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RESUMO

A dependéncia de drogas é um transtorno multifatorial complexo que se desenvolve em uma minoria
de individuos que fazem uso dessas substancias. Memdrias associativas entre a droga e o contexto
funcionam como gatilho para disparar comportamentos ndo adaptativos de busca e consumo, além
de recaidas apds periodos de abstinéncia. Subjacentes a essas mudancas comportamentais, existem
modificagdes nas subunidades de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA em estruturas
envolvidas com meméria (Hipocampo) e recompensa (Nucleo Accumbens). Por isso, estratégias que
enfraguegam a associagdo do contexto com a droga e que aprofundem o conhecimento dos circuitos
envolvidos nesses comportamentos sdo de extrema relevancia terapéutica. A memodria quando
evocada pode passar por dois processos pds-evocag¢do: a extingdo, em que uma nova memdria é
formada inibindo uma prévia associacdo, e a reconsolida¢cdo, em que a memdria original entra em
um estado labil e suscetivel a modificacGes, em que é possivel enfraquecé-la através da inibi¢cdo de
sua reconsolidacdo. A reconsolidacdo da memdria mostra-se uma estratégica mais eficaz e
duradoura em relacdo a exting¢do, ja que a memdaria original é modificada. Como modelo animal para
o estudo da memdria na dependéncia de drogas, o condicionamento de preferéncia por local (CPL) é
bastante utilizado e sabe-se que é possivel enfraquecer a preferéncia através do bloqueio da
reconsolidacdo. Porém, sdo escassos os estudos que investigaram a existéncia da reconsolidacdo no
modelo de sensibilizacdo locomotora, que parece ocorrer, na maioria dos casos, em condicdo
dependente do contexto de aquisicdo do comportamento, embora existam exemplos que
demonstrem sua independéncia. As questdes a serem respondidas neste trabalho sdo (a) se é
possivel reverter conjuntamente a preferéncia por local e a sensibilizagdo locomotora a morfina (5
mg/kg) em ratos Wistar adultos machos, inibindo-se a sintese proteica com cicloheximida (CHX) i.p.
logo apdés uma sessdo de reativagcdo contextual da memdria no CPL, (b) se a reversdo dos
comportamentos reflete alteragdes (ja descritas por outros autores) em GluAl, GluAlp (Ser845) e
GluA2, no Hipocampo dorsal (HPCd) e no Nucleo Accumbens (NAc), e (c) se o mesmo tratamento em
ambas estruturas reverte os dois parametros avaliados — comportamental e neuroquimico — de
forma diferente ou igual. Nossos resultados mostraram ser possivel reverter a preferéncia por local e
a sensibilizagdo locomotora por inibigao sistémica de sintese proteica, e que o condicionamento com
exposicdo a morfina induz alteragdes nas subunidades analisadas de AMPA, conforme verificado no
HPCd e NAc, embora a CHX ndo tenha produzido um efeito tdo bem definido. Os animais que
receberam infusGes centrais no HPCd e NAc (central) ndo exibiram preferéncia por local, nem

sensibilizacdo. Em conjunto, nossos resultados mostraram, pela primeira vez em um mesmo desenho



experimental, que é possivel reverter diferentes aspectos da memoaria de recompensa (preferéncia e

sensibilizacdo) por meio do bloqueio da reconsolidagao.

Palavras-chave: morfina, condicionamento de preferéncia por local, sensibilizacdo locomotora,

memoria, reconsolidagdo, hipocampo dorsal, nicleo accumbens, cicloheximida, GIuA1, GluA2.



ABSTRACT

Drug addiction is a complex and multifactorial disorder that develops in a few people who use these
substances. Associative memories between the drug and context of use act as a trigger for
maladaptive behavior such as drug seeking and drug use, in addition to relapse after an extended
period of withdrawal. Underlying these behavioral changes are modifications in glutamatergic
reception (AMPA) in structures involved with memory (Hippocampus) and reward (Nucleus
Accumbens). Therefore, strategies that weaken the drug and context association and deepen
knowledge of circuits involved in these behaviors are extremely relevant therapeutically. When
retrieved, a memory can undergo two distinct processes post-retrieval: extinction, in which a new
memory inhibiting a previous association is generated, and reconsolidation, in which the original
memory can enter a labile state and is susceptible to modifications, when it can be weakened by
inhibition of its reconsolidation. Reconsolidation of memory has been shown to be a more effective
and long lasting strategy in relation to extinction, since the original memory is modified. An animal
model for studying drug addiction, conditioned place preference (CPP) is largely used and it is well
known that it is possible to weaken preference by disrupting reconsolidation. However, there are few
studies that investigate the existence of reconsolidation in a locomotor sensitization paradigm, which
seems to occur in a condition dependent on context of acquisition, although some works report its
independence. The questions answered in this work were (a) if it is possible to reverse both, context
preference and locomotor sensitization to morphine (5mg/kg) by protein synthesis inhibition (CHX)
after a contextual memory reactivation session in CPP, (b) if the disruption of behaviors reflects a
reversal of changes of GIuAl, GluAlp (Ser845) e GIuA2 in dorsal Hippocampus (dHPC) and Nucleus
Accumbens (NAc) and (c) if the same treatment in these structures differentially reverts the two
parameters assessed. Our results indicate that it is possible to revert context preference and
locomotor sensitization via systemic disruption of protein synthesis and that morphine conditioning
induces changes in AMPA subunits in dHPC and NAc, although CHX did not have an evident effect on
molecular reversal. Animals cannulated in dHPC and NAc core did not induce preference or
sensitization. Taken together, our results demonstrated, for the first time, using the same
experimental design that is possible to revert different aspects of reward memory (preference and

sensitization) by disrupting the reconsolidation process.

Key-words: morphine, conditioned place preference, locomotor sensitization, memory,

reconsolidation, dorsal hippocampus, nucleus accumbens, cicloheximide, GluAl1, GluA2.
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1. INTRODUCAO

O uso de drogas que alteram a percepcao acompanha a histéria da humanidade. Ha
evidéncias do uso de substdncias psicotrépicas ha milhares de anos (Sullivan & Hagen, 2002). O
historiador brasileiro Henrique Carneiro busca justificar a busca atemporal dessas substancias
dizendo que "quase todas as drogas sdo parte indispensavel dos ritos da sociabilidade, da cura, da
devogdo, do consolo e do prazer. Por isso as drogas foram divinizadas em inimeras sociedades"
(Carneiro, 2002 - pag. 3). Por outro lado, evidéncias de dependéncia sdo bem mais recente (Singer,
2012).

Por definicdo, drogas psicotrépicas ou de abuso sdo substancias que agem no sistema
nervoso central alterando processos mentais (WHO, 1981), incluindo mudangas na percep¢do, no
humor, nos sentimentos, nos comportamentos e na cognicdo (DSM-5, 2013). Agem como
reforcadoras e podem levar a dependéncia individuos predispostos ou vulneraveis (Le Moal, 2016;
Volkow & Morales, 2015).

A dependéncia é um transtorno mental que se desenvolve gradualmente pelo uso repetido
de determinada droga e caracteriza-se pelo forte desejo em consumi-la (fissura), pela busca
compulsiva e pelo risco duradouro de recaidas, mesmo apds longos periodos de abstinéncia (DSM-5,
2013; Wise & Koob, 2014). Apds instalada a dependéncia, a droga passa a receber destaque na vida
do individuo e os comportamentos de busca e consumo se ddo mesmo na presenca de
consequéncias fisicas, psiquicas e sociais adversas (Hyman & Malenka, 2001; Everitt & Robbins, 2005;
Volkow & Morales, 2015).

A prevaléncia mundial do uso de drogas opioides, como heroina e morfina, é de 0,7% (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2015); para o Brasil esse indice estava em 1,3% para opiaceos e
0,09% para heroina em 2005 (Carlini et al., 2006). S3o consideradas o tipo de droga que mais sdo
injetadas e apresentam o maior indices de mortes relacionadas ao uso de substancias, em parte
pelos seus efeitos de depressao respiratdria (United Nations Office on Drugs and Crime, 2012). Na
Europa e Asia, o maior registro de tratamentos em relacdo a dependéncia é de opidides (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2015), o que mostra a importancia de se entender melhor a
dependéncia dessas substancias.

A dependéncia, de forma geral, leva a neuroadaptacGes moleculares e celulares, disfuncao
de circuitos neurais subjacentes e, consequentemente, comportamentos patoldgicos e nao
adaptativos (Hyman & Malenka, 2001; Everitt & Robbins, 2005; Volkow & Morales, 2015).
Inicialmente os trabalhos que investigaram a dependéncia, abordaram hipdteses que envolviam

tolerancia (normalmente aos sintomas positivos, como a euforia) e a emergéncia de sintomas
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negativos (Solomon & Corbit, 1974). Outros estudos enfocaram na hipdtese do aprendizado
aberrante, em que a dependéncia é vista como fortes associacdes entre os efeitos recompensadores
das drogas e associagdes externas feitas a elas (Hyman, 2005; Kelley, 2004). Na década de 90,
Robinson & Berridge (1993) langcaram a hipétese da sensibilizagdo ao incentivo, que afirma que nem
os reforgos (positivo e negativo) nem as memarias em si associadas a recompensa sdo responsaveis
pelos comportamentos patoldgicos da dependéncia. Eles defendem que existam dois componentes
importantes dentro da dependéncia, o "gostar" e o "querer", e que o componente querer se
sobressai no desenvolvimento da dependéncia e, assim, sustenta a busca/consumo da substdncia e
as recaidas.

E consenso que as associacdes feitas com a droga, durante o desenvolvimento da
dependéncia, tem papel chave na manuten¢do do uso, assim como nas recaidas. Uma parte
consideravel dos trabalhos na pesquisa basica e clinica tem focado seus esforgos na atenuagao desse
componente associativo (Hyman, 2005; Torregrossa et al., 2011). Nas ultimas duas décadas muitos
estudos demonstraram que as memorias associativas ndao sdao imutaveis, como se pensava, mas sim
flexiveis e suscetiveis a modificacdes. A Reconsolidacdio da memdria vem sendo amplamente
estudada e mostra que memodrias previamente consolidadas podem ser desestabilizadas (ou
labilizadas) e precisam ser reconsolidadas para persistir. O bloqueio do processo de reconsolidagdo
vem sendo utilizado como ferramenta para atenuar memdrias associativas de cardter ndo
adaptativo, como no caso do estresse pods-traumatico e da dependéncia (Reichelt & Lee, 2013;
Torregrossa & Taylor, 2013).

Muitos trabalhos que investigam a sensibilizacdo comportamental (explicado adiante)
mostram que sua expressdo é dependente de contexto, o que indica também um componente
associativo. Por isso, neste trabalho investigamos o papel da reconsolidacdo da memadria em (a) uma
memoria predominantemente contextual e (b) na sensibilizagdo locomotora. Além disso, buscamos
entender o papel do Hipocampo dorsal e do centro do Nucleo Accumbens nesses dois componentes

da dependéncia.

1.1 Drogas e o sistema mesocorticolimbico de recompensa
As substancias psicotrépicas sdo vistas como refor¢cadoras, termo amplo utilizado na

psicologia experimental que se refere a um estimulo que muda a probabilidade de determinado

comportamento acontecer em diferentes contingéncias de aprendizado (reforgo positivo e reforco
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negativol). Além disso, as substancias psicotrépicas funcionam como recompensas, que para esta
dissertacdo assume-se que se referem a respostas subjetivas associadas a apresentacdo de um
reforco - neste caso, a substancia -, também podendo ser relacionado com estados emocionais
positivos, como o gostar (Sanchis-Segura & Spanagel, 2006).

Apesar de diferentes efeitos farmacolégicos, as drogas de abuso agem ativando o sistema de
recompensa, no qual neurdnios dopaminérgicos localizados na Area Tegmental Ventral (VTA, do
inglés Ventral Tegmental Area), constituinte do mesencéfalo, disparam com maior frequéncia. O
disparo fasico desses neurdnios aumenta rapidamente a liberacdo de dopamina em diversas regides
(Volkow & Morales, 2015) e acredita-se que a sinalizacdo da recompensa é feita principalmente pelo
aumento desse neurotransmissor no Nucleo Accumbens (NAc), que faz parte do estriado ventral (Di
Chiara & Imperato, 1988). Porém, existem hipdteses que defendem que esse aumento ndo estd
relacionado a recompensa, e sim a um sistema de predicdo de erro (Schultz, 1998) ou de atribuicao
de valor a droga e motivacdo pela busca e consumo (Berridge & Robinson, 1998).

A hiperestimulacdo de neurbnios dopaminérgicos pode fortalecer ou enfraquecer sinapses
em regibes corticais e limbicas (por isso é chamada de via mesocorticolimbica), que incluem o Cortex
Pré-Frontal (PFC, do inglés Prefrontal Cortex), o Estriado dorsal, o NAc, o Hipocampo (HPC) e a
Amigdala (fig. 1). Por outro lado, a VTA recebe aferéncias gabaérgicas do NAc e glutamatérgicas do
PFC, do HPC e da Amigdala. Essa ativacdo sinérgica de aferentes dopaminérgicas e circuitos
glutamatérgicos das estruturas funcionalmente diferentes codificam informagdes sobre o estado
motivacional de um individuo em relacdo a informacdes sensoriais e registram respostas relevantes

em relagcdo a um objetivo (Hyman et al., 2006).

'o refor¢o pode aumentar a probabilidade de um comportamento acontecer (a) por retirar um estado
emocional negativo (por exemplo, ansiedade ou desanimo), e assim é chamado de refor¢o negativo, ou (b) por
induzir um estado emocional positivo (por exemplo, euforia ou prazer), chamado de reforgo positivo (Sanchis-
Segura & Spanagel, 2006).
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Figura 1. Circuito dopaminérgico mesocorticolimbico. Em verde proje¢ées dopaminérgicas, em vermelho projecoes
glutamatérgicas e em azul projecdes gabaérgicas. VTA: Area Tegmental Ventral; NAc: Nicleo Accumbens; mPFC: Cortex Pré-
Frontal medial; Hipp: Hipocampo; Amy: Amigdala; Striatum: Estriado; LH: Hipotalamo Lateral; LDTg: Nucleo Tegmental

Laterodorsal; RMTg: Tegmento Rostromedial. Adaptado de Russo & Nestler (2013).

O NAc tem importante papel no estabelecimento de comportamentos de busca voluntaria
pela droga. Essa estrutura é composta por duas regides conhecidas como NAc core (que aqui
chamaremos de centro do NAc) e o NAc shell (periferia do NAc), sendo uma estrutura integradora de
projecdes corticais e limbicas (Salgado & Kaplitt, 2015). Um aumento de dopamina é observado na
periferia do NAc com a administracdo de drogas de abuso (Pontieri et al., 1995) e, quando os
receptores D1 sdo bloqueados, o aprendizado de tarefas que envolvem a associa¢do de um local com
a droga (Condicionamento de Preferéncia por Local, CPL) é prejudicado (Spina et al., 2006; Fenu et
al., 2006; Di Chiaro & Bassareo, 2007). O centro do NAc parece ter maior relevancia na associa¢do da
recompensa com pistas relacionadas a comportamentos de busca (Hyman et al., 2006), pois quando
os receptores D1 (Dalley et al., 2005 ) ou os receptores glutamatérgicos ionotrdpicos do tipo NMDA
(N-metil-D-aspartato, Di Ciano et al., 2001) sdo bloqueados, esses comportamentos também sdo. Na
tarefa de CPL, que permite estudar o componente associativo entre pistas contextuais e o reforgo da
droga’, também foi visto que apds a expressdo da preferéncia por local no CPL, houve aumento de c-
fos no centro mas ndo na periferia do NAc, indicando que na evocagdo dessa memdria o centro do

NAc esta mais ativo e, portanto, tem maior participagdo nesse momento (Miller & Marshall, 2005a).

? Nesta tarefa a droga é administrada repetidamente em determinado contexto, criando uma forte associagdo
entre contexto e a droga e consequente preferéncia por este local. Este modelo serd explicado
detalhadamente na sessdo "Modelos animais e algumas caracteristicas neurobioldgicas no estudo da
dependéncia".
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No PFC, o Cingulado Anterior e o Cdortex Orbitofrontal estdo envolvidos no autocontrole e
atribuicdo de saliéncia a droga (discutida adiante), assim como flexibilidade comportamental, e a
disfuncdo desses circuitos esta envolvida com comportamentos compulsivos e impulsivos (Volkow &
Morales, 2015).

O HPC desempenha importante funcdo na formacdo de memdrias, nas associagoes
(principalmente contextuais) feitas com a recompensa, de forma que na presenca de estimulos
condicionados a sua comunicagdo com a VTA aumenta a sinalizagdo dopaminérgica e prediz a
recompensa - embora a Amigdala também esteja envolvida com o reforgo condicionado por meio de
pistas associadas mais sutis (Everitt & Robbins, 2005). A estimulagdo theta-burst, um protocolo de
estimulagdo magnética transcraniana, na por¢do ventral do Subiculo (parte da formacgdo
hipocampal), reinstala comportamentos de busca que foram extinguidos em um modelo de
autoadministragdo com cocaina, sugerindo que essa estimulacdo incentiva a iniciagdo da
autoadministracdo (Vorel et al., 2001).

Com o uso mais avancado da droga, os comportamentos de busca automaticos (estimulo-
resposta) ja estdo estabelecidos na forma de habitos e o Estriado dorsal exerce papel central, que
antes era desempenhado pelo NAc, pois aquele codifica as a¢des bem sucedidas em relagdo a
obtencdo da substancia (Everitt & Robbins, 2013).

A coexposicdo repetida de estimulos neutros com a droga permitem sua associagdo e estes
estimulos passam a ser condicionados. Essa associacdo faz com que a presenca do estimulo
condicionado passe a predizer a recompensa, que por si sé aumenta rapidamente a sinalizacdo
dopaminérgica no NAc por disparo fasico das células na VTA. Acredita-se que esse mecanismo esteja
envolvido com a expectativa em relacdo a recompensa e que seja responsavel por disparar
comportamentos de busca (seja a recompensa natural ou ndo; Hyman et al., 2006; Volkow &
Morales, 2015).

Embora tenhamos acima visto alguns mecanismos neurobiolégicos envolvidos com a
sinalizagdo da recompensa e com os comportamentos de busca, o fenbmeno da dependéncia a
drogas possui carater multifatorial e natureza complexa, que ndo pode ser explicado de forma
simplista. Em relagdo a isto, existem diferentes hipdteses neurobioldgicas buscando explicar esse

fenbmeno.
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1.2 Hipodteses da dependéncia

Vulnerabilidades bioldgicas, psicoldgicas e ambientais sdo relevantes para que alguns
individuos desenvolvam dependéncia enquanto outros ndo (Le Moal, 2016; Volkow & Morales,
2015). Porém, ndo é consenso entre os pesquisadores quais fatores dentro da dependéncia que
funcionam como gatilho para a transi¢cdao do uso recreativo ou ocasional para o uso compulsivo e a
manuten¢ao dos comportamentos de busca e uso e, por isso, existem variadas hipdteses que buscam
explica-los.

A hipotese mais difundida popularmente parece ser a do Processo Inverso (Opponent
Processes Theory) proposta na década de 70 (Solomon, 1974). Ela discute as ideias de tolerdncia aos
efeitos recompensadores e abstinéncia como consequéncia de processos homeostaticos decorrentes
do uso, duas ideias bem presentes quando se fala de dependéncia. A hipdtese motivacional do
processo inverso postula que existem dois processos na dependéncia. O processo (a), que consiste
em respostas intensas hedoOnicas que surgem logo apds a apresentacdo do estimulo quimico e o
processo (b), que inicia logo apds o término do processo (a) e estad associado com estados afetivos
opostos ou negativos (desagraddveis). Ao longo do uso, o processo (a) sofre tolerancia e o (b)
incremento. Os defensores dessa hipdtese explicam que os processos sofrem controle homeostatico
central, estabelecendo-se o processo inverso. Ou seja, nessa hipdtese a tolerancia e a sindrome de
abstinéncia tem intricada relacdo e a manutencado da busca e consumo é dirigida por sintomas de
abstinéncia (Koob & Le Moal, 2008).

Outra hipdtese coloca como centro o componente mnemonico, a chamada Hipotese do
Aprendizado Patoldgico (Hyman, 2005; Kelley, 2004; Nestler, 2005). A frequente exposicdo
concomitante de estimulos ambientais juntamente com o uso de drogas (estimulo incondicionado)
permite o aprendizado associativo (ou condicionamento pavloviano), de tal forma que estimulos
antes neutros (pistas) passam a ter valor preditivo de recompensa (tornam-se estimulos
condicionados). Isso quer dizer que uma pista que remeta a recompensa evoca memdérias de estados
emocionais positivos e é capaz de ativar o sistema de recompensa (Torregrossa et al., 2011; Hyman,
2005). Além de aprendizados associativos, a formacdo de habitos que envolvem relacbes
automatizadas, do tipo estimulo-resposta, se estabelece e sugere-se que esse tipo de aprendizado
contribua para a compulsao (Everitt & Robbins, 2013).

A dopamina durante o uso de drogas "sinaliza" ou "indica" estimulos a ganharem incentivo,
produzindo mudancas plasticas em dreas responsaveis pela aprendizagem e coordenacao das acdes,
como o HPC, o Estriado e o PFC (Hyman, SE et al., 2006). Essas mudancgas sdo semelhantes as que

ocorrem na formacdo de memdrias, pois envolvem a LTP (potenciacdo de longa duragdo - com
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fortalecimento das sinapses), assim como a LTD (depressio de longa duracdo - com
enfraquecimento; Lischer & Malenka, 2011; Volkow & Morales, 2015). Isso quer dizer que a
dependéncia e a memdria compartilham mecanismos moleculares, em que mudancas estruturais e
funcionais de circuitos especificos armazenam a memodria da recompensa da droga e suas
associacOes, que contribuem para modificar comportamentos, por exemplo, de busca e consumo
(Hyman, 2005; Kelley, 2004). Dessa forma, a hipdtese do Aprendizado Patoldgico diz que as
memorias associativas e a formagdo de habitos ligadas aos efeitos reforcadores das drogas é
fundamental no desenvolvimento e manuten¢do da dependéncia, contribuindo fortemente para
recaidas, mesmo apds longos periodos de abstinéncia.

Uma terceira hipdtese enfoca o componente motivacional, a teoria da Sensibilizacdo ao
Incentivo (Robinson & Berridge, 1993). Nela Robinson e Berridge distinguem dois componentes
psicolégicos envolvidos no consumo de drogas: o gostar (liking), que refere-se as sensac¢des
subjetivas prazerosas (efeito hedonico), e o querer (wanting), que refere-se ao desejo de usar. Eles
sugerem que esses componentes tem representacdes neurais distintas e que, no desenvolvimento
da dependéncia, o gostar da droga diminui (ou se mantém igual), enquanto o querer se eleva, como
mostra a fig. 2, de forma que ocorre sensibilizagdo em estruturas que medeiam o valor de incentivo
gue a droga e suas pistas relacionadas representam. Eles defendem que a sensibilizagdo no sistema
dopaminérgico mesolimbico diz respeito a motivacdo do animal e ndo aos efeitos hed6nicos. Aquela
produz viés atencional direcionado a droga e as pistas associadas e diz-se que elas recebem saliéncia
de incentivo. Com isso, a motivacdo para obtencdo da substdncia sofre um grande incremento,
atingindo estado ndo adaptativo, que passa a guiar os comportamentos de dependéncia na presenca

de estimulos especificos (Robinson & Berridge, 2000; Robinson & Berridge, 2008).

Dependéncia

“Querer”

Uso
inicial

Efeito relativo

“Gostar”

T T T T T T T T T T T T 1

fempo q

Figura 2. Modelo da Sensibilizagdo ao Incentivo. O esquema mostra como o componente “querer a droga” incrementa-se
ao longo do tempo independentemente do “gostar da droga” em um individuo que se torna dependente. Adaptado de

Berridge et al., 2009.

17



O aprendizado especifica o objeto de desejo, mas ndo produz comportamentos patoldgicos
per se, por isso, nessa hipotese a memaria exerce papel modulatdrio dos comportamentos de busca
e ndo central na dependéncia. Pistas modulam a sensibilizagdo comportamental dado que ela
frequentemente se expressa na presenca de estimulos ou contextos especificos e ndo de outros. A
sensibilizacdo pode durar de meses até mesmo anos (Kalivas & Duffy, 1987; Paulson, Camp &
Robinson, 1991), e, dessa forma, os autores valorizam essa hipdtese defendendo que este é o
mecanismo mais plausivel para explicar a alta incidéncia de recaidas em dependentes mesmo apds
anos de abstinéncia (Robinson & Berridge, 2000).

A fim de estudar caracteristicas da dependéncia, a validade dessas hipdteses ou mesmo

aspectos especificos relacionados a dependéncia, diferentes modelos animais foram estabelecidos.

1.3 Modelos animais e algumas caracteristicas neurobiolégicas no estudo da dependéncia

Embora as drogas possam ser estudadas como reforcadores negativos, na pesquisa bdsica a
maioria dos trabalhos tratam-na como estimulo apetitivo e investigam mudanc¢as no comportamento
de animais, assim como mudancas associadas a plasticidade e a homeostasia, decorrentes de
administracdes da substancia (Wise & Koob, 2014).

Existem diversas modelos para esse tipo de estudo, embora este trabalho introduzird apenas
trés paradigmas: a Autoadministracdo, o Condicionamento de Preferéncia por Local e a

Sensibilizacdo Comportamental.

1.3.1. Autoadministragao

A Autoadministracdo é um tipo de condicionamento operante (cunhado por Skinner em
1930), em que o comportamento é controlado pelas consequéncias. No estudo com roedores,
normalmente, eles sdo expostos individualmente a uma caixa operante (muitas vezes isolados
algumas horas por dia) em que ficam disponiveis duas barras (estimulos neutros). Uma das barras,
guando pressionada (numero de vezes pré-estabelecido) estd associada a infusdo de uma dose
(intravenosa, intracerebral, etc.) de certa droga (estimulo incondicionado, El), passando a ser
estimulo condicionado (EC), e a outra barra ndo produz nenhum estimulo (mantém-se neutra).
Dessa forma, a droga age reforcando o comportamento de pressionar a alavanca, de tal forma que,

ao longo dos condicionamentos, os animais apresentam um aumento do numero de vezes que
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pressionam a barra associada com a droga (resposta condicionada) (Sanchis-segura & Spanagel,
2006).

O numero de vezes que o animal precisa apertar a alavanca para obter a dose pode ser fixo
(taxa fixa) ou progressivo (taxa progressiva). Normalmente, no inicio do aprendizado utiliza-se uma
taxa fixa, quando pode-se avaliar o poder de refor¢o da droga em questao, e entdo segue-se com a
taxa progressiva, que permite avaliar o estabelecimento temporal de comportamentos relacionados
a dependéncia, como comportamentos compulsivos. De outra forma, estimulos discriminativos
também podem ser associados a alavanca, como uma luz ou um som, de forma que a apresentagdo
desse segundo estimulo também guie o comportamento - esse tipo de procedimento chama-se
condicionamento de segunda ordem (Sanchis-segura & Spanagel, 2006).

Este é um modelo interessante porque parece simular, da forma mais préxima da realidade
encontrada, até o momento, o consumo em humanos e o escalonamento do uso, oferecendo ao
modelo validade de face (Sanchis-segura & Spanagel, 2006; Sorg, 2012).

Porém, nos dois paradigmas que seguem, os instrumentos necessarios para seus
desenvolvimentos sdo financeiramente mais acessiveis e com protocolos mais simples, além de
oferecerem modelos importantes para se estudar o papel dos EC, assim como neuroadaptacdes no
sistema de recompensa em resposta a administracdo de drogas. Por isso e por eles serem usados

neste trabalho de mestrado, eles serdao mais discutidos ao longo da introducao.

1.3.2. Condicionamento de Preferéncia por Local

O Condicionamento de Preferéncia por Local (CPL), brevemente explicado anteriormente,
ocorre pela associacdo de uma droga (EI) com um estimulo neutro (EC) por repetidos pareamentos.
Esse processo de natureza Pavloviana (condicionamento Pavloviano ou classico®), permite que o EC
induza atracdo (aproximacdo, CPL) ou aversdo (evitagdo, condicionamento de aversdo ao local) pelo
local pareado com a droga, dependendo de sua propriedade apetitiva ou aversiva (Sanchis-segura &
Spanagel, 2006).

Quando se estuda o poder reforcador de uma droga, observa-se que ela é capaz de induzir
atracdo pelo contexto em que foi administrada e assim gerar preferéncia por aquele local. Vdrias

drogas de abuso podem induzir preferéncia por local, como cocaina (Nygard et al., 2015), anfetamina

’0 fisiologista Ivan Pavlov em 1927 descreveu esse tipo de condicionamento em que um El (estimulo que por si
s gera uma resposta inata, a resposta incondicionada) é associado a um neutro, que por repetidas associagdes
passa a provocar a mesma resposta estimulada pelo El (chamada resposta condicionada), assim, sendo um EC.
Os experimentos foram feitos em cdes, com a presenca de um pedago de carne (El) pareada com o barulho de
um sino (EC), gerando salivagdo (resposta).
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(Haggkvist et al., 2009), etanol (Cunningham et al., 2006), heroina (Ashby, et al., 2003) e morfina
(Popik et al., 2006). Os aparatos sdo constituidos de 2 ou 3 contextos distintos, em que 2 sdo
contextos de condicionamento e o terceiro é um compartimento pequeno que os conecta, tido como
de partida (start-box) ou passagem, que ndo é associado a qualquer administracdo. Ao longo dos
condicionamentos, a droga é pareada com um dos contextos (contexto droga) e o outro contexto de
condicionamento é associado com uma solugdo veiculo (contexto veiculo), assim, depois da
administragdo de cada substancia o animal é confinado a um dos compartimentos por determinado
tempo. A sessdo de teste, em que o animal explora livremente o aparato, é capaz de verificar o efeito
dos condicionamentos. O aumento do tempo de permanéncia no compartimento associado a droga
indica uma preferéncia e interpreta-se que isso é devido aos seus efeitos hedbnicos (Tzschentke,
1998 e 2007). Nessa abordagem do CPL, também verifica-se comportamentos de busca pela droga e
é possivel estudar farmacos que interferem nesse processo.

Existem dois tipos de configuracdo no CPL. Na configuracdo com preferéncia prévia (biased) o
animal tem preferéncia ndo condicionada (natural), e, para avaliar o efeito reforcador de uma droga,
pode-se pared-la com o contexto de ndo preferéncia ou parear metade dos animais com o contexto
de ndo preferéncia e a outra metade com o de preferéncia. J& na configuragdo sem preferéncia
prévia (unbiased), os animais ndao tem preferéncia inicial por nenhum compartimento e,
normalmente, randomiza-se o contexto a ser associado a droga entre os animais de cada grupo. No
modelo com preferéncia prévia (biased) pode haver confusdo na interpretacdo dos resultados, ja que
uma droga com efeito ansiolitico pode aumentar o tempo de permanéncia no contexto droga que
previamente causou aversdo por diminuir a ansiedade e permitir que o animal permaneca mais
tempo 14, e ndo por seu efeito recompensador. Por isso, os pesquisadores parecem utilizar mais o
modelo sem preferéncia prévia (unbiased, Tzschentke, 1998 e 2007).

Nesse modelo, assim como na sensibilizacdo comportamental que serd discutida na
sequéncia, a droga é administrada pelo experimentador, independentemente da vontade ou
comportamento do animal. Isso contribui para uma menor validade de face desses paradigmas

(Sanchis-segura & Spanagel, 2006).

1.3.3. Sensibilizacdo Comportamental

A hipédtese de Sensibilizagdo ao Incentivo prediz que ao longo de repetidas administracdes de
uma droga, esta, assim como seus EC, recebe maior valor de incentivo, o que configura maior

motivacdo para buscar a droga. Apesar da dificuldade de identificar e quantificar esse incremento do
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querer, dois parametros comportamentais evidenciam essa mudanca: a ativacdo psicomotora e a
predisposicdo a recompensa. Ja foi amplamente demonstrado que a administracdo de varias drogas
tem efeito agudo na ativagdo psicomotora assim como um aumento gradual e progressivo sob
administragdes intermitentes e repetidas da droga, que em roedores é observado por aumento da
locomocgdo e de comportamentos repetitivos (estereotipados), como lamber, mastigar e farejar
(Wise & Bozarth, 1987; Carlezon & Nestler, 2002). A sensibilizagdo também foi demonstrada para
diversas drogas de abuso, como cocaina (Li et al., 2004), anfetamina (Mlewski et al., 2016), alcool
(Nona et al., 2016) e morfina (Li et al., 2010).

Também foi visto que a administragdo prévia de uma droga facilita a aquisicdo de preferéncia
no CPL, mesmo com doses e numero de condicionamentos insuficientes para gerar preferéncia em
animais naive (Lett, 1989; Gaiardi et al., 1991; Shippenberg & Heidbreder, 1995; Shippenberg et al.,
1998). No paradigma de autoadministracdo foi demonstrado que ratos pré-tratados com alguma
droga mais facilmente se autoadministraram (Piazza et al., 1986) e se esforcaram mais para obter
uma dose em um protocolo com taxa progressiva (Mendrek et al., 1998; Vezina et al., 2002). Essa
rapida aquisicdo de comportamentos de busca e de autoadministracdo indicam uma predisposicao
aos efeitos reforcadores da droga, que é defendido como um fator importante para o
estabelecimento e manutenc¢do de comportamentos de dependéncia, visto que a sensibilizagcdo pode
se manter por muito tempo apods interrupcdo do uso e contribuir para as repetidas recaidas
(Robinson & Berridge, 1993).

Um dos correlatos bioquimicos bastante reconhecido pelos pesquisadores da area é a
sensibilizacdo da via dopaminérgica mesolimbica, que apresenta mudancas de longa duracdo. Em
animais em que a droga ndo é mais novidade, hd maior liberacdo de dopamina pela VTA no NAgc,
frente a um desafio (uma quantidade normalmente menor do que foi administrada previamente), se
comparado com animais naive (Kalivas & Duffy, 1987; Vanderschuren & Kalivas, 2000; Vezina, P,
2004; Kalivas et al., 2009). A estimulacdo de receptores D1 na VTA mostrou-se necessdria no
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental com repetidas administracdes sistémicas de
drogas estimulantes, assim como suficiente para a inducdo da sensibilizacdgo. Com o mesmo
raciocinio, o bloqueio desses receptores previne a sensibilizacdo comportamental (Carlezon &
Nestler, 2002).

Outro sistema de neurotransmissdo que interage com o dopaminérgico e esta sendo foco de
estudo é o glutamatérgico, que apresenta ampla distribuicdo no encéfalo e estd diretamente
envolvido na plasticidade de longa duracdo. Aferéncias excitatdrias, provenientes do PFC, parecem
ser fundamentais para uma plasticidade transitdria em células dopaminérgicas na VTA, responsavel

pelo estabelecimento desses comportamentos, enquanto que em células espinhosas médias no NAc
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parecem ser centrais para sua expressdo e sdo mais duradouras (Vezina, 2004; Kalivas et al., 2009;
Carlezon & Nestler, 2002; Vélez-Hernandez et al., 2013). A aquisicdo desses comportamentos
necessita da estimulagdo de receptores glutamatérgicos na VTA, que é associado ao aumento de
glutamato e LTP transitdria em células dopaminérgicas. J& a expressdo da sensibilizacdo ou
comportamentos de busca induzem liberagcdao do glutamato no centro do NAc.

Dessa forma, a plasticidade que ocorre no centro do NAc parece ser importante para
resguardar informagdes relativas as pistas associadas & droga. E possivel prevenir a reinstalagdo da
busca induzida por pistas contextuais por meio do bloqueio de receptores AMPA no centro, mas ndo
na periferia, do NAc. Animais sensibilizados a psicoestimulantes, apds algum tempo sem a droga,
apresentam niveis aumentados de AMPA em relacdo a NMDA (AMPA/NMDA) e da subunidade GluAl
(GIuR1 ou GIuRA) do receptor AMPA no NAc, assim como aumento de espinhos dendriticos, o que
caracteriza plasticidade tipo LTP (Badiani et al., 2011). Porém, 24 h apds o desafio foi visto que existe
uma reducdo da relagdio AMPA/NMDA e de GluAl, o que pode resultar da estimulagdo excitatoria
gue induz plasticidade do tipo LTD (Wolf et al., 2004; Wolf et al., 2010a). Porém, a modula¢do na
recepcao glutamatérgica para drogas opioides, como a heroina e a morfina, é menos estudada e
menos conhecida (Dacher & Nugent, 2011; Hearing et al., 2016).

O mecanismo de recompensa da morfina se da pela ativacdo de receptores p-opioides em
interneurdnios gabaérgicos na VTA (Fields & Margolis, 2015). Os receptores p-opioides sdo do tipo
de canais de calcio e ativacdo de canais de potassio (Law, 2000). Entdo, a inibicdo de neurbnios
dopaminérgicos "desinibe" neurbnios dopaminérgicos na VTA, induzindo mais disparos desses
neurénios e, consequentemente, maior liberagdo desse neurotransmissor no NAc (Dacher & Nugent,
2011; Fields & Margolis, 2015). O desenvolvimento da sensibilizacdo depende, da mesma forma, de
ativacdo desses receptores na VTA, pois inibindo-os a sensibilizacdo ndo se da apds repetidas
administragcdes de morfina (Kalivas & Duffy, 1987). Ja o NAc ndo estd envolvido dessa forma na
aquisicdo da sensibilizacdo, pois o mesmo tratamento ndo tem efeito. Apesar de a estimulacdo de
receptores p-opioides diminuir a via do AMPc, sabe-se que com o uso continuado de morfina
mecanismos compensatérios provocam hiperestimulagdo dessa via, o que reflete em aumento de
sinalizagdo intracelular por PKA (proteina cinase dependente de AMPc), importante em
comportamentos relacionados a dependéncia (Nestler, 2015).

E comum experimentos demonstrarem que a sensibilizacdo comportamental ndo ocorre se
as administracdes sdo feitas na caixa moradia e que a expressao da sensibilizacdo comportamental é
contexto dependente (Wang & Hsiao, 2003; Li et al., 2004; Xia et al., 2011). Dessa forma, a expressao

do comportamento ocorre apenas quando o teste é realizado no mesmo contexto da aquisi¢ao.
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Porém, outros trabalhos indicam que a sensibilizacdo ocorre independente do contexto de teste e
pode desenvolver-se na caixa moradia também, mesmo que sua expressdo possa ser menos robusta
(Kalivas & Duffy, 1987; Heidbreder et al., 1996; Vekovischeva et al., 2001; Zhu et al., 2015).

O aprendizado associativo contextual é altamente dependente de HPC e alguns trabalhos
com sensibilizacdo tem demonstrado plasticidade nessa estrutura. Xia et al (2011) verificaram que
administracoes repetidas de morfina induziram aumento da subunidade GluA1l fosforilada na serina
845 (GIuAl S845) pela PKA no homogenato total e diminuicdo de GIuA2 total na densidade pds-
sindptica do HPC dorsal, 7 dias apds o desafio com morfina. Essa alteragdo so foi vista quando as
administracdes foram realizadas em um contexto que ndo a caixa moradia, o que também foi
exclusivo para induzir sensibilizacdo comportamental. Também foi demonstrado que a infusdo no
HPC de um vetor viral, que modifica o sitio de fosforilagdo na serina 845, preveniu a aquisi¢cao da
sensibilizacdo. Outro trabalho estudou repetidas administracées de cocaina e foi encontrado que 1 h
apo6s o desafio houve aumento do mRNA de GIuA2 e da subunidade GluA1l fosforilada na serina 845
nos animais previamente tratados com cocaina, quando comparado com os animais que receberam
veiculo no pré-tratamento (Blanco et al., 2016). Esses trabalhos ilustram a importancia do HPC na
sensibilizacdo comportamental, assim como indicam que neuroadapta¢Ges no sistema de recepc¢do
glutamatérgica no HPC acontecem.

Apesar de vermos que existem importantes avangos no conhecimento de mecanismos que
afetam o desenvolvimento e a expressdo da sensibilizacdo, assim como o comportamento de busca
no CPL, a maior relevancia na clinica seriam achados que conseguissem reverter de forma

permanente os comportamentos ja estabelecidos.

1.4 Reconsolidacdo da memdria: oportunidade de reverter comportamentos relacionado a

dependéncia

A meméria é um fendmeno complexo, mas pode ser definida como a capacidade de um
individuo registrar experiéncias ou informagdes do ambiente por meio do aprendizado, podendo
posteriormente evocd-las e, assim, exibir comportamentos mais relevantes em resposta a mudancas
ambientais e em relacdo a determinado objetivo. Ela ndo é formada instantaneamente. Apds o
aprendizado, uma meméria passa por um periodo labil e sua estabilizacdo se da ao longo do tempo,
induzindo alteracGes moleculares e celulares em substratos neurais especificos para que persista -

processo este conhecido como consolidagdo (Mcgaugh, 2000). Nessa perspectiva, intervengdes
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comportamentais ou farmacoldgicas nesse periodo sdo capazes de modificar a formacdo ou
permanéncia de uma memoria, sendo possivel prejudica-la.

Embora os processos mnemonicos sejam um fendtipo adaptativo, amplamente preservados
em diferentes espécies, alguns individuos passam a apresentar disfuncdo desses mecanismos,
desenvolvendo estados patoldgicos e comportamentos ndo adaptativos, como no caso do transtorno
de estresse pds-traumatico (TEPT) e dependéncia. Esses transtornos sdo reconhecidos por envolver
de forma excessiva mecanismos de memoaria, gerando memarias extremamente robustas, facilmente
evocaveis e persistentes (Sorg, 2012; Tipps, et al., 2014).

A possibilidade de atenuar essas memdrias seria extremamente relevante porque permitiria
acabar com o medo excessivo no TEPT e interromper o ciclo de recaidas na dependéncia (Sorg, 2012;
Tipps et al., 2014). S3o escassas as estratégias clinicas que apresentam efetividade em controlar os
sintomas desses transtornos a longo prazo. A terapia de exposicdo é uma das mais utilizadas e
baseia-se em expor o individuo ao EC ao trauma ou a droga, na auséncia destes El. A apresentacdo
prolongada apenas do EC induz uma extin¢do, que ao contrario do que o nome sugere, nao altera a
memoria original e induz um novo aprendizado (aprendizado inibitério), ja que o EC ndo prediz o El, e
ambas as memdrias (original e de extingdo) coexistem e competem pela expressio do
comportamento. Porém, esse procedimento de extincdo é fragil e ineficaz em alguns aspectos, pois a
memoria de extincdo pode ser restrita ao seu contexto de formacdo, ser sensivel a acdo do El e do
tempo, sofrendo renovacdo (renewal), reinstalacdo (reinstatement) e recuperagdo espontanea
(spontaneous recovery), respectivamente. Dessa forma, ha o retorno da dominancia da memoria
original, e a memodria de extincdo deixa de suprimir os sintomas relacionados ao transtorno ao longo
do tempo (Bouton, 2004; Myers & Davis, 2007).

Por muito tempo, por influéncia da teoria da consolidacdo (Mcgaugh, 1966), acreditou-se
que uma membdria, depois de formada, permaneceria resistente a intervencdes amnésticas. Karim
Nader et al em 2000 retomaram evidéncias das décadas de 60 e 70 (Misanin et al., 1968; DeVietti &
Kirkpatrick, 1976; Mactutus et al., 1979) de que, mesmo depois de consolidada, uma memodria
poderia ser reativada e retornar a um estado labil e suscetivel a interferéncias, precisando ser
reconsolidada para persistir. Dessa forma, a fase de reconsolidagao é semelhante a consolida¢do no
gue tange a participacdo de neurotransmissdo glutamatérgica e de cinases, expressdo génica e
sintese de novas proteinas, embora existam diferengas moleculares importantes que distingam esses
dois processos (Alberini, 2005; Lee et al., 2004).

A reconsolidacdo da memodria foi amplamente estudada principalmente para memodrias
aversivas. Porém, também é consistente para variados tipos de memoéria em diferentes modelos

animais e espécies - de Caenorhabditis elegans a humanos -, o que caracteriza um processo

24



evolutivamente conservado e nao isolado. A func¢do bioldgica para a reconsolidagdo ndo é consenso,
mas evidéncias suportam funcdes de fortalecimento (Lee, 2008) e manutencdo da precisdo da
memoria (de Oliveira Alvares et al., 2013), assim como atualiza¢do de informagdes biologicamente
relevantes (Lee, 2013).

Essa fase da memdria é estudada principalmente por meio de instrumentos farmacoldgicos -
como agonistas e antagonistas de receptores, bloqueio de cinases, inibidor de sintese proteica, etc. -
administrados sistemicamente ou localmente em estruturas que participam do armazenamento das
informagbes. Mais recentemente, tecnologias refinadas como a optogenética vem sendo
empregadas na busca do engrama e sua manipulagdo. Acredita-se que as memdrias sdo codificadas
por fortalecimento de conexdes sindpticas em uma subpopulacdo de neurdnios, e essa rede de
células é tida como o engrama, o substrato fisico da memdria no encéfalo (Josselyn et al., 2015).
Células que apresentam aumento de atividade, por expressdo do gene de expressdo imediata c-fos
ou do fator de transcricdo CREB em uma tarefa comportamental (Ramirez et al., 2013; Hsiang et al.,
2014), sdo fortes candidatas para fazer parte do engrama. Animais submetidos ao CPL com cocaina
tiveram neurdnios na amigdala lateral (menos de 10%) com niveis aumentados de CREB e, quando
esses neuronios foram inativados ou sofreram apoptose apds o condicionamento, a expressao da
memoaria ndo aconteceu, evidenciando que essa rede neural da Amigdala armazenava informacgoes
da memodria (Hsiang et al., 2014).

Na consolidacdo e na reconsolidacdo, a participacdo do sistema glutamatérgico é
fundamental. Tanto a ativacdo de certos receptores é necessaria, quanto a modulacdo nos niveis de
receptores AMPA, que medeiam a rapida transmissdo sindptica apds esses processos (Johansen et
al., 2011). Este receptor AMPA é, geralmente, formado por 4 subunidades (GluA1-4) e sabe-se que
elas contribuem diferentemente na modulac¢do sindptica e em processos envolvidos com memorias e
comportamentos relacionados a dependéncia (Wolf, 2010a; Anggono & Huganir, 2012). Em relagdo a
isso, alteragOes nos niveis das subunidades GluAl e GIuA2, altamente presentes no HPC e no NAc,
ganham destaque no trafego de AMPA (Wolf, et al., 2004; Anggono & Huganir, 2012). Por exemplo, a
consolidacdo da memdéria de medo ao som estd positivamente relacionada com aumento de GluA2
na Amigdala, e o prejuizo desta memodria induz diminui¢dao desta subunidade (Migues et al., 2010).
De forma semelhante, a aquisicdo do CPL com cocaina induz aumento da fosforilagdo na serina 845
de GluAl, induzida pela PKA (Huganir & Nicoll, 2013), e, quando a reconsolidacdo dessa memoria é
prejudicada, verifica-se um decaimento desses niveis, tornando-se semelhantes ao grupo controle
(Valjent et al., 2006). Dessa forma, as quantidades dessas subunidades (fosforiladas e totais)

parecem ser um importante correlato molecular de altera¢ées comportamentais.
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Em estudos de reconsolidacdo no CPL com cocaina e morfina, foi demonstrado que é possivel
inibir a preferéncia por local pelo prejuizo da reconsolidagdo mediante administracdo sistémica de
tratamentos amnésticos depois da sessdo de reativacdo, que é quando a memoria esta sendo
reestabilizada. Essa inibicdo pode ser feita por inibicdo de sintese de proteinas (Milekic et al., 2006;
Valjent et al., 2006) ou evitando que a erk, uma cinase regulada por sinal extracelular, seja ativada
(Valjent et al., 2006).

Em estudos que investigaram estruturas envolvidas na reconsolidagao do CPL, foi visto que é
possivel reverter a preferéncia por local inibindo-se a reconsolidagao no centro do NAc por inibicdo
da ativacdo de erk (CPL com cocaina, Miller & Marshall, 2005b) ou por inibicdo de sintese proteica
(CPL com morfina, Milekic et al., 2006) e que esse tratamento preveniu o aumento de proteinas
envolvidas com a ativacdo da erk como CREB-p, Elk1-p, e fos (Miller & Marshall, 2005b). Também foi
visto que inibindo-se a sintese proteica no HPC e na Amigdala basolateral apds sessao de reativacgao,
a preferéncia por local com morfina foi revertida 24 h e uma semana depois, embora a mesma
inibicdo na VTA ndo tenha tido efeito (Milekic et al., 2006). Este ultimo trabalho mostrou que a
diminuicdo da preferéncia ndo sofreu recuperagcdo espontdnea nem houve reinstalagdo da
preferéncia mediante administragcdo de uma dose da droga (priming), o que poderia suscitar duvida
se o efeito do tratamento foi sobre a inibi¢do da reconsolidacdo ou se foi sobre a facilitagdo de uma
memoria de extingdo.

Se tratando da sensibilizacdo comportamental, existem poucos trabalhos que investigam a
possibilidade de reverté-la por mecanismos similares a reconsolidacdo. Valjent et al (2006) ndo
conseguiram reverter a sensibilizacdo a cocaina com administracdo sistémica de anisomicina, um
inibidor de sintese proteica, apds reativacdo. Ja Bernardi et al (2007), com esse mesmo tratamento
pos-reativacdo, conseguiram inibir a sensibilizacdo locomotora a cocaina em um teste posterior. Os
resultados opostos podem se dar porque Valjent usou uma reativacdo prolongada (20 min) com
administracdo da droga, e sabe-se que exposi¢bes prolongadas ao EC sdo utilizadas mais para induzir
extincdo; ja Bernardi utilizou uma reexposicdo curta (5 min), que mais comumente induz
reconsolidagdo na auséncia da droga, além de administrar uma dose 50% maior do que no trabalho
de Valjent. Essas diferengas, além do protocolo e dose de indugdo, espécie e condi¢des do
laboratdrio podem ter influenciado os resultados conflitantes.

Wei e Li (2014) administraram propranolol sistemicamente, um antagonista B-adrenérgico,
apos sessdao de reativacdo e ndo encontraram efeito sobre a sensibilizacdo comportamental a
morfina. O interessante deste trabalho é que eles avaliaram também a resposta condicionada
(também referida como hiperlocomog¢ao) ao contexto, na auséncia do El. Em relagdo a este

parametro, o tratamento teve efeito, reduzindo a resposta frente ao EC. Dessa forma, o propranolol
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foi capaz de reverter uma resposta ao contexto (resposta condicionada) mas ndo a droga
(sensibilizacdo) e, assim, os autores argumentam que ha uma distincdo entre um componente
associativo e outro ndo associativo daquela memdria de recompensa. Esse resultado é bastante
interessante para se pensar que existem componentes dissocidveis envolvidos na dependéncia,
porém, os experimentos carecem de evidéncias mais robustas para afirmar que a sensibilizacdo é
resultado de plasticidade nao associativa, ja que a sensibilizacdo foi testada no mesmo contexto ao
da aquisicdo. Pensando nisso, este trabalho em conjunto ao de Théberge et al (2010, explicado
adiante) foram importantes para o estabelecimento da hipdtese no presente trabalho.

Um grupo norte americano, orientado pelo professor Bruce Hope, vem trabalhando com
populagdes neuronais especificas envolvidas com comportamentos aditivos. Em um trabalho de 2008
(Mattson et al., 2008) eles induziram a sensibiliza¢do a cocaina e, apds sua expressao (no desafio), os
animais foram sacrificados para verificar dupla marcagdo de c-fos e FosB. Essa dupla marcagao indica
gue neurdnios que foram ativados pelas repetidas administracées de cocaina (2% do NAc, indicado
por FosB) foram também ativados no teste de sensibilizagdo (87% daqueles, indicado por c-fos). No
ano seguinte eles demonstraram, elegantemente, que inativando especificamente essas células 90
min apds um desafio possivel reverter a sensibilizagdo em um teste posterior (Koya et al., 2009). Esse
resultado foi visto somente quando o desafio foi realizado no contexto de aquisicdo e ndo em um
novo contexto, uma vez que naquele trabalho eles viram que a sensibilizacdao foi dependente de
contexto. A ideia de inativar uma subpopulacdo de neurdnios recrutados durante a aquisicdo de
determinado comportamento (nesse caso sensibilizacdo), apds uma sessao de reativacdo (desafio), e,
assim, acabar com a expressdo comportamental subsequente parece muito semelhante aos
trabalhos classicos de reconsolidacdo da memadria, embora os autores acima citados ndo discutam
claramente a reversdo (ou ndo reversdo) da sensibilizacdo como um caso de reconsolidacdo. Além
disso, a maioria dos trabalhos que estudam esse tipo de plasticidade mostram um componente
associativo (EC-El) para sua expressdao, o que suporta assumir que a sensibilizacdo locomotora é um
tipo de memdria de recompensa.

Por fim, um dltimo artigo que envolve reconsolidacao parece ser importante para suportar a
hipdtese do presente trabalho. Théberge et al (2010) mostraram, em um modelo de
autoadministragdo com cocaina e posterior condicionamento de segunda ordem, que o centro do
NAc e a Amigdala basolateral armazenam aspectos dissocidveis da memadria em questdo. Os autores
discutem que enquanto essa subdivisdo da Amigdala foi importante apenas na associacdao EC-El, o
cNAc foi importante também no condicionamento de segunda ordem, e, entdo, sugerem que essa

Ultima estrutura estd mais envolvida com a motivagdo pela droga - por isso é importante para
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estabelecer um condicionamento de segunda ordem -, do que com a simples associacao do EC-EI
(Théberge et al., 2010).

Os trabalhos acima discutidos mostram que a memaria de recompensa estudada no modelo
de CPL claramente sofre reconsolidagdo e que o armazenamento das informagdes envolve estruturas
responsaveis por memorias associativas, como o HPCd, assim como estruturas do sistema de
recompensa, como o NAc. A sensibilizacdo locomotora foi menos investigada e estd menos clara a
ocorréncia de processos similares a reconsolidacdo. Claramente, o sistema de recompensa estd
envolvido no armazenamento da sensibilizacdo, o NAc para sua expressdo, embora mudancas
plasticas tenham sido demonstradas em estruturas importantes em memadrias associativas, como o
HPCd, provavelmente pela sensibilizacdo apresentar componente associativo (dependéncia de
contexto) para sua expressao.

Dessa forma, é razoavel pensar que existem subpopula¢des neuronais no HPCd e no NAc
subjacentes a memadria de recompensa de preferéncia por local e na sensibilizacdo locomotora. Nao
se sabe se essas subpopulacdes sdo compartilhadas por esses dois parametros envolvidos na
dependéncia. De qualquer forma, acreditamos que inibindo a reconsolidacdo a nivel sistémico, o que
inclui ambas as estruturas, é possivel inibir ambos componentes mnemaénicos. Porém, é possivel que
essas estruturas armazenem diferentes aspectos da recompensa nos parametros acima citados, e
gue a inibicdo apenas do HPCd ndo seja suficiente para suprimir também a sensibilizagdo, visto que
alguns trabalhos reportam expressdo independente de contexto (Kalivas & Duffy, 1987; Heidbreder
et al., 1996; Vekovischeva et al., 2001; Zhu et al., 2015), o que poderia indicar que o NAc tem papel
central na plasticidade da sensibilizacao.

Neste trabalho investigamos a inibicdo da reconsolidacdo (local e sistémica) no
Condicionamento de Preferéncia por Local como forma de atenuar (a) a preferéncia induzida pela
morfina e (b) a sensibilizacdo locomotora. Pretendemos estudar o papel do Hipocampo dorsal e do

centro do Nucleo Accumbens nestes processos.
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2. OBIJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito na inibicdo da reconsolidacdo por via sistémica ou local (diretamente no
Hipocampo dorsal ou no centro do Nucleo Accumbens) sobre a preferéncia por local e sobre a
sensibilizacdo locomotora induzidas por administracdo de morfina, procurando compreender,
através de nosso desenho experimental, o papel dessas estruturas na mediacdo diferencial desses

dois parametros.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Padronizar os contextos na tarefa de Condicionamento de Preferéncia por Local para
obter uma configuragao sem preferéncia prévia (unbiased), em que possamos induzir preferéncia
apenas mediante a associa¢do droga com o lugar.

2.2.2. Investigar os efeitos da injecdo sistémica de cicloheximida (CHX) apds uma sessdo de
reativacdo da memdria, com 15 minutos de duragdo, sobre a preferéncia por local induzida por
morfina.

2.2.3. Investigar os efeitos da injecdo sistémica de CHX apds uma sessdo de reativagao da
memoaria por 10 minutos sobre a preferéncia por local e a sensibilizacdo locomotora induzidas por
morfina.

2.2.4. Investigar os efeitos das administragdes de morfina e da CHX nos niveis de GluAl
fosforilado (serina 845), GluAl total e GluA2 total no Hipocampo dorsal e no centro do Nucleo
Accumbens 15 min e 48 h apds o desafio.

2.2.5. Investigar os efeitos da infusdo de CHX no Hipocampo dorsal apds uma sessdo de
reativacdo da memdria por 10 minutos sobre a preferéncia por local e a sensibilizacdo locomotora
induzidas por morfina.

2.2.6. Investigar os efeitos da infusdo de CHX no centro do Nucleo Accumbens apds uma
sessdo de reativacdo da memoria por 10 minutos sobre a preferéncia por local e a sensibilizacdo

locomotora induzidas por morfina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Eram utilizados ratos Wistar machos adultos (60 a 90 dias), pesando entre 290 g e 380 g,
fornecidos pelo Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratdrio (CREAL),
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
De uma semana antes do inicio dos experimentos até o término dos mesmos, os animais eram
mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de Psicobiologia e Neurocomputacdo (LPBNC,
Departamento de Biofisica, UFRGS). Os animais foram mantidos em condi¢cGes padrdo de biotério,
com temperatura e umidade controladas (22 + 2°C e umidade de 55 %), as trocas de caixa moradia
eram feitas de 3 em 3 dias e o ciclo de iluminac&o foi de 12 h claro / 12 h escuro (ciclo claro das 7 h

as 19 h).

3.2 Cirurgia estereotaxica, infusdo do farmaco e verificacdo da posicao das canulas

Os ratos eram anestesiados com inje¢do i.p. de Cetamina (70 mg/Kg - marca: Syntec®,
IndUstria Brasileira) e Xilazina (6 mg/Kg - marca: Syntec®, Industria Brasileira) para implantacdo
bilateral de cdnulas (22 G) 1 mm acima das estruturas alvo: Hipocampo dorsal (coordenadas: AP = -
4,0 mm, LL=% 3,0 mm e DV = - 1,6 mm) e centro do Nucleo Accumbens (coordenadas: AP = + 1,3
mm, LL =+ 1,8 mm e DV = - 5,3 mm). Essas coordenadas foram guiadas pelo Atlas de Paxinos e
Watson (1998) e padronizadas no nosso laboratério.

Trinta minutos antes da cirurgia, 24 e 48 h apds a mesma, infundiu-se s.c. o antibidtico
Tilosina (10 mg/kg - marca: Ceva, Industria Brasileira) e o anti-inflamatdrio Meloxicam (2 mg/kg —
marca: Ourofino®, Industria Brasileira). Os experimentos iniciavam-se de 6 a 7 dias apds o
procedimento cirdrgico.

Para infusdo i.c de farmacos os animais eram gentilmente imobilizados com um pano e,
posteriormente, uma agulha mizzy era introduzida através da canula, penetrando o parénquima 1
mm além desta, até a estrutura de interesse. Um volume de 0,5 ul era lentamente infundido com
auxilio de bomba de microinfusdo que propulsionava controladamente uma microsseringa Hamilton
contendo a droga (cicloheximida, CHX, ou seu veiculo dimetilsulféxido, DMSO) ao longo de 90 s,

adicionado a 30 s antes da mizzy ser removida para que o volume se difundisse.
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Apds concluido o experimento, os ratos eram anestesiados com lidocaina (10 mg/kg) e
tiopental (20 mg/kg), ambos i.p., para entdo sofrerem eutanasia por guilhotinamento. Os encéfalos
dos animais utilizados nos experimentos eram dissecados e fixados em paraformaldeido 10 % para
posterior seccionamento no vibrdtomo e exame mesoscopico (mediante lupa binocular) para
verificar a posi¢cdo das canulas. Apenas os animais que tiveram as cdnulas bem posicionadas foram

incluidos nas analises estatisticas.

3.3 Farmacos

Morfina: é alcaloide retirado da planta Papaver somniferum e agonista dos receptores -
opioides. A administracdo da morfina ativa a via mesolimbica de recompensa, aumentando a
frequéncia de disparos dos neurénios dopaminérgicos da area tegmental ventral e a liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens. Sua administracdo cronica causa neuroadaptacdes nessa via,
dependéncia e sensibilizacdo comportamental (Lu et al., 2002; Taubenfeld et al., 2010; Li et al.,
2011). A dose de escolha utilizada foi de 5 mg/kg (Valjent et al., 2006; Robinson & Franklin, 2007;
Sadeghi et al., 2016) por ser capaz de induzir preferéncia por local e sensibilizacgdo comportamental
em experimentos prévios no nosso laboratério. A morfina (marca: Dimorf®, Industria Brasileira) foi
diluida em solugdo salina 0,9 % (sal), administrada nos animais controle, ambas por via s.c.

Cicloheximida (CHX): é um inibidor de sintese proteica em organismos eucariotos, produzido
pela bactéria Streptomyces griseus. A dose utilizada neste trabalho foi de 3 mg/ml/kg nas injecGes
intraperitoneais (i.p.); ja nas infusGes intracerebrais (i.c) foi utilizada a concentracdo de 20
ug/ul/lado. A CHX (marca: Sigma®, Industria Norte-americana) foi dissolvida em DMSO (marca:
Merck®, Industria Alem3d) 1% em solucdo salina para administracdo sistémica, ou em 0,8% em
tampao fosfato salino, para administragdo i.c., sendo estes utilizados como veiculo nos animais

controle.

3.4 Condicionamento de Preferéncia por Local (CPL)

O Condicionamento de Preferéncia por Local (CPL) foi realizado em uma caixa de madeira,

com paredes decoradas com padrdes visuais removiveis / substituiveis. A caixa (fig. 3) é composta

por trés compartimentos, dois de condicionamento (A e B) e um, intermediario, de partida/passagem

(C). A e B tinham as mesmas dimensdes (24 x 40 x 50 cm), e C era menor, com dimensdes 10 x 40 x
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50 cm. Para esse estudo, o compartimento C tinha as paredes brancas e o chao era revestido por um
piso liso. O compartimento A tinha o mesmo chdo com as paredes brancas revestidas por listras
pretas (4 cm de largura) e o compartimento B tinha as paredes brancas revestidas por circulos pretos
(4 cm de didametro) e o chdo de vidro com textura (padrdo artico). Os trés compartimentos se
comunicam por portas removiveis (10 x 14 cm). A iluminacdo era indireta e ténue (luzes apontadas

para cima, 20 w de cada lado) e durante os experimentos era usado um barulho constante de fundo.

Figura 3. Aparato do Condicionamento de Preferéncia por Local. A esquerda, foto sem o fundo especifico; a direita, imagem

do video durante o experimento, com fundo e iluminagdo utilizados.

Todos os experimentos foram realizados no ciclo claro, comegando 1 h apds seu inicio e
terminando no maximo 1 h antes da fase escura. As sessOes de pré-condicionamento, reativacgao,
teste e sensibilizacdo foram realizadas sempre no turno da manh3, ja o condicionamento
propriamente dito era realizado de manh3, entre 8 h e 12 h, e de tarde, entre 14 h e 18 h. Cada
animal era condicionado sempre no mesmo hordrio, de manha e de tarde, com um intervalo de 6 h

entre as duas sessoes diarias.

3.4.1 Padronizagdo do aparato sem preferéncia prévia (unbiased)
Na tarefa de CPL existem dois tipos de configuracdo, com preferéncia prévia (biased) e sem

preferéncia prévia (unbiased). Na primeira, os animais naturalmente preferem um dos

compartimentos, sendo a droga pareada com o contexto de menor preferéncia; ja na segunda, a
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7

configuragdo é ajustada para que os animais ndo tenham preferéncia natural por nenhum lado,
podendo a droga ser pareada aleatoriamente com qualquer dos dois contextos.

O objetivo desse experimento (experimento 1) foi validar uma configuracdo do aparato de
CPL na qual os animais ndo tivessem preferéncia por nenhum dos contextos, testando 3 assoalhos
diferentes a serem pareados com compartimentos com paredes decoradas com padrdes visuais
diferentes: o compartimento A, paredes listradas, e o compartimento B, parede com circulos. Para
isso, foram avaliados trés assoalhos distintos quanto a textura e sensac¢do térmica: fundo de vidro
com textura grossa - padrao artico -, fundo liso de linéleo, e fundo emborrachado e levemente
poroso. O ponto de largada era o compartimento C, abrindo as duas portas que permitiam aos
animais alternar livremente entre os 2 compartimentos de condicionamento (utilizando o
compartimento C como passagem), sendo registrado o tempo de permanéncia em cada um deles,
para depois calcular o indice de preferéncia, dividindo-se o tempo (s) de permanéncia em um dos

compartimentos (A ou B) pela soma do tempo nos compartimentos A e B, tal como indicado abaixo:

indice de preferéncia = tempo A (ou B) / tempo A + tempo B

Para cada combinacdo de contextos era calculada a média do indice e avaliado se havia ou
nao diferenca significativa entre os contextos A e B.

A escolha final dos contextos levava em conta ndo so6 (I) a combinacdo de contextos que ndo
apresentou diferenca significativa entre os indices A e B, mas também (Il) aquela que resultou em
indices mais proximos de 0,5 e (lll) que tinha menos animais com indices (a) iguais ou maiores que

0,7 ou (b) iguais ou menores que 0,3.

3.4.2 Protocolo de Condicionamento de Preferéncia por Local

O protocolo de CPL foi adaptado de Théberge et al (2010). A fig. 4 mostra o desenho

experimental utilizado em todos os experimentos, que serd explicado em detalhe, logo abaixo.
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Figura 4. Protocolo genérico dos experimentos.

chx ou dmso

Pré-condicionamento: os ratos eram colocados individualmente no compartimento C com as

aberturas livres para a exploragao de toda a caixa. Durante 15 ou 10 minutos era registrado o tempo
de permanéncia nos compartimentos e era calculado o indice de preferéncia.

Nos animais que recebiam apenas salina nas sessdes de condicionamento, o contexto de
referéncia para o calculo do indice era aquele em que o animal estava no turno do condicionamento
morfina.

O pré-condicionamento, assim como a reativacdo, o teste e o desafio eram realizados
sempre no periodo da manha.

As sessOes de reativacdo e teste eram idénticas ao pré-

condicionamento em cada experimento.

Condicionamentos: cada rato passou por 4 dias de condicionamento, havendo 2 sessdes por

dia, uma com morfina e outra com salina (no grupo condicionado com morfina), cada qual com
duracdo de 25 min. Os animais receberam injecdo s.c. de morfina 15 min antes de serem confinados
a um dos compartimentos de condicionamento (A ou B). Os contextos associados com a droga ou de
referéncia para o indice nos grupos controle foram randomizados. O turno de administracao de cada
droga era alternado ao longo dos dias (como mostra a tabela 1) a fim de ndo favorecer nenhuma
associacdo da droga administrada com o horario do dia; as duas sessGes didrias eram separadas por 6

h.

Tabela 1. Condicionamentos com turnos alternados

Cond 1 Cond 2 Cond 3 Cond 4
Manh3a salina morfina salina Morfina
Tarde morfina salina morfina Salina

Reativacdo: o objetivo era confirmar o efeito do condicionamento e reativar a memoria,

deixando o trago novamente labil e suscetivel a interferéncias farmacoldgicas e/ou

comportamentais. Por isso, dentre os protocolos de reativacdo encontrados na literatrura (que serdo

abordados na discussdo), optamos pela reativacdo do tipo teste, em que os animais ficavam livres
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para explorar todo o aparato, sem administracdo da droga. Assim, seria possivel (a) testar o efeito
do condicionamento e (b) reativar a memadria ao mesmo tempo.

Imediatamente apds 15 min (experimento 2, tempo que pareceu ndo ser adequado para o
estudo da reconsolidagdo) ou 10 min de sessdo (experimentos 3, 4 e 5, tempo que induziu
reconsolidacdo), os animais recebiam a infusdo de CHX ou de seu veiculo (DMSO), pelas vias i.p.
(experimento 3), a fim de investigar o efeito sistémico da inibicdo de sintese proteica, ou i.c.
(experimentos 4 e 5), para investigar o papel do HPCd e do centro do NAc na reconsolidagdo do CPL e

sensibilizacdo locomotora.

Teste: a sessdo durava 15 (experimento 2) ou 10 min (experimentos 3, 4 e 5) e visava

verificar a possivel influéncia do tratamento pds-reativagao sobre a preferéncia por local.

3.5. Desafio ou Teste de Sensibilizacdo

Todos os animais que passaram pelas etapas do CPL acima, seja aqueles previamente
infundidos com morfina, seja com veiculo, eram, ent3o, injetados — 24h apds o teste — com 2,5 mg/kg
de morfina i.p. 15 min antes de nova reexposi¢do, com duragdo de 25 min, ao compartimento
pareado com droga nas sessdes de condicionamento. A locomocgao era registrada por uma camera de
video (webcam) e os videos, posteriormente, analisados com programa ANY-maze (Stoelting, versdo

4.99), e os dados expressos como distancia percorrida em metros.

3.6. Western blotting

No experimento 3, metade dos animais de cada grupo era sacrificado aos 15 min e a outra
metade, 48 h apds o desafio. Os encéfalos eram rapidamente dissecados, manualmente, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a -80°C. Para separa¢do das estruturas, os
encéfalos eram cortados coronalmente na coordenada anteroposterior adequada (onde o NAc
comeca), entdo era feito uma fatia de 1,5 mm e os Nucleos Accumbens total (porgcdo central e
periférica) eram extraidos. Depois, no restante do encéfalo, os Hipocampos dorsais eram dissecados

manualmente.
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As estruturas eram armazenadas separadamente em microtubos plasticos onde se
adicionava 100 pl (para NAc) ou 200 pl (para HPC) de SDS 0,1% (dodecil sulfato de sédio), além de
inibidores de fosfatases (PMSF e TLCK) e um coquetel de proteases.

As amostras eram homogeneizadas mecanicamente e, entdo, centrifugadas em temperatura
ambiente a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante era transferido para outro microtubo e a
concentracdo de proteinas verificada no espectrofotometro Nano Vue GE Healthcare Life Sciences,
calculando-se a média de triplicatas dos valores obtidos. Entdo, as amostras eram diluidas com SDS
0,1% até uma concentragdo de 4 pg/ul e depois usadas 4 partes da amostra para uma parte de
tampao de andlise de amostras (sample buffer 5x, contendo beta mercapto, glicerol e azul de
bromofenol). Os microtubos eram mantidos a -80°C para posterior andlise mediante eletroforese.

Para aplicagdo no gel, as amostras eram descongeladas a 4°C e incubadas durante 10 min a
95°C, para aplicagdo de 40 ug por poco (20 ul). Para a separagao das proteinas no gel de
poliacrilamida (1 mm a 12%) era aplicada uma diferenga de potencial de 200 V durante 1, 5 h. O gel
era, entdo, transferido para uma membrana de nitrocelulose empregando-se uma tensao de 100 V
durante 2 h.

Para confirmar se a transferéncia fora bem-sucedida, aplicava-se o corante vermelho acido
de Ponceau, e a seguir as membranas eram incubadas com tampao de bloqueio contendo leite
desnatado 5% (diluidos em TBS-T - Tampao Tris, salina e Tween 20) por 30 min.

As membranas eram incubadas com os anticorpos primarios monoclonais GAPDH (Sigma,
produzido em coelho, concentracdo 1:500), GluAl (Santa Cruz, produzido em camundongo,
concentragdo 1:200), GluAlp (Santa Cruz, produzido em cabra, concentra¢do 1:200) ou GluA2 (Santa
Cruz, produzido em cabra, concentracdo 1:200) por 3 h em temperatura ambiente e leve agitacdo
constante. Os anticorpos (primarios e secundarios) eram diluidos em solucédo de bloqueio contendo
TBS-T e albumina a 1%. Depois da incubacdo eram feitas 3 lavagens com TBS-T durante 10 min sob
agitacdo constante. A incubag¢do com os anticorpos secundarios (contra o animal em que o primdrio
foi produzido) era feita por 1 h em temperatura ambiente seguida de mais trés lavagens com TBS-T
durante 10 min sob agitacdo constante. Os anticorpos secunddrios para GIuAl, GluAlp e GIuA2 eram
biotinilados (Sigma, concentragdo 1:20.000), entdo seguia-se a incubagdo com estreptavidina
marcada com peroxidase (Sigma, concentragao 1:1000) por 1 h em temperatura ambiente e mais
trés lavagens de 10 min com TBS-T e agitacdo constante (o anticorpo secunddrio para GAPDH era
marcado com peroxidase).

Para revelacdo utilizava-se luminol, fazendo-se o registro da quimiluminescéncia no

fotodocumentador GE Healthcare Life Sciences por meio do softwere Imagej. Para normalizagcdo das

36



bandas utilizava-se a proteina GAPDH e os dados foram expressos em unidades arbitrarias (proteina

de interesse/GAPDH).

3.7. Experimentos

No experimento 1, montamos a configuracdo dos contextos para que os animais ndo
tivessem preferéncia prévia (unbiased) no CPL.

Foram testadas 4 configuragdes diferentes de contextos A e B, com diferentes tipos de
assoalhos em relacdