). + p < 0,05 para tempo nos bragos fechados e ** p <
0,01 para tempo no centro do LCE, quando comparado ao grupo controle. One-way ANOVA e teste de Dunnett.
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O grafico da Figura 5 demonstra o efeito do condicionamento sobre as porcentagens
de entradas e de tempo despendido nos bracos abertos do LCE. Ao analisar os valores
absolutos da média do grupo controle (MO 0,0: 32,58 % + 2,39 para entradas e 24,65 % =+
3,70 para tempo nos bragos abertos) com os valores dos demais grupos, verifica-se uma
menor tendéncia do grupo controle em relagcdo ao grupo sem condicionamento e aos grupos
de morfina. I1sso poderia revelar que a exposi¢ao aos bragcos abertos por quatro vezes, durante
20 minutos, aumenta a aversdo etoldgica dos animais controle aos bracos abertos. Cabe
ressaltar que uma maior tendéncia para diferenca significativa € observada no grupo
condicionado com 0,3 mg/kg de morfina (MO 0,3: 41,03 % = 3,66 para entradas e 41,34 % +
5,05 para tempo nos bracos abertos). Todavia, a One-way ANOVA néo revelou efeitos
significativos para as porcentagens de entradas e de tempo nos bragos abertos (Fses = 0,97 €
Fse6 = 1,57, respectivamente; p > 0,05 para ambos). Esses resultados, analisados juntamente
com os efeitos observados nas figuras 3 e 4, reforcam a hipdtese de que o pareamento de
morfina com os bragos abertos do LCE tenha promovido um efeito locomotor, sem alterar 0s

indices classicos de ansiedade.
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Figura 5 - Porcentagem de entradas (barras azuis) e porcentagem de tempo de permanéncia (barras vermelhas)
nos bragos abertos do LCE. S/cond: animais submetidos ao teste do LCE sem condicionamento prévio. MO 0,0:
animais submetidos ao teste do LCE ap0s sessdes de condicionamento aos bragos abertos e fechados com salina.
MO (0,3, 1,0, 5,0 e 10,0): animais submetidos ao teste do LCE ap0ds sessfes de condicionamento aos bragos
abertos com morfina, respectivamente nas doses 0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg, e aos bracos fechados com salina. Os
valores estdo apresentados como média + EPM (n = 12). One-way ANOVA seguida por teste de Dunnett.
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A Figura 6 ilustra as medidas etoldgicas selecionadas para a anélise etofarmacologica
do efeito do condicionamento aos bragos abertos do LCE com diferentes doses de morfina. A
One-way ANOVA revelou efeitos significativos sobre os tempos de esquadrinhamento (Fs g6
= 3,09, p < 0,05) e de espreitamento (Fsg = 3,21, p < 0,05), mas ndo sobre a frequiéncia de
exploracdo das extremidades dos bracos abertos (Fsgs = 0,98, p > 0,05). A analise post-hoc de
Dunnett, por sua vez, mostrou que nenhum desses parametros sofreu diferencas significativas
ao comparar 0 grupo controle com o grupo sem condicionamento (p > 0,05), corroborando
para o fato de que o condicionamento ndo alterou a aversdo dos animais controle aos bragos
abertos do LCE. O teste de Dunnett mostrou também que o tempo de esquadrinhamento foi
significativamente aumentado pelo condicionamento com 0,3 mg/kg de morfina (p < 0,01),
enquanto que o tempo de espreitamento foi reduzido nos grupos condicionados com as doses
de 1,0 e 5,0 mg/kg de morfina (p < 0,05 para ambos). Apesar dos expressivos erros-padrdo
observados na analise dessas medidas, esses resultados indicam um possivel reflexo da
reducdo da aversdo aos bragos abertos, através do condicionamento com os efeitos

reforcadores dessas diferentes doses de morfina.

