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"Mas, como um homem que caminha s6 e nas trevas, decidi proceder tdo lentamente
e a usar de tanta circunspeccao em todas as coisas, que, mesmo se s avancasse
muito pouco, a0 menos estava certo de ndo cair."

René Descartes
Discurso do Método: Regras para a Direcdo do Espirito
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Resumo

O Labirinto em Cruz Elevado foi adaptado para avaliar os efeitos do pareamento entre a
administracio de morfina e um ambiente previamente aversivo, a partir de um
procedimento de preferéncia por lugar condicionado. Propde-se um novo procedimento
experimental que permita verificar a influéncia de outras varidveis ambientais e de
outras propriedades farmacoldgicas na aquisicdo da adic¢do a drogas, além daquelas
avaliadas pelos modelos de auto-administragdo e de preferéncia por lugar condicionado.
Setenta e dois ratos foram divididos em seis grupos. Cinco grupos foram administrados
com solucdo de morfina (0,0; 0,3; 1,0; 5,0 e 10,0 mg/kg) ou de salina, e confinados aos
bracos abertos ou aos bracos fechados do labirinto, respectivamente (20 minutos),
durante quatro dias consecutivos e alternados, de forma a expor o animal uma vez a
cada bragco. O sexto grupo de animais recebeu apenas injecao de salina durante os
quatro dias de condicionamento, sem exposi¢do ao labirinto. No quinto dia, todos os
animais foram colocados no teste-padrao de cinco minutos do labirinto. Os resultados
mostraram que a exposicdo aos bracos do labirinto, sem a administracdo da droga,
diminui a exploragdo dos bragos abertos, indicando o aumento da aversdao a esses
compartimentos. Esse efeito € prevenido pelo condicionamento com morfina nas doses
de 1,0 e 5,0 mg/kg, que também produzem preferéncia por lugar condicionado no
modelo padrdo, mas nao na dose ansiolitica de 0,3 mg/kg. Esses resultados sugerem que
esse procedimento pode ser empregado para o estudo da adic¢do, na medida em que ele
permite a verificacdo dos efeitos refor¢adores da administracdo de drogas. As principais
vantagens desse modelo sdo: (1) a perspectiva etoldgica do procedimento, ao avaliar
uma resposta relacionada a aversao determinada filogeneticamente, e (2) a avaliacdo da

adiccao em contextos onde estdo presentes estimulos aversivos.

Palavras-chave: Labirinto em Cruz Elevado, Preferéncia por Lugar Condicionado,

morfina



Abstract

The Elevated Plus-Maze was adapted to assess the effects of the association between
morphine administration and a previous aversive environment, in a Conditioned Place
Preference procedure. This is a proposal of a new experimental procedure that can
assess other environmental variables and other pharmacological functions effects of
addiction, which cannot be assessed by self-administration and conditioned place
preference models. Seventy two rats were divided into six groups. Five groups were
administrated with morphine solution (0,0; 0,3; 1,0; 5,0 and 10,0 mg/kg) or saline and
exposed to the maze open arms or closed arms, respectively, in four consecutive
alternated days, in a manner that each animal was exposed to each maze arm. The sixth
group of animals was just administrated with saline during the four conditioning days,
without exposition to the maze. At the fifth day, all groups were exposed to the maze
five minutes test. As a result, the exposition to the maze arms, without the drug
administration, reduced the open arms exploring, which suggests that the aversion
elicited by these compartments have enlarged. This effect is prevented by the morphine
conditioning in doses of 1,0 and 5,0 mg/kg, that cause conditioned place preference at
the pattern model, but is not prevented in the anxiolytic dose of 0,3 mg/kg. These results
indicate that this procedure might be employed in addiction studies, because it can be
used to assess the reinforcing effects of drugs administration. The model proposed main
advantages are: (1) the procedure ethologic perspective, because it is analyzed an
aversion related and genetically determined behavior; and (2) the addiction study in a

context where aversive stimuli are presented.

Key-words: Elevated Plus-Maze, Conditioned Place Preference, morphine



Introducao

1. Adiccao a drogas

A adicc@o a drogas é uma desordem cronica caracterizada pela administragdo
compulsiva, pela inabilidade de limitar o consumo e pela emergéncia de sindrome de
abstinéncia durante a cessagdo da administracdo da droga. Embora cada droga de abuso
possua mecanismos de acdo especificos, todas elas tém efeitos comuns no cérebro. Elas
ativam a via mesolimbica, considerada o sistema de recompensa neural, que se estende
da area tegmental ventral até o nicleo accumbens, com projecdes para dreas como O
sistema limbico e o coértex orbitofrontal (Leshner, 1997). O principal neurotransmissor
envolvido na via mesolimbica ¢ a dopamina. A administracdo de cocaina, de
anfetamina, de opidides, de nicotina e de outras drogas de abuso eleva os niveis desse
neurotransmissor (Salamone & cols., 2007).

Os estudos na drea de adiccdo partem do pressuposto de que os comportamentos
relacionados ao uso de drogas sdo adquiridos em fun¢do dos efeitos reforcadores
positivos de sua administracdo (Koob, Sanna & Bloom, 1998). Evidéncias empiricas
confirmam essa hipdtese ao mostrar que tanto as drogas de abuso como refor¢adores
naturais — dgua, comida e sexo — possuem o mesmo mecanismo de acdo, ativando a via
mesolimbica (Berridge, 2007; Di Chiara, 1998). Entretanto, o comportamento de
adiccao seria mantido por suas propriedades reforcadoras negativas. Pesquisas mostram
que o uso cronico da droga causa adaptacdes neurais, caracterizadas pela diminuicao da
atividade do sistema dopaminérgico mesolimbico, que estd envolvida no aparecimento
dos sintomas da abstinéncia. Dessa forma, a administracdo da droga tem como
conseqiiéncia a cessagdo dos sintomas da crise de abstinéncia, que sdo considerados
estimulos aversivos (Koob & Le Moal, 2005; Koob, Sanna & Bloom, 1998).

Entretanto, alguns autores questionam a suficiéncia de uma explicacdo
neurofisioldgica para a adic¢do, dado que nem todos os individuos que ja usaram drogas
ou que fazem o seu uso ocasional tornam-se adictos. Winger e cols. (2005) defendem
que a adic¢do € também uma desordem comportamental que ocorre quando os
reforgcadores relacionados a droga, quando da ativacdo da via mesolimbica, assumem o
controle sobre uma parte substancial do repertério comportamental do individuo. Nesse

caso, esses reforcadores sdo mais potentes do que outros reforcos disponiveis no



ambiente desse individuo, devido, em parte, a predisposicdes genéticas, mas também
por uma histéria de aprendizagem particular, combinada com a facilidade relativa de
acesso a droga e com o contato insuficiente com outras fontes alternativas de reforco.
Sao necessdrias novas pesquisas que esclarecam e validem o papel desses fatores
na aquisi¢do e manuten¢do do padrdo comportamental relacionado ao abuso de drogas.
Os estudos atuais com modelos animais de adic¢do revelam uma alta prevaléncia de
animais adictos. Ahmed (2005) defende que essa prevaléncia pode ser conseqiiéncia da
falta de reforcos alternativos e da presenca de estimulos aversivos, nas condicdes
experimentais e nos biotérios, e que, portanto, existe a necessidade de se criar modelos
animais de adiccdo que avaliem a disponibilidade de outros estimulos, reforcadores e

aversivos, na aquisicado de comportamentos de uso de drogas.

2. Modelos animais de adic¢cao

Modelos animais tém sido utilizados para simular alguns componentes das
desordens psiquidtricas, com a finalidade de auxiliar na compreensdo dos mecanismos
neurofisiolégicos e comportamentais subjacentes a esses transtornos € no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o seu enfrentamento. O
desenvolvimento de modelos animais para o estudo da adic¢do permitiu a compreensao
de processos psicolégicos envolvidos no abuso de drogas. De acordo com Deroche-
Gamonet, Belin e Piazza (2004), o estudo do padrdo comportamental relacionado ao
abuso de drogas em animais € realizado principalmente a partir da identificacdo e
andlise de trés tipos de padrées comportamentais para a dependéncia de substancias,
descritos no Manual de Diagnéstico e Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM-IV): 1)
dificuldade de parar ou limitar o uso da droga; 2) alta motivagdo para o consumo da
droga; e 3) uso continuo, independente de suas conseqii€ncias prejudiciais.

Para elucidar os processos comportamentais subjacentes a adic¢do, esses
modelos permitem a andlise da droga enquanto um estimulo ambiental, portador de
funcoes eliciadoras de respostas fisioldgicas ou reforcadoras de comportamentos
operantes (Everitt, Dickinson & Robbins, 2001). Quando a droga, administrada a um
organismo, produz respostas fisioldgicas decorrentes de seu mecanismo de acgdo,
ativando ou inibindo vias neurais, ela estd exercendo a funcdo de estimulo

incondicionado de comportamentos respondentes. Quando a droga aumenta a



probabilidade de emissdo de comportamentos operantes, ela estd exercendo o papel de
estimulo reforcador. Nesse segundo caso, ela pode reforcar positivamente os
comportamentos que resultam em sua administragdo, ao produzir efeitos apetitivos,
como euforia e éxtase; ou ainda refor¢ar negativamente outros comportamentos, que
evitam conseqii€ncias aversivas, como aquelas provenientes da sindrome de abstinéncia.

Entre os modelos animais desenvolvidos para o estudo da adic¢@o, aqueles
baseados na auto-administracdo e no condicionamento cldssico sdo os mais utilizados
(Van Ree, Guerrits & Vanderschuren, 1999). No primeiro, a auto-administragdo da
droga € vista como uma resposta operante reforcada pelos efeitos eliciados pela droga
no organismo, que possui, portanto, similaridades funcionais com outros estimulos
refor¢cadores. Ou seja, a administracdo da droga produzida de forma contingente a uma
determinada resposta ou a um conjunto de respostas aumenta a probabilidade de
emissdo desses comportamentos pelo animal. A fun¢do reforcadora da droga tem o
potencial de produzir efeitos condicionados, tornando estimulos neutros, quando
associados ao comportamento de adiccao, em refor¢adores condicionados ou estimulos
discriminativos para a resposta de auto-administracdo da droga (Ator & Griffiths, 2003;
Panlilio & Goldberg, 2007).

No procedimento experimental do modelo de auto-administragdo, inicialmente,
o animal € treinado a emitir determinada resposta, geralmente a resposta de pressionar
uma barra ou de focinhar. A droga € administrada ao animal como conseqiiéncia da
emissao dessa resposta, cuja freqii€ncia € elevada, levando a aquisicao e a manuten¢do
desse comportamento. Esse procedimento pode variar de forma a avaliar os efeitos
reforcadores da droga a partir de diferentes esquemas de reforcamento, a fim de
comparar com os efeitos produzidos por conseqiiéncias reforcadoras naturais, como a
apresentacdo de comida ou de dgua (Ahmed, Bobashev & Gutkin, 2007; Panlilio &
Goldberg, 2007). O valor reforcador da droga e o padrdo comportamental identificados
em animais sido similares aqueles verificados em humanos. As respostas requisitadas
aumentam gradualmente até a droga produzir seus efeitos fisiologicos especificos. A
verificacdo de que a producdo desses efeitos controla o comportamento do animal pode
ser demonstrada pelo pré-tratamento com morfina e outras drogas que possuam mesmo
mecanismo de agdo, como a codeina, que resultam na redugdo da taxa de respostas
emitidas para a auto-administracdo da morfina. Em contraste, quando alguns receptores
sao bloqueados com drogas antagonistas de morfina, como a naloxona, a emissao dessas

respostas aumenta. Esses estudos mostram que o animal aprende um padrio



comportamental, que é controlado pela quantidade de morfina que estd atuando nos
receptores e produzindo as conseqiiéncias refor¢cadoras (Woods & cols., 1993). Embora
o modelo de auto-administracdo apresente validade aparente e generalizacdo entre
espécies, ele possui algumas desvantagens. A modelagem inicial da resposta requisitada
(pressao a barra ou focinhar) demanda muito tempo e a utilizagdo de outras
conseqiiéncias refor¢cadoras, como comida ou dgua. Sao necessédrios também cuidados
especiais para manter o funcionamento do cateter para a administracdo da droga
(Panlilio & Goldberg, 2007).

Virias drogas de abuso tém o potencial de produzir auto-administracdo. Arroyo
e cols. (1998) demonstraram que a cocaina produz auto-administra¢do intravenosa, em
doses de 0,25 mg/infusdo, e que a emissdo das respostas requeridas € mantida mesmo
quando apenas estimulos condicionados aos efeitos da droga estdo presentes. Roberts e
Bennet (1993) demonstraram que a heroina também possui a propriedade de produzir
auto-administracdo, a partir de um esquema de razdo progressiva, em que a taxa de
respostas emitidas para a auto-administracdo intravenosa dessa droga crescia com o
aumento da dose administrada, de 12,5 até 50 pg/infusdo, e diminuia a partir da dose de
100 pg/infusdo. Esses autores observaram ainda que a taxa de respostas diminuia,
quando os animais eram tratados previamente com naltrexona, um antagonista opidide,
indicando um efeito bloqueador das respostas fisiologicas reforcadoras geradas pela
heroina.

O modelo de preferéncia por lugar condicionado é baseado no principio do
condicionamento cldssico, que envolve a associacao entre o efeito da droga, estimulo
incondicionado, que elicia respostas filogeneticamente determinadas, independente de
aprendizagem (a administracdo de morfina, por exemplo, ativa vias dopaminérgicas,
resultando em uma sensac@o de prazer e relaxamento), e estimulos ambientais neutros,
que ndo eliciam essas respostas. Esse principio descreve que estimulos previamente
neutros, quando pareados sucessivamente com um estimulo incondicionado, passam a
atuar como estimulos condicionados, eliciando comportamentos respondentes
semelhantes aos efeitos produzidos anteriormente apenas pelo estimulo incondicionado
(Mucha & Iversen, 1984; Tzschentke, 1998).

A maioria dos estudos utiliza caixas de condicionamento com dois ou trés
compartimentos, que podem diferir em relagdo a textura do piso, a cor das paredes, ao
odor, entre outras caracteristicas. No procedimento experimental, a droga ¢

administrada imediatamente antes de confinar o animal em um dos compartimentos do



aparato experimental. Os animais sdo injetados com salina e pareados com o outro
compartimento, diferente daquele que foi pareado com a droga. Apds o
condicionamento, € realizado um teste de escolha, em que € permitido ao animal, sem a
prévia administracdo da droga, explorar o ambiente e escolher entre esses dois
compartimentos, com a possibilidade de haver ainda mais um compartimento, novo para
o animal. Os resultados mostram que os animais preferem o contexto pareado com a
droga, permanecendo mais tempo neste do que no pareado com salina (Tzschentke,
1998), ou seja, o comportamento de explorar o compartimento pareado com a droga é
refor¢ado positivamente. Uma vantagem desse modelo € que o teste comportamental
ocorre em uma fase distinta daquela em que o animal é exposto a droga e as eventuais
manipulacdes farmacoldgicas, diminuindo a interferéncia desses fatores no
comportamento analisado (Fenu & cols., 2006).

Existe uma tendéncia nessa drea a utilizar aparatos experimentais nao
enviesados, ou seja, aqueles em que animais ingénuos ndo mostram preferéncia por
nenhum dos compartimentos antes do pareamento com a droga, caracterizando a
neutralidade do procedimento. O procedimento enviesado tem sido criticado devido a
sua suscetibilidade de produzir falso-positivos, se a droga possuir propriedades
ansioliticas, o que reduz a aversdo inicial ao compartimento pareado, reforcando
negativamente a exploracdo desse ambiente e, portanto, resultando no aumento da
magnitude da preferéncia no teste de escolha (Tzschentke, 1998). Alguns autores tém
utilizado o campo aberto para o estudo da preferéncia por lugar condicionado, que
consiste em quatro quadrantes uniformes, para reduzir a0 mdximo o viés de preferéncia
entre os compartimentos, antes da fase de condicionamento, e para assegurar a
influéncia apenas dos efeitos reforcadores positivos da droga. Para possibilitar a
discriminacdo dos compartimentos, sdo utilizadas diferentes texturas para o assoalho
(Vezina & Stewart, 1987) ou estimulos visuais externos ao campo (Hasenohrl, Oitzl &
Huston, 1989).

A partir da meta-andlise de artigos, publicados entre 1979 e 1992, que utilizaram
o modelo de preferéncia por lugar, Bardo, Rowlett e Harris (1995) investigaram
diferengas na magnitude do efeito do condicionamento com drogas opidides e
estimulantes, decorrentes de varidveis metodoldgicas. Esses autores observaram que a
realizacdo de um pré-teste antes do condicionamento e que o pareamento da droga com
o compartimento nao preferido (procedimento enviesado) podem diminuir a magnitude

da preferéncia; enquanto que o aumento do tempo de confinamento e o pareamento com



salina no compartimento oposto, ambos na fase de condicionamento, podem aumentar a
magnitude da preferéncia. Outras varidveis metodoldgicas que podem afetar a
magnitude do efeito do condicionamento sd@o a via de administracdo da droga e o
ndmero de tentativas de condicionamento.

Biala e Langwinsk (1996) demonstraram que o etanol (1 g/kg), a morfina (5
mg/kg), a cocaina (5 mg/kg) e a anfetamina (5 mg/kg) produzem preferéncia por lugar
quando condicionadas ao compartimento ndo preferido. Esses autores observaram ainda
que esse efeito € bloqueado pelo pré-tratamento com naloxona, antagonista opidide,
durante a fase de condicionamento, o que sugere o envolvimento de receptores opidides,
principalmente aqueles localizados em neurdnios dopaminérgicos do sistema
mesolimbico, na aquisi¢do da adic¢do. Itzhak e Martin (2001) mostraram que a cocaina
(20 mg/kg) também induz preferéncia por lugar condicionado e que, apds sua extingao,
esse efeito pode ser reinstalado a partir da administracdo de cocaina ou de outros
estimulantes, como a metanfetamina e o metilfenidato, mas nao pela administracdo de
fenciclidina, o que indica que as trés primeiras drogas possuem mecanismos de acdo
similar. Esse estudo sugere a possibilidade de utilizar esse modelo em estudos de
discriminacdo de drogas.

Algumas pesquisas (Lu & cols., 2002; Parker, Limebeer & Slomke, 2006)
sugerem a confirmagdo da hipdtese do condicionamento cldssico para explicar a
preferéncia por lugar condicionado, ao verificar a possibilidade de extingdo dessa
preferéncia, a partir do pareamento do animal com o compartimento condicionado
anteriormente, mas sem a administracdo da droga. Entretanto, o efeito da extin¢do é
menor quando o animal nao € confinado ao compartimento, mas € deixado livre para
explorar todo o aparato experimental. Outra evidéncia que defende essa hipdtese € o
estudo realizado por Sahraei e cols. (2005), que verificou o efeito da administracdo de
agonistas gabaérgicos na drea tegmental ventral, os quais atuam inibindo a atividade
dopaminérgica na via mesolimbica, apds a fase de condicionamento com morfina, e
imediatamente antes do teste de escolha. Os resultados mostraram uma diminuicdo da
magnitude da preferéncia, ou indiferenca na exploragdo dos dois compartimentos,
sugerindo que a escolha pelo compartimento pareado depende da ativacio da atividade
dopaminérgica.

Virios pesquisadores t€m se preocupado em verificar o efeito de estimulos
aversivos para a aquisi¢ao e a manutengao de comportamentos de adic¢cdo. Estudos com

o modelo de preferéncia por lugar mostram que a exposi¢do a estimulos estressores



aumenta o efeito do condicionamento quando a droga administrada € a morfina, e
diminui esse efeito quando a droga administrada é a anfetamina (Will, Watkins &
Maier, 1998); e colaboram para a reinstalacdo da preferéncia por lugar condicionado
com morfina, apds a sua extingdo (Do Couto & cols., 2006). Em pesquisas realizadas a
partir do modelo de auto-administragdo, alguns autores demonstraram que o
comportamento de adic¢ao pode ser suprimido por estimulos aversivos condicionados
(Kearns, Weiss & Panlilio, 2002) ou por conseqiiéncias punitivas contingentes a
resposta (Panlilio, Thorndike & Schindler, 2003). Outros autores, contudo, verificaram
que a supressdo desse comportamento ndo ocorre quando o estimulo aversivo €
apresentado a animais que possuem uma longa histéria de auto-administracdo de
cocaina (Vanderschuren & Everitt, 2004, Pelloux, Everitt & Dickinson, 2007) ou
quando os animais apresentam altas taxas de respostas durante a fase de aquisicdo do
comportamento de auto-administracdo ((Derochet-Gamonet & cols., 2004). Entretanto,
ainda ndo existem estudos com modelos animais que verifiquem os efeitos do
pareamento de estimulos aversivos com comportamentos respondentes eliciados pela

administracao da droga, a partir do modelo de preferéncia por lugar condicionado.

3. Morfina

A morfina € a principal substancia ativa presente nas drogas opidides, que sdo
extraidas da semente da papoula. Essas drogas pertencem a classe dos narcéticos
analgésicos, e reduzem a dor, a0 mesmo tempo em que mantém a consciéncia.
Produzem também a sensacdo de relaxamento e sono e, em doses altas, podem levar ao
coma ou a morte (Meyer & Quenzer, 2005). Entretanto, a primeira experiéncia com a
administracdo de drogas opidides pode ser desagraddvel, podendo provocar nduseas e
vomito (WHO, 2004).

Estudos sobre os mecanismos de a¢do da morfina mostram que essa droga
produz um aumento de neurotransmissores dopaminérgicos, assim como outras drogas
de abuso como a cocaina e o dlcool (Di Chiara, 1998). Di Chiara e Imperato (1988)
mostraram que a administracdo de morfina na dose de 1,0 mg/kg aumentou a
concentracdo de dopamina preferencialmente no nicleo accumbens. Entretanto, as

drogas opidides influenciam a atividade dopaminérgica na via mesolimbica de forma

indireta. Evidéncias indicam que a estimulacdo de receptores opidides inibe a liberacdo



de neurotransmissores gabaérgicos na drea tegmental ventral, deixando de inibir
neurdnios dopaminérgicos, o que resulta no aumento desse neurotransmissor no nucleo
accumbens (Pierce & Kumarcsan, 2006).

Pesquisas que utilizam modelos animais também tém demonstrado que a
morfina € potencialmente uma droga de abuso. Nos procedimentos de auto-
administracio, quando respostas especificas tém como conseqiiéncia a administracio de
morfina, a freqii€ncia de emissao dessas respostas aumenta. Sob diferentes esquemas de
razdo e de intervalo e sob esquemas mistos, de segunda ordem e de escolha,
caracteristicas comportamentais mantidas por uma variedade de outros eventos
reforcadores e por outras drogas de abuso foram desenvolvidas e mantidas também pela
administracdo de morfina (Everitt & Robbins, 2000; Grasing & cols., 2003; Spealman
& Goldberg, 1978).

Nos procedimentos que utilizam condicionamento cldssico, ao parear os efeitos
da morfina com um contexto especifico, este passa a ser preferido pelos sujeitos
experimentais, que permanecem mais tempo neste do que no contexto pareado com
salina durante o teste de escolha. A magnitude do efeito do condicionamento cresce com
o aumento da dose até 1,0 mg/kg, tornando-se estdvel a partir dessa dose. Apesar da
dose de Img/kg ndo produzir sempre o efeito maximo nesse modelo, parece que nao
existe muita diferenca quando doses maiores sdo administradas (Bardo, Rowlett &
Harris, 1995). Pesquisas na area (Blander & cols., 1984; Do Couto & cols., 2003)
demonstraram que o condicionamento com morfina, principalmente a partir da dose de
5,0 mg/kg, produz preferéncia por lugar. Blander e cols. (1984) mostraram ainda que
nio existe diferenca na magnitude do efeito quando os animais sdo condicionados
randomicamente aos compartimentos do aparato experimental, ou quando os animais
sao condicionados ao lado ndo preferido, de acordo com o resultado de um teste anterior
ao condicionamento com a droga.

A participac@o de neurotransmissores dopaminérgicos na preferéncia por lugar
condicionado com morfina foi verificada por Fenu e cols. (2006), por meio da
administracdo intracerebral de antagonistas de receptores de dopamina D; e D,
presentes no nucleo accumbens. Esses autores observaram o bloqueio do efeito do
condicionamento, indicando que ambos receptores estdo envolvidos na aquisi¢do da
preferéncia. Esse modelo permitiu identificar também outros processos
neurofisiol6gicos envolvidos no abuso de morfina, além da ativacio da via

dopaminérgica mesolimbica, como o papel de mecanismos alfa-adrenérgicos, a partir da



administracdo de drogas agonistas e antagonistas desses neurotransmissores durante a
aquisicdo e na expressdao do comportamento condicionado (Sahrei & cols., 2004).
Estudos realizados a partir desse modelo, com procedimentos baseados na
administracao de morfina por meio de micro-inje¢des em regides especificas do cérebro,
também permitiram identificar que o hipotdlamo lateral, a substincia cinzenta
periaquedutal e o nudcleo accumbens podem estar envolvidos na aquisicdo do
comportamento condicionado, ao contrdrio de estruturas como a amigdala e os nucleos
caudado e putamen (Van der Kooy & cols., 1982). O modelo de preferéncia por lugar
condicionado contribuiu ainda para avaliar o efeito de historia prévia. Simpson e Riley
(2005) verificaram que a experiéncia prévia com morfina facilita a expressdo do
comportamento condicionado no teste, verificada pelo maior tempo despendido no
compartimento pareado com morfina pelos animais que foram administrados com a
droga antes das sessdes de condicionamento. Outros autores demonstraram que a
exposicdo a eventos estressores facilita tanto a expressdo do comportamento
condicionado com morfina (Fergunson & cols., 2004), como contribui para a
reaquisicdo desse comportamento apds a sua extin¢ao (Do Couto & cols., 2006).

O fato de a exposicdo a eventos estressores aumentar a magnitude do efeito do
condicionamento com morfina pode estar relacionado as propriedades ansioliticas dessa
droga. Will, Watkins e Maier (1998) levantaram essa hipétese ao verificar que a
exposi¢do a choques inescapdveis ou a administracdo de uma substancia ansiogénica,
anterior ao condicionamento com morfina (3 mg/kg), aumentam a expressdo da
preferéncia pelo compartimento associado com essa droga, mas anulam a preferéncia
quando o compartimento é pareado com os efeitos da administracao de anfetamina, uma
droga que demonstrou ser ansiogé€nica em outros modelos (Biala & Kruk, 2007). Esses
autores defendem que € possivel que esse efeito ndo esteja relacionado ao aumento das
propriedades recompensadoras da morfina, considerando a divergéncia no efeito quando
a droga administrada € a anfetamina. Mas defendem que o incremento na preferéncia
pelo compartimento pareado com a morfina seja resultado da reducdo da ansiedade
gerada pelos estimulos estressores, caracterizando um processo de reforcamento
negativo. Motta e Branddo (1993) comprovaram os efeitos ansioliticos da morfina,
utilizando o Labirinto em Cruz Elevado, cujos resultados serdo descritos na proxima

Sessao.
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4. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Entre os modelos animais desenvolvidos para o estudo de desordens
psiquidtricas, o LCE foi criado inicialmente para o estudo da ansiedade (File, 1980). O
aparato experimental fica elevado a certa distancia do chdo, e é composto por dois
bracos fechados e dois abertos. Os bracos fechados possuem uma parede lateral. A
tarefa dos animais expostos a esse labirinto envolve a exploragdo espontinea do
ambiente pelos sujeitos experimentais na auséncia de reforcamento explicito. No LCE,
o animal mostra um alto nivel de exploracdao ou uma preferéncia pelos bracos fechados,
o que é um indicio de que a resposta de evitar os bragos abertos ocorre devido a
presenca de estimulos aversivos nesse compartimento, considerando que ambos os
bragos deveriam evocar o mesmo comportamento de exploragdo (Montgomery, 1955;
Rodgers & Dalvi, 1997).

Para identificar se os estimulos aversivos eliciados pelos bragos abertos possuem
correlagdo com a ansiedade e verificar a validade desse modelo, Handley e cols., em
dois experimentos, (Handley & Mithani, 1984; Handley & McBlane, 1993) avaliaram a
influéncia de drogas ansioliticas e ansiogénicas na taxa de entradas nos bragos abertos,
uma medida utilizada para medir a aversdo relativa eliciada por esse espaco. Esses
autores demonstraram que os animais evitam os bragcos abertos, e que essa aversao €
reduzida pelo tratamento com drogas ansioliticas e aumentada pela administragao de
drogas ansiogénicas.

O tempo de exploracdo dos bragos abertos também € reduzido quando o animal
€ exposto ao labirinto em vdrias alternativas. Espejo (1997) observou esse efeito em
animais testados sem a administracdo prévia de drogas, uma vez por dia, durante trés
dias, ou uma vez por semana, durante trés semanas. A porcentagem de tempo nos
bracos abertos diminuiu em ambas as condi¢des experimentais, em decorréncia do
aumento do nivel de ansiedade, enquanto que a atividade locomotora permaneceu
similar entre os testes. Essa pesquisa indica que o processo envolvido na alteracdo do
padrao comportamental (i.e., diminui¢do da explora¢dao dos bragos abertos) no labirinto
ocorre devido ao processo de puni¢cdo positiva, porque explorar os bragos abertos elicia
respostas fisiologicas de medo e ansiedade, que constituem estimulos aversivos para o
animal.

As medidas-padrao utilizadas para verificar o nivel de ansiedade no LCE sao:

nimero de entradas e tempo despendido nos bracos abertos. Entretanto, outras medidas
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também sdo usadas na tentativa de explicar o padrdo comportamental observado no
labirinto. O comportamento de exploracao € interpretado também como funcdo do nivel
de atividade locomotora do animal, considerando o nimero total de entradas nos bragos
e o numero de entradas nos bracos fechados. Uma terceira medida refere-se ao tempo
despendido no centro do labirinto, interpretado como um ponto de tomada de decisdao
(Cruz, Frei & Graeff, 1994; Rodgers & Johnson, 1995).

Por ser um modelo que envolve uma resposta inata, isto €, incondicionada, que
nio depende de aprendizagem, a aversdo eliciada durante a tarefa no LCE possui um
significado etoldgico, o que consiste em uma das principais vantagens na utilizacdo
desse aparato. O comportamento incondicionado é menos suscetivel a interferéncia de
varaveis intervenientes, como histéria de reforcamento ou memoria; fome ou sede; e,
portanto, permite uma andlise mais fidedigna das intervengdes experimentais (Rodgers
& cols., 1997). Além disso, a resposta inata nao exige treinos prolongados ou a
utilizacdo de estimulos nocivos, nem hé a necessidade de que o animal esteja em estado
de privacdo de 4gua ou comida. Outras vantagens do LCE para a realizacdo de
pesquisas estdo relacionadas ao fato de o teste ser rdpido e simples, e de nao envolver
equipamentos caros; e de o labirinto ser bidirecionalmente sensivel as manipulacdes
experimentais, possibilitando a identificacdo de efeitos tanto de varidveis ansioliticas
como ansiogénicas (Rodgers & Dalvi, 1997).

Atualmente, o LCE € utilizado também na compreensdo das bases bioldgicas e
processos comportamentais relativos a adiccdo e a abstinéncia a drogas, além de
possibilitar a descoberta de outras propriedades das drogas de abuso (Carobrez &
Bertoglio, 2005). Na 4rea da abstinéncia, Rasmussen e cols. (2001) utilizaram o LCE
para medir os efeitos da sindrome de retirada do etanol. Esses autores demonstraram
que ratos que consumiram dlcool durante nove semanas e foram expostos ao labirinto
quatro semanas ap0s a retirada da droga apresentaram diminuicdo da exploracdo dos
bracos abertos, que estd correlacionado com o aumento da ansiedade, sintoma presente
em alcodlicos abstinentes.

Motta e Brandao (1993) confirmaram as propriedades ansioliticas da morfina,
por meio de sua administracdo intraperitoneal (0,3 mg/kg) e diretamente na substincia
cinzenta periaquedutal (10 nmol) previamente a coloca¢do do animal no LCE. Esses
autores observaram que ambos os tratamentos aumentaram a exploracdo dos bracos

abertos, o que permite concluir que a morfina, administrada em doses baixas, possui
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propriedades ansioliticas, por meio da inibicdo de substratos neurais da aversdo na

substancia cinzenta periaquedutal dorsal.

5. Justificativa

Os modelos animais utilizados atualmente para o estudo da adic¢do a drogas
apresentam algumas desvantagens relativas ao procedimento experimental. O modelo de
auto-administracdo demanda muito tempo para a modelagem de uma resposta que nao
faz parte do padrao comportamental do animal (pressdo a barra ou focinhar), além de
cuidados especiais para manter o funcionamento do cateter para a administracdo da
droga (Panlilio & Goldberg, 2007). O modelo de preferéncia por lugar condicionado
parte do pressuposto da neutralidade entre os compartimentos, avaliando que a escolha
do animal por um ou por outro depende apenas do pareamento com os efeitos
reforcadores positivos da droga (Tzschentke, 1998). Esse pressuposto prejudica a
andlise da preferéncia, ao desconsiderar a influéncia de outras varidveis ambientais e de
outras propriedades da droga administrada, que podem estar afetando o comportamento
de escolha do animal.

Os estudos na drea de adiccdo que utilizam modelos animais tém se concentrado
nas propriedades apetitivas da droga, ao focar na aquisi¢do do comportamento de abuso,
ou em propriedades reforcadoras negativas, ao focar na reducdo dos sintomas de
abstinéncia. Entretanto, as drogas de abuso possuem outras propriedades farmacoldgicas
que podem influenciar na aquisi¢do e na manutencdo do abuso. Os estudos de Will,
Watkins e Maier (1998) e Motta e Brandao (1993) sugerem que a morfina possui
propriedades ansioliticas, que podem contribuir para o aumento da probabilidade de
desenvolver um padrdo comportamental de abuso, por meio da diminui¢do da aversao
de estimulos presentes no ambiente. Assim como a morfina, outras drogas de abuso
podem possuir outras propriedades farmacoldgicas que induzem ao abuso, além
daquelas relacionadas aos efeitos apetitivos de sua administracdo e a redug¢do dos
sintomas de abstinéncia.

Considerando, portanto, a necessidade de desenvolver procedimentos
experimentais que sejam simples e parcimoniosos, € que permitam verificar a influéncia
de outras varidveis ambientais e de outras propriedades farmacoldgicas na aquisi¢ao da

adiccdo a drogas, o presente estudo utilizou o LCE, adaptando-o de forma a servir como
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aparato experimental para a tarefa proveniente do modelo de preferéncia por lugar
condicionado. A droga foi administrada imediatamente antes de confinar o animal em
um dos bracos abertos do labirinto, compartimento eliciador de respostas fisiologicas de
ansiedade, que sdo aversivas ao animal (Rodgers & Dalvi, 1997). Nesse estudo, a droga
utilizada foi a morfina, por ter sido demonstrada seu efeito ansiolitico na dose de 0,3
mg/kg (Motta & Branddo, 1992) e seu efeito reforcador em doses de 1,0 a 5,0 mg/kg
(Mucha & Iversen, 1984). Nessa situacdao experimental de teste, existem trés processos
comportamentais atuando sobre o comportamento de explorar os bragos abertos do
LCE: 1) puni¢do positiva, devido a ansiedade produzida pelo compartimento; 2)
reforcamento negativo, devido aos efeitos ansioliticos da morfina em doses baixas; e 3)
reforcamento positivo, devido aos efeitos apetitivos da droga observados nas pesquisas

de preferéncia por lugar condicionado (Mucha & Iversen, 1984).

6. Objetivos

O objetivo da presente pesquisa € verificar se o LCE pode ser utilizado para
avaliar o comportamento de preferéncia por lugar, quando os efeitos da droga (morfina)
sdo pareados com um compartimento naturalmente aversivo ao condicionamento,
considerando a necessidade de desenvolver modelos animais mais etoldgicos para o
estudo do comportamento de adic¢do, que permitam avaliar a influéncia de outros
estimulos, tanto reforcadores como aversivos, em um padrdo comportamental

apresentado pelo animal em seu ambiente natural.
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Método

Sujeitos

Setenta e dois (72) ratos albinos da linhagem Wistar, machos, pesando entre 230
e 330 gramas, experimentalmente ing€nuos, provenientes do biotério central da
Universidade de Brasilia (UnB), foram utilizados como sujeitos experimentais. Os
animais foram alojados em grupos de quatro em gaiolas-viveiro de polietileno, com
acesso livre a comida e 4gua, sob um ciclo claro-escuro de 12h. Os animais foram
mantidos nessas condigdes por pelo menos 72h antes do inicio das sessdes
experimentais e durante todo o experimento. Os ratos foram manipulados uma vez

durante trés dias antes do inicio do experimento.

Equipamentos

LCE. O LCE utilizado, elevado a 50 cm do chdo, é composto por dois bracos
abertos e dois fechados, perpendiculares entre si, cada qual medindo 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura. Os bragos fechados possuem paredes laterais de 40 cm
de altura, e os bragos abertos uma borda de acrilico com 0,5 cm de altura. O labirinto
estava localizado em uma sala de 1,80 m x 1,50 m, sob iluminacdo vermelha constante
produzida por uma lampada de 60 watts. Nas sessdes de condicionamento, cada um dos
bragos era isolado por um sistema de quatro guilhotinas, tornando a parte central do

labirinto inacessivel.

Figura. 1. Labirinto em Cruz Elevado, com sistema de guilhotinas, utilizado no condicionamento (A), e
na forma padrao, utilizado no teste (B).
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Televisdo e video-cassete. As sessOes eram monitoradas por meio de uma
televisdo e de um video-cassete localizados em sala adjacente a sala experimental,
acoplados a uma filmadora montada verticalmente, a 1,70 metros acima do assoalho
central do labirinto. As sessoes de teste foram gravadas em video, com o auxilio desse

equipamento.

Drogas

Solucdo de sulfato de morfina (DIMORF®, Cristalia, Brasil) foi diluida em
solucdo salina (NaCl — 0,9%), e foi administrada nas doses de 0,3; 1,0; 5,0 e 10,0
mg/ml, preparadas com antecedéncia maxima de duas semanas antes de sua utilizacao.
A droga era armazenada em freezer, a uma temperatura de -5 °C, e retirada 20 minutos
antes de sua administracdo. A solu¢do de morfina ou a solucdo salina fisioldgica era
injetada via intraperitoneal (i.p.), em um volume de 1,0 ml/kg, cinco minutos antes da

sessdo experimental.

Procedimento

Sessenta (60) animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais (salina;
MO 0,3; MO 1,0; MO 5,0 ou MO 10,0), com doze animais cada, que se diferenciavam
pela dose de morfina administrada na fase de condicionamento. Para verificar o efeito
do condicionamento, doze (12) animais foram alocados em um grupo, denominado
s/cond, que recebeu injecdo de salina nos quatro dias de condicionamento, mas ndo foi
confinado nos bragos do labirinto. Todos passaram pelo mesmo procedimento na fase
de teste. A Tabela 1 resume os tratamentos administrados aos animais em cada dia da
fase de condicionamento, de acordo com o grupo.

Condicionamento. A fase de condicionamento consistiu em quatro sessoes, que
ocorreram no turno da manha, das 08h30 as 10h00, em quatro dias consecutivos. No
primeiro dia, os animais dos grupos experimentais receberam injecdo de salina e, apds
cinco minutos, foram confinados em um dos bragos fechados durante 20 minutos. No
segundo dia, receberam inje¢do de morfina (0,3; 1,0; 5,0; ou 10,0 mg/kg) e, apds cinco
minutos, tempo para o inicio dos efeitos da morfina considerando a farmacocinética da
droga, os animais foram confinados em um dos bracos abertos, durante 20 minutos
(Bardo, Rowlett & Harris, 1995; Motta & Brandao, 1993). No terceiro e no quarto dias,

os procedimentos dos primeiro e segundo dias foram repetidos, respectivamente, exceto
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pelo fato do animal ter sido colocado no braco oposto ao que havia sido confinado
anteriormente. Esse procedimento garantiu que o periodo entre a ultima administracdo
de morfina e o teste fosse 0 menor possivel e igual para todos os animais.

Teste. O teste ocorreu no quinto dia apdés o inicio do experimento, no mesmo
hordrio em que ocorreu a fase de condicionamento. Nessa fase, cada animal, sem
tratamento, foi colocado no centro do LCE, com a cabeca direcionada para um dos
bragos fechados, e a ele foi permitido explorar o labirinto durante cinco minutos. Foram
registrados os nimeros de entradas nos bracos abertos e fechados, considerada apenas
quando o animal estava com as quatro patas no braco especificado; e o tempo de

permanéncia no centro do labirinto, nos bragos abertos e nos bracos fechados.

Andlise Estatistica

A anélise da variancia (Oneway ANOVA) foi aplicada aos dados coletados para
verificar se a diferenca entre os grupos era significativa, para as seguintes varidveis
dependentes: nimero de entradas nos bragos fechados; nimero de entradas nos bracos
abertos; nimero total de entradas nos bracos; tempo de permanéncia no centro do
labirinto; tempo de permanéncia nos bragos fechados; e tempo de permanéncia nos
bracos abertos. O teste de Dunnett foi utilizado para comparar os grupos s/cond, MO
0,3; MO 1,0; MO 5,0 e MO 10,0 com o grupo salina, utilizado como controle do
experimento.
Tabela 1. Tratamento administrado e o brago do LCE onde o animal foi colocado em cada dia da fase de

condicionamento, para cada grupo de sujeitos. Somente os animais do grupo s/cond ndo eram expostos ao
LCE antes da fase de teste.

Grupo 109 dia 20 dia 39 dia 49 dia
lin salina salin salina
s/cond safina . alina .
sem condic. sem condic. sem condic. sem condic.
salina salina salina salina

salina

MO 0,3

MO 1,0

MO 5,0

MO 10,0

brago fechado

brago aberto

brago fechado

brago aberto

salina
brago fechado

morfina 0,3
brago aberto

salina
brago fechado

morfina 0,3
brago aberto

salina
brago fechado

morfina 1,0
braco aberto

salina
brago fechado

morfina 1,0
braco aberto

salina
brago fechado

morfina 5,0
brago aberto

salina
brago fechado

morfina 5,0
brago aberto

salina
brago fechado

morfina 10,0
brago aberto

salina
brago fechado

morfina 10,0
brago aberto
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Resultados

A figura 2 mostra o efeito do condicionamento com as diferentes doses de
morfina (salina; 0,3; 1,0; 5,0; 10,0 mg/kg) no nimero de entradas nos bracos abertos e
fechados do LCE, durante o teste. As mesmas medidas sdo mostradas para o grupo sem
condicionamento. A andlise da variancia revelou um efeito significativo entre os grupos
para as trés varidveis dependentes apresentadas — nimero de entradas nos bracos
fechados, F(5, 66) = 3,68, p < 0,01; nimero de entradas nos bragos abertos, F(5, 66) =
3,23, p < 0,05; e ndmero total de entradas nos bracos F(5, 66) = 4,12, p < 0,01. A
andlise posthoc mostrou que a dose de 1,0 mg/kg produziu um aumento significativo no
nimero de entradas nos bracos fechados, no nimero de entradas nos bracos abertos e no
numero total de entradas nos bragos (p < 0,01); e que a dose de 5,0 mg/kg produziu um
aumento significativo no nimero de entradas nos bracos abertos (p < 0,05); ambos
quando comparados ao grupo salina. A diferenca produzida no nimero de entradas nos
bracos abertos indicada um aumento na exploragdo desses compartimentos pelos
animais condicionados com doses de 1,0 e 5,0 mg/kg de morfina. A diferenca produzida
no ndmero total de entradas indica que a dose de 1,0 mg/kg também gerou maior
atividade locomotora.

E possivel observar uma tendéncia de que o nimero total de entradas nos bracos
seja maior para o grupo sem condicionamento, quando comparado com 0 grupo que
recebeu apenas salina durante a fase de condicionamento, o que indica um possivel
efeito do confinamento aos bracos do labirinto, sem a administragcdo de morfina. Essa
tendéncia € caracterizada por uma diferenca maior no nimero de entradas nos bragos
abertos do que no nimero de entradas nos bragos fechados.

Existe ainda a tendéncia de que todos os grupos condicionados com morfina
apresentassem um numero total de entradas nos bracos maior do que o grupo que
recebeu apenas salina durante a fase de condicionamento, devido a um maior
incremento do ndmero de entradas nos bracos abertos do que no nimero de entradas nos
bracos fechados, o que sugere um efeito produzido pela administracdo da droga. A
diferenca no numero total de entradas nos bracos cresce na medida em que hd um
incremento na dose de morfina, até a dose de 1,0 mg/kg, devido a um incremento maior

no nimero de entradas nos bragos abertos, e diminui a partir da dose de 5,0 mg/kg.
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Figura. 2. Média (+ erro padrido) do nimero de entradas nos bragos fechados (barras azuis) e nos bracos
abertos (barras vermelhas) e o niimero total de entradas em ambos os bragos (somatdrio das barras azuis e
vermelhas) do LCE para os ratos que foram condicionados com diferentes doses de morfina (0,0; 0,3; 1,0;
5,0 e 10,0 mg/kg) aos bragos abertos e para aqueles que ndo foram condicionados (s/cond). N = 12. * p <
0,05, para o niimero de entradas nos bragos abertos; e ** p < 0,01, para as trés varidveis dependentes
consideradas, teste de Dunnett.

A figura 3 mostra a porcentagem de tempo despendido nos bracos abertos para
todos os grupos. A andlise da variancia revelou um efeito significativo entre os grupos
para a varidvel dependente apresentada — porcentagem de entradas nos bracos abertos,
F(5, 71) = 2,36, p = 0,05. A andlise posthoc mostrou que a dose de 1,0 mg/kg produziu
um aumento significativo na porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos
(p < 0,05), quando comparado com o grupo salina. A diferenca produzida no tempo
despendido nos bragos abertos indica que o condicionamento com a dose de 1,0 mg/kg
de morfina gerou o aumento da exploraciao dos bragos abertos. A diferenca também foi
significativa entre os grupos s/cond e salina, para a porcentagem de tempo de
permanéncia nos bragcos abertos (p < 0,05). Essa diferenca indica que o
condicionamento diminuiu a exploracdo dos bragos abertos para os animais que foram

administrados apenas com salina.
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Figura. 3. Porcentagem (+ erro padrio) de tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE para os ratos
que foram condicionados com diferentes doses de morfina (0,0; 0,3; 1,0; 5,0 e 10,0 mg/kg) aos bracos
abertos e para aqueles que ndo foram condicionados (s/cond). N = 12. * p < 0,05, teste de Dunnett.

A figura 4 mostra o efeito do condicionamento com morfina no tempo
despendido nos bracos fechados, nos bracos abertos e no centro do labirinto. A andlise
da variancia revelou um efeito significativo entre os grupos para as trés varidveis
dependentes apresentadas — tempo de permanéncia nos bracos fechados F(5, 66) = 5,11,
p < 0,01; tempo de permanéncia nos bracos abertos F(5, 66) = 3,33, p = 0,01; e tempo
de permanéncia no centro do labirinto, F(5, 66) = 6,11, p < 0,01. A andlise posthoc
mostrou que a dose de 1,0 mg/kg produziu um aumento significativo no tempo
despendido nos bragos abertos e no centro do labirinto, além de diminuicao significativa
do tempo despendido nos bragos fechados (p < 0,01), quando comparado com o grupo
salina. A diferenca nessas duas medidas indica um aumento da explora¢do aos bracos
abertos e da exposicdo ao risco, respectivamente. A diferenca também foi significativa
entre os grupos s/cond e salina, para as varidveis relativas ao tempo despendido nos
bracos fechados e no centro do labirinto (p < 0,01), indicando que o condicionamento
apenas com salina produziu uma diminui¢do na exploracdo dos bragos abertos e na
exposicdo ao risco, respectivamente.

Pode ser observada ainda uma tendéncia de que o tempo despendido nos bragos

abertos seja maior para o grupo sem condicionamento, quando comparado ao grupo que
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recebeu apenas salina durante o condicionamento, o que indica um efeito da exposi¢ao
ao labirinto sem a administracdo de morfina. Essa mesma tendéncia pode ser vista para
todos os grupos condicionados com morfina (MO 0,3; MO 1,0; MO 5,0; MO 10,0), que
despenderam maior tempo nos bracgos abertos do que o grupo que recebeu apenas salina
durante a fase de condicionamento, o que sugere um efeito produzido pela
administracdo da droga. A diferenca no tempo despendido nos bracos abertos parece
crescer na medida em que hd um incremento na dose de morfina, até a dose de 1,0
mg/kg, e diminui para as doses de 5,0 e 10,0 mg/kg. O processo inverso pode ser
observado ao comparar o tempo despendido nos bracos fechados entre os grupos. A
tendéncia observada para o efeito no tempo despendido no centro do labirinto € similar
aquela observada para o efeito no tempo despendido nos bragos abertos para todos os
grupos. Além disso, o padrido das barras que mostram o tempo despendido nos bracos
abertos, na figura 4, e o padrdo das barras que mostram a porcentagem dessa medida, na
figura 3, sdao semelhantes, o que sugere que ambas as medidas, absoluta e relativa,

representam de forma fidedigna o comportamento de exploracio dos bragos abertos.

@ aberto
Ocentro
- mfechadol
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s/cond . . 1,0 , .

#

Figura. 4. Média (+ erro padrido) do tempo despendido nos bracos fechados (barras azuis), nos bracos
abertos (barras vermelhas) e no centro do LCE (barras amarelas) para os ratos que foram condicionados
com diferentes doses de morfina (0,0; 0,3; 1,0; 5,0 e 10,0 mg/kg) aos bragos abertos e para aqueles que
ndo foram condicionados (s/cond). N = 12. * p < 0,01, para o tempo despendido no centro e para o tempo
despendido nos bracgos fechados; # p < 0,01, para as trés varidveis dependentes consideradas, teste de
Dunnett.
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Discussao

O presente estudo sugere que o confinamento aos bracos do LCE, de forma
isolada, diminui o comportamento de exploracdo no teste padrdo de cinco minutos,
evidenciada pela reducdo no nimero total de entradas nos bracos apresentado pelo
grupo condicionado sem a administracdo da droga (salina), quando comparado com o
grupo sem condicionamento. A exposicdo ao labirinto afetou principalmente o
comportamento de exploracdo dos bragos abertos, demonstrado pela menor quantidade
de entradas e pelo tempo reduzido despendido nesses compartimentos apresentados por
esse mesmo grupo. Os resultados indicam que o pareamento da morfina com os bracos
abertos, nas doses de 1,0 e 5,0 mg/kg, que produzem preferéncia por lugar condicionado
(Mucha & Iversen, 1984), mas nao na dose de 0,3 mg/kg, comprovadamente ansiolitica
(Motta & Brandao, 1993), previne a potenciacdo da aversao causada pelo confinamento
prévio aos bracos do labirinto.

Os resultados obtidos coincidem com aqueles apresentados em estudos
anteriores, de que a experiéncia prévia no LCE, sem a administracdo de drogas,
modifica a exploracdo do labirinto em uma segunda exposicdo, observada na
diminui¢do do tempo de permanéncia nos bragos abertos (Bertoglio e Carobrez, 2000;
Espejo, 1997). Isso é um indicativo da preferéncia por compartimentos seguros do
labirinto e do medo natural de locais abertos e elevados, o que resulta na tendéncia de
evitar os bracos abertos e de despender mais tempo nos bragos fechados (Montgomery,
1955). Diferente dos estudos anteriores, a presente pesquisa mostra que o confinamento
aos bragos, abertos e fechados, de forma isolada, ao invés da exposi¢dao ao LCE
completo, também diminui o tempo de permanéncia nos bracos abertos. Bertoglio e
Carobrez (2000) observaram ainda que uma tunica exposi¢ao de animais somente aos
bracos fechados ou somente aos bracos abertos, de forma isolada, durante cinco
minutos, ndo produziu diferengas na exploracio do LCE nas medidas relativas a
porcentagem de tempo nos bracos abertos e ao nimero de entradas nos bragos abertos,
quando comparados a animais ingénuos. Entretanto, diferencas no procedimento do
estudo desses autores e da presente pesquisa em relacdo ao tempo de exposicdo (5
minutos e 20 minutos, respectivamente), ao nimero de exposi¢des aos bracos (uma e
quatro exposi¢des, respectivamente) podem ter levado as divergéncias entre os

resultados de ambos os estudos.
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Considerando o procedimento utilizado na presente pesquisa, similar aquele
usado em estudos de preferéncia por lugar condicionado, a diminuicdo da exploracao
dos bragos abertos ocorreu provavelmente devido a experiéncia do animal nesses
compartimentos, que eliciam estimulos aversivos (i.e., respostas fisiol6gicas de medo e
de ansiedade eliciadas por esse compartimento), caracterizando o fendmeno de aversao
por lugar condicionado. Nos estudos sobre aversdo por lugar condicionado, o
pareamento do efeito da administracio de drogas especificas a um compartimento
produz a aversdao a esse compartimento, verificada pelo tempo reduzido de sua
exploragdo, em teste de escolha posterior ao condicionamento (Tzschentke, 1998). Na
presente pesquisa, as respostas fisioldgicas de medo e ansiedade produzidas na fase de
condicionamento sdo inatas, eliciadas por estimulos incondicionados, referentes ao
confinamento nos bracos abertos, e ndo geradas pela administracio de drogas. A
experiéncia for¢cada com esses estimulos aversivos alterou o padrdo comportamental de
exploracdo do labirinto, diminuindo o tempo despendido nos bracos abertos. Essa
mudanca comportamental caracteriza o processo de punicdo positiva, em que a
experiéncia prévia com a apresentacio de estimulos aversivos (i.e., respostas
fisiol6gicas eliciadas pela exposicdo aos bracos abertos) diminui a emissdo de
determinadas respostas contingentes a essas respostas (i.e., comportamento de
exploracdo dos bragos abertos).

Os dados da presente pesquisa mostram que a administra¢do de morfina antes do
confinamento nos bracos abertos pode prevenir o efeito da puni¢do positiva decorrente
da apresentacdo desses estimulos aversivos. Assim, os efeitos do condicionamento com
morfina, nas doses de 1,0 e 5,0 mg/kg, com os bragos abertos, estimulos eliciadores de
respostas fisiologicas de medo e ansiedade, resultaram em um padrdo comportamental
semelhante ao do grupo sem condicionamento, indicando reforcamento do
comportamento de explorar esses compartimentos, em funcdo dos efeitos
recompensadores da morfina ou em fun¢do da diminui¢do da aversdo aos bracos abertos
causada pela exposicao prévia ao labirinto. Estudos anteriores mostraram que o
reforcamento positivo da administracio de morfina é resultado da ativagdo da via
dopaminérgica mesolimbica, envolvida na producdo de preferéncia por lugar
condicionado (Di Chiara, 1998; Tzschentke, 1998). Manzanedo e cols. (2001)
demonstraram que a administragdo de vérias drogas antagonistas dopaminérgicas, como

o haloperidol e a risperidona, que atuam em diferentes tipos de receptores (D, Dy, D3 e
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D4), bloqueiam o condicionamento com a morfina, impedindo a preferéncia pelo
compartimento pareado com os efeitos da administracao da droga.

Apesar de o condicionamento com morfina na dose de 0,3 mg/kg,
comprovadamente ansiolitica (Motta & Branddo, 1993), ndo ter produzido diferencas
significativas na exploracdo dos bragos abertos, ndo se pode descartar o envolvimento
do processo de reforcamento negativo nos resultados encontrados para as doses de 1,0 e
5,0 mg/kg. A ansiedade eliciada pela exposicdo aos bracos abertos no presente estudo
pode ser compardvel aos estimulos aversivos apresentados antes da administragdo de
morfina na fase de condicionamento em estudos de preferéncia por lugar condicionado,
que resultaram no incremento da magnitude da preferéncia pelo compartimento pareado
com a droga (Fergunson & cols., 2004; Will & cols., 1998). Portanto, mesmo que o
condicionamento com a dose ansiolitica da morfina ndo tenha resultado no aumento da
exploragdo dos bracos abertos, o resultado do condicionamento com as doses de 1,0 e
5,0 mg/kg, observado no presente estudo, pode ter sido produzido ndo apenas pelo
efeito reforcador positivo da morfina, mas pela interacdo entre os efeitos refor¢cadores
positivos e negativos, ao também provocar a reducdo da ansiedade. Para verificar o
efeito de cada um desses processos isoladamente, € necessdrio realizar pesquisas que
bloqueiem um deles. Por exemplo, para avaliar apenas o efeito do reforcamento
negativo, € possivel utilizar procedimentos como a administracio de drogas
antagonistas dopaminérgicas (Manzanedo & cols., 2001), ou com drogas antagonistas
opidides (Mucha & Iversen, 1984). Para avaliar apenas o efeito do reforcamento
positivo, € possivel utilizar procedimentos com a administracio de drogas que
bloqueiem receptores opidides p, diretamente na substancia cinzenta periaquedutal
dorsal. Esse procedimento, entretanto, deve levar em conta que o efeito ansiolitico da
morfina é tonico, e o bloqueio desses receptores pode ser ansiogénico (Sante, Nobre &
Brandao, 2000).

A falta de efeito significativo para o condicionamento com a dose de 0,3 mg/kg
de morfina pode ser explicada também pelo protocolo de execu¢do do procedimento da
presente pesquisa. A figura 3 mostra que o confinamento nos bragos abertos e fechados
do LCE na fase de condicionamento resultou em um aumento significativo de nivel de
ansiedade, verificado pela diminuicdo da porcentagem do tempo de permanéncia nos
bragos abertos no teste para o grupo condicionado apenas com salina. Devido a esse alto
nivel de ansiedade, foi necessaria uma dose maior de morfina para a producao do efeito

ansiolitico. Nesse caso, a minimizacao da aversao aos bragos abertos nas doses maiores
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poderia ser resultado de um processo de reforcamento negativo, devido ao efeito
ansiolitico da morfina.

O método utilizado na presente pesquisa, similar aquele usado em estudos de
preferéncia por lugar condicionado, permite a interpretacdo desse dado como o
resultado da interac@o de propriedades reforcadoras positivas e negativas. Embora possa
ser considerado um procedimento de condicionamento enviesado, dado que animais
ingénuos, ou sem condicionamento, possuem aversdo aos bracos abertos e, portanto,
mostram preferéncia pelos bracos fechados, o método usado nesse estudo permite
verificar se as propriedades ansioliticas da morfina afetam o comportamento de
preferéncia pelos compartimentos pareados com a droga (bragos abertos). Esse
procedimento analisa os dados a partir da interacdo de vérias propriedades
farmacoldgicas da droga, e descarta anélises que consideram a reducdo da ansiedade no
modelo de preferéncia por lugar condicionado como um falso-positivo.

A figura 4 permite a andlise do tempo despendido nos bracos abertos, nos bragos
fechados e no centro do labirinto. Apesar de as medidas padrao nos estudos com o LCE
ser o nimero total de entradas nos bragos, os nimero de entradas nos bragos abertos e
nos bragos fechados, e a porcentagem de tempo despendido nos bracos abertos, Cruz,
Frei e Graeff (1994) sugeriram a andlise dessas outras trés varidveis dependentes para
avaliar de forma mais minuciosa a ansiedade no labirinto. Os dados apresentados
mostram resultados similares entre a porcentagem de tempo e o tempo absoluto
despendido nos bragos abertos, indicando diferencas estatisticamente significativas para
os grupos sem condicionamento e para a dose de 1,0 mg/kg, quando comparados ao
grupo controle (salina), o que sugere que ambas as medidas estdo caracterizando o
mesmo aspecto do comportamento de exploragao.

Outro efeito que a figura 4 permite identificar € a diminui¢do do tempo
despendido no centro do labirinto, decorrente da exposicio ao labirinto sem a
administracdo de morfina. O centro do labirinto é considerado um ponto de tomada de
decisao (Cruz, Frei & Graeff, 1994; Rodgers & Johnson, 1995). O aumento da aversao
aos bragos abertos diminuiu o conflito inerente ao LCE, entre o padrdo comportamental
determinado filogeneticamente de exploracdo do ambiente, que leva o animal a
percorrer todo o labirinto, e o medo e ansiedade gerada pelos bracos abertos, que reforca
negativamente o comportamento de permanecer somente nos bracos fechados (Wall &
Messier, 2001). Ou seja, o aumento da aversao aos bragos abertos diminui esse conflito,

na medida em que o comportamento do animal de explorar todo o labirinto foi punido
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pela experiéncia anterior, levando-o a permanecer quase o tempo todo do teste nos
bracos fechados.

Entretanto, o condicionamento com morfina, na dose 1,0 mg/kg aos bracos
abertos resultou no aumento do tempo despendido no centro do labirinto. Os efeitos
reforcadores da droga aumentaram o conflito entre o comportamento inato de
exploracdo do ambiente e o medo e ansiedade gerada pelos bracos abertos, na medida
em que aumentou a probabilidade de o animal explorar esses compartimentos. Esse
efeito pode ter sido resultado do refor¢o positivo gerado pela droga, ao adicionar um
estimulo apetitivo aos bragos abertos ou do reforco negativo, ao diminuir a ansiedade
eliciada por esses compartimentos.

Nao foi observado nenhum efeito significativo produzido pelo condicionamento
com a dose de 10,0 mg/kg de morfina, para nenhuma das medidas analisadas, quando
comparado ao grupo que foi condicionado com salina. E possivel que o
condicionamento com essa dose de morfina pode ter produzido um efeito ansiogénico,
devido a ativacdo de receptores k, ou ainda efeitos locomotores ou hipndticos, ou
depressao respiratdria (Motta, Penha & Brandao, 1995).

A preferéncia por lugar condicionado, no modelo-padrao, é caracterizada por um
maior tempo despendido no compartimento pareado com o efeito da droga, quando
comparado a outro, ao qual o animal foi exposto sem o efeito da droga. Entretanto, no
presente estudo, o pareamento de morfina nas doses de 1,0 e 5,0 mg/kg aos bracos
abertos ndo resultou na preferéncia por esses compartimentos, apenas atenuou a aversao
causada pela exposi¢cdo prévia ao labirinto. Mucha e Iversen (1984) observaram que a
magnitude da preferéncia por contextos pareados com morfina € diretamente
proporcional ao nimero de condicionamentos realizados. Portanto, considerando que o
presente estudo utilizou um procedimento de pareamento unico, em que o efeito da
droga foi pareado uma tnica vez com cada um dos bracos abertos, considerando a
existéncia de pistas discriminatdria no ambiente experimental que diferenciavam os dois
bragos abertos, seria interessante replicar o experimento realizando um maior nimero de
pareamentos, a fim de verificar a possibilidade de se obter preferéncia pelos bracos
abertos a partir do condicionamento com morfina nas doses de 1,0 e 5,0 mg/kg, ou
mesmo verificar um efeito significativo estatisticamente com a dose de 0,3 mg/kg.

A maior contribuicdo da presente pesquisa estd em demonstrar que o LCE pode
ser instrumento para o estudo da adic¢do, na medida em que possibilita a verificacdo

dos efeitos reforcadores da morfina que contribuem para a aquisicdo de
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comportamentos relacionados ao abuso de drogas, indicando a possibilidade de avaliar
também os efeitos reforcadores de outras drogas de abuso. Pressupde-se, entretanto, a
possibilidade de haver limitagdes para o estudo de drogas de abuso que produzem
ansiedade, como as anfetaminas (Biala & Kruk, 2007). Nesses casos, € possivel que os
estimulos aversivos eliciados pelos bracos abertos sejam maximizados pelo
condicionamento com a droga ansiogénica, diminuindo a exploracdo dos bracos abertos.
Contudo, pode-se buscar verificar o efeito do condicionamento de drogas utilizadas para
o tratamento da ansiedade. A principal vantagem de se utilizar esse modelo é o fato de a
varidvel dependente ser uma resposta relacionada a aversdo determinada
filogeneticamente, o comportamento de exploracdo, dando um significado mais
etologico para a pesquisa. Além disso, permite a avaliacdo da adic¢do em um contexto
onde estdo presentes estimulos naturalmente aversivos, possibilitando a verificacdo de

sua influéncia na aquisi¢do de comportamentos de abuso de drogas.
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