ES/Cond ®mControle ®MO0,3 ®EMO10 ®EMO50 =EMO 10,0
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Figura 6 - Tempo de esquadrinhamento e de espreitamento e freqliéncia de exploracdo das extremidades dos
bragos abertos do LCE. S/cond: animais submetidos ao teste do LCE sem condicionamento prévio. MO 0,0:
animais submetidos ao teste do LCE apés sessdes de condicionamento aos bracos abertos e fechados com salina.
MO (0,3, 1,0, 5,0 e 10,0): animais submetidos ao teste do LCE apds sessdes de condicionamento aos bracos
abertos com morfina, respectivamente nas doses 0,3, 1,0, 5,0 e 10,0 mg/kg, e aos bracos fechados com salina. Os
valores estdo apresentados como média + EPM (n = 12). ## p < 0,01 para esquadrinhamento e * p < 0,05 para
espreitamento, quando comparado ao grupo controle. One-way ANOVA seguida por teste de Dunnett.
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DISCUSSAO

A adicgdo é uma doenca cronica geralmente caracterizada pelo desenvolvimento de
compulséo pela droga e sindrome de abstinéncia resultante de sua retirada. O papel reforgador
das drogas é fundamental em todas as fases desse processo, influenciando desde a aquisi¢édo
até a recaida ao consumo. A literatura propde que os comportamentos associados a adic¢do
sdo adquiridos em fungéo dos efeitos reforcadores positivos e mantidos em funcdo dos efeitos
reforcadores negativos das drogas (Koob, 1992). Por outro lado, tem sido levantada a
possibilidade dessas substancias também eliciarem adiccdo em funcdo de suas propriedades
reforcadoras negativas (Will, Watkins & Maier, 1998).

Os opioides vém se consolidando como importantes ferramentas para investigar a agdo
desses efeitos reforgadores negativos sobre o desenvolvimento de adicgédo (Koob, 2000). A
comprovacao das acdes ansioliticas de baixas doses de morfina (Motta & Branddo, 1993)
revelou um envolvimento de mecanismos de reforcamento negativo e de processos de
aprendizagem na consolidacdo do estado de adicgdo. Branddo (1993) propds um modelo
hipotético para tentar explicar a adiccéo a opidides. Nesse modelo, essas drogas promoveriam
adiccdo através do aumento da transmissdo dopaminérgica no sistema mesocorticolimbico, o
que acarretaria em efeitos refor¢adores positivos (euforia e prazer). Por outro lado, ao atuar
sobre a matéria cinzenta periaquedutal dorsal, os opidides causariam um efeito reforcador
negativo, reduzindo as propriedades aversivas de estimulos dolorosos ou ansiogénicos.

O desenvolvimento de novos modelos animais ou mesmo a utilizacdo de abordagens
inovadoras aos testes classicos € um passo importante para o estudo da génese e da modulacéo
da adiccdo a drogas, com foco nos mecanismos neurobiolégicos envolvidos nos reforcos
positivo e negativo. Esses modelos devem ser capazes de detectar alteracGes bidirecionais e
de ressaltar novos efeitos de drogas, podendo fornecer novos insights sobre 0s mecanismos
envolvidos na modulagcdo do comportamento (Rodgers et al., 1997; Tzschentke, 1998). Koob
et al. (2009) defendem que os modelos animais mais relevantes a serem estudados atualmente
no campo da adiccdo a drogas sdo aqueles relacionados aos componentes reforcadores da
abstinéncia (reforco negativo).

O processo de reforcamento negativo é caracterizado pelo aumento da responsividade
comportamental a estressores em modelos animais de ansiedade, pelo aumento nos limiares

de recompensa, extingdo de comportamento reforcado e aversdo condicionada por lugar
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(Koob, 2000). A aversédo por lugar tem sido muito utilizada para mensurar o efeito desses
estimulos aversivos da abstinéncia. Nesse modelo, um estado de abstinéncia € associado a um
ambiente especifico e, quando expostos a um paradigma de conflito, os animais passam a
evitar esse ambiente pareado a abstinéncia da droga (Stinus et al., 2005). A naloxona, por si
sO, produz aversdo por lugar em ratos adictos e ndo-adictos a opioides. Buprenorfina e
antagonistas dos receptores CRF-1 demonstraram bloquear os estimulos aversivos da
abstinéncia de opiodides em ratos, representando possiveis alvos terapéuticos para adiccao
(Stinus et al., 2005). E possivel que um condicionamento nio promova preferéncia, mas
simplesmente reverta uma averséo por lugar (Koob, 2000).

O teste do LCE surge como uma potente ferramenta para estudar a neurobiologia dos
estados aversivos envolvidos no processo de adiccdo, na medida em que € sensivel as
propriedades hedénicas e aversivas de drogas, como a morfina, permitindo verificar seus
efeitos reforcadores positivos e negativos. Além disso, o LCE possibilita avaliar o
comportamento do animal de forma muito espontanea, por simular situacfes proximas as
encontradas em seu ambiente natural e por ndo requerer modelagem de comportamento ou
submissdo dos sujeitos a restricdes de comida ou agua (Cruz, et al., 1994).

A partir dessa idéia, o presente estudo procurou adaptar o LCE, um tradicional modelo
de ansiedade, para estudar a influéncia das propriedades reforcadoras negativas das drogas
sobre a aquisicdo da adiccgéo, estendendo os trabalhos de Fava (2009), que avaliou o efeito do
pareamento de morfina intraperitoneal com os bragos abertos do LCE. Esse delineamento
experimental, porém, ndo € novo ou Unico do nosso grupo de trabalho. Rico et al. (2009)
estudaram a efeito do pareamento de morfina subcutanea (10 mg/kg) com a parte distal dos
bracos abertos, em ratos ja adictos e em abstinéncia da droga. Seu objetivo foi estudar o papel
dos efeitos reforcadores negativos da morfina sobre o estado de abstinéncia da droga. Cabe
reiterar que o presente trabalho procurou utilizar o modelo do LCE para investigar o processo
de aquisicdo, e ndo de manutencdo da adiccdo, empregando, para tanto, protocolos
experimentais consideravelmente diferentes dos utilizados por Rico et al. (2009).

Com base nos resultados apresentados pelo presente estudo, ao comparar 0 grupo
previamente condicionado apenas com injecdo de salina (MO 0,0) e o grupo néo
condicionado (s/cond), o grupo condicionado controle passou menos tempo no centro e
expressou uma tendéncia a explorar menos os bracgos abertos do labirinto, o que pode indicar
uma reducdo do conflito entre aproximar ou evitar esse estimulo aversivo. Entretanto, as
medidas classicas obtidas para esse grupo, como numero total de entradas, nimero de

entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos, ndo apresentaram diferencas
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significativas, quando comparadas as do grupo sem condicionamento. Da mesma forma,
nenhuma das medidas etoldgicas analisadas foi alterada pelo condicionamento. Assim, é
possivel afirmar que o condicionamento aos bracos abertos do LCE néo alterou a atividade
locomotora ou a aversao a esses compartimentos. Esse resultado contraria os achados de Fava
(2009), que verificou um efeito do condicionamento, através da reducdo do comportamento
exploratério do grupo condicionado sem morfina (diminui¢cdo do nimero total de entradas, do
numero de entradas nos bragcos abertos e do tempo gasto nos bragos abertos), quando
comparado ao grupo sem condicionamento, evidenciando que a aversdo natural dos animais
foi potencializada pelos pareamentos.

Em relacdo aos grupos pareados com morfina nos bracgos abertos do LCE, a dose de
0,3 mg/kg demonstrou uma tendéncia ao aumento do tempo nos bracos abertos e das
porcentagens de tempo e de entradas nos bracos abertos, além da reducdo significativa do
tempo despendido nos bragos fechados, quando comparado ao grupo controle (MO 0,0). Isso
poderia sugerir uma atenuacdo da aversdo desses animais aos bragos abertos, indicando um
possivel papel reforcador negativo da morfina. Efeito similar foi encontrado por Fava (2009).
O presente estudo revelou ainda que o pareamento aos bracos abertos com 0,3 mg/kg de
morfina aumentou significativamente o tempo de esquadrinhamento. E interessante destacar
que essa dose testada diretamente no LCE também demonstrou ter um significativo efeito
anti-aversivo em ratos (Motta & Brandédo, 1993; Anseloni et al., 1999).

Ja o pareamento de 1,0 mg/kg de morfina com os bracos abertos do LCE demonstrou
afetar a atividade locomotora dos animais, atraves do aumento do nimero de entradas nos
bracos abertos e fechados e do nimero total de entradas, quando comparado ao grupo
controle. Esse efeito locomotor € reforgado ao observar que as porcentagens de entradas e de
tempo nos bragos abertos ndo foram alteradas de forma significativa. Por outro lado, deve-se
destacar uma tendéncia ao aumento dessas medidas, quando comparadas ao grupo controle.
Tal tendéncia em explorar os bragos abertos é corroborada pelo aumento do tempo no centro
do labirinto e pela reducdo do tempo despendido nos bracos fechados e no espreitamento.
Esse aumento da atividade locomotora geral e a possivel atenuacdo da aversdo aos bragos
abertos do LCE véo, em parte, ao encontro dos resultados encontrados por Fava (2009), a qual
verificou um claro efeito anti-aversivo para o condicionamento com 1,0 mg/kg de morfina.

O pareamento com a dose de 5,0 mg/kg de morfina reduziu apenas o tempo de
espreitamento, apesar de revelar uma tendéncia ao aumento do tempo nos bragos abertos e das
porcentagens de entradas e de tempo nesses compartimentos, quando comparado ao grupo

controle. Como esse efeito sobre a aversdo aos bracos abertos ndo foi significativo, ndo é
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possivel afirmar que essa dose promoveu condicionamento. Esse achado contrapfe os
resultados de Fava (2009), os quais demonstraram que o condicionamento com 5,0 mg/kg de
morfina preveni a potencializacdo da aversdo causada pelo confinamento com salina nos
bracos abertos. Por sua vez, o pareamento com 10,0 mg/kg de morfina ndo apresentou
nenhum efeito significativo. Na verdade, esse grupo expressou medidas semelhantes as
observadas no grupo controle, confirmando que o condicionamento com essa dose ndo alterou
0 estado aversivo dos animais.

Apesar de a morfina ser relatada na maioria das vezes como um estimulante do
comportamento motor em roedores, estudos mostraram que, dependendo da dose e do local de
administragdo, essa droga pode produzir um efeito bifasico (inibitorio e excitatorio) sobre o
comportamento motor (Di Chiara & North, 1992). A administracdo sistémica de doses
superiores a 10 mg/kg de morfina esteve associada inicialmente a hipolocomocao e
posteriormente & hiperatividade (Patti et al., 2006).

O nacleo accumbens (NAc) desempenha um papel crucial sobre os efeitos
comportamentais dessa droga, representando uma interface entre os substratos neurais de
reforcamento e a resposta motora para atividades exploratorias (apud Koob, 1992). Ao ativar
preferencialmente os receptores opioides i, baixas doses de morfina i.p. (0,1 - 0,3 mg/kg)
promoveram um aumento da liberacdo de dopamina, induzindo efeito ansiolitico e aumento
da atividade exploratdria de ratos (Motta & Branddo, 1993). Microinjecdes de morfina (10 e
30 nmol) no NAc produziram um efeito anti-aversivo no LCE, semelhante ao observado na
injecdo i.p. (Anseloni et al., 1999). Porém, uma alta dose (30 nmol) de morfina injetada na
substancia cinzenta periaquedutal dorsal demonstrou aumentar efeitos aversivos e
comportamentos ansiogénicos no teste do LCE, resultado da ativacdo de receptores k (Motta
et al., 1995; Anseloni et al., 1999). Assim, a aversividade desse teste seria resultado da acao
da droga sobre substratos neurais de aversao, mediados pelos receptores x (efeitos aversivos)
e U (anti-aversivos) (Motta & Brand&o, 1993; Motta et al., 1995; Anseloni et al., 1999).

Pellow et al. (1985) demonstraram que o confinamento nos bragos abertos do LCE
gerava comportamentos relacionados a medo e ansiedade (como congelamento e defecacéo) e
0 aumento significativo das concentracfes plasmaticas de corticoides, quando comparado ao
confinamento nos bragos fechados e ao encontrado em animais ndao confinados. Fava (2009)
demonstrou que a administracdo de morfina, associada a confinamentos sucessivos nos bracos
abertos do LCE, atenuava a aversdo natural a esses compartimentos, quando 0s ratos eram
testados no labirinto sem a administracdo da droga, 0 que permitiria investigar os efeitos

reforgadores negativos eliciados por ela. Todavia, 0s resultados obtidos no presente estudo
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demonstraram que, ao dobrar o nimero de pareamentos, a aversdo aos bracos abertos nao foi
afetada de forma significativa, contrapondo, portanto, os resultados anteriores de Fava (2009).
Algumas hipoteses foram levantadas para tentar justificar essa diferenca de resultados.

Diversos fatores sdo capazes de influenciar o comportamento espontaneo de ratos no
teste do LCE. Tais resultados contraditorios podem ser atribuidos, em parte, a diferenca de
origem dos animais utilizados em cada estudo. Os animais utilizados por Fava (2009) foram
provenientes do Biotério Central da Universidade de Brasilia, enquanto que o presente estudo
ndo pbde utilizar animais da mesma origem, Vvisto que esse biotério tinha acabado de passar
por reformas e ndo possuia animais disponiveis para pesquisa. E possivel que as condigdes de
tratamento empregadas no biotério do Grupo Bioagri, que forneceu os animais para este
trabalho, podem ter afetado a aversdo natural dos animais aos bracos abertos do LCE. Essa
hipdtese € relevante ao observar que o grupo que ndo havia sido previamente exposto ao
labirinto (s/cond) apresentou taxas altas de exploragdo no teste, inclusive dos bragos abertos,
quando comparado as obtidas em outros trabalhos (Motta & Brand&o, 1993; Cruz et al., 1994;
Fava, 2009), enquanto que o grupo condicionado com salina (MO 0,0) ndo demonstrou
reducao significativa da exploracdo do LCE. A fim de tentar aumentar a aversdo dos animais
aos bracos abertos, foram realizadas alteragdes no protocolo piloto, como o aumento da
luminosidade da sala experimental e a retirada da manipulacéo prévia dos animais.

Outra hipétese a ser analisada envolve o préprio nimero de pareamentos. O presente
estudo realizou quatro sessdes de pareamento aos bracos abertos do LCE, que aconteceram
tanto de manhd, como a tarde, enquanto Fava (2009) realizou duas sessdes no periodo da
manh&. Esse aumento de pareamentos foi utilizado na tentativa de verificar o aumento do
efeito do condicionamento, visto que foi demonstrado que a magnitude do efeito de
preferéncia pela morfina estd diretamente relacionada a quantidade de pareamentos entre a
droga e o0 ambiente (Mucha & Iversen, 1984). Entretanto, é possivel que esse aumento tenha
extinguido o0 aumento da aversao aos bragos abertos do grupo controle, ou seja, é possivel que
a potencializacdo da aversdo aos bracos abertos do LCE seja promovida com duas sessoes de
pareamento com salina, mas ndo com quatro sessdes, como foi realizado no presente estudo.

E importante destacar também que o Laborat6rio de Psicobiologia da Universidade de
Brasilia, onde foi realizada esta pesquisa, sofreu um processo de mudanca no sistema de ar,
que durou mais de um ano, acarretando um periodo curto para a coleta de dados,

impossibilitando, assim, a extenséo da presente investigacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, é possivel verificar que os
sucessivos condicionamentos aos bracos do LCE ndo alteraram na aversdo dos animais
controle aos bracos abertos. Além disso, os quatro pareamentos de morfina com os bracos
abertos do labirinto ndo alteraram os indicadores classicos de ansiedade, de forma
significativa, apesar do condicionamento com a dose de 1,0 mg/kg ter provocado um efeito
locomotor significativo. Esses resultados contrapbem os achados obtidos para dois
pareamentos de morfina com os bracos abertos, realizados por Fava (2009). Portanto, a fim de
confirmar se o comportamento de fato reflete o encontrado no presente trabalho, € necessaria
a extensdo ou replicacdo desse protocolo experimental.

Ainda resta muito a ser explorado sobre os mecanismos neurobiol6gicos envolvidos
nas propriedades reforcadoras positivas e negativas das drogas e, para tanto, o delineamento
de novos modelos animais de adic¢do é fundamental (Koob, 2000). Espera-se que o presente
trabalho traga novas evidéncias para a necessidade do desenvolvimento de modelos capazes
de auxiliar na compreensdo da neurobiologia da adiccdo e que estudos futuros revelem mais

sobre a precisa aplicabilidade do LCE no estudo dessa importante psicopatologia.
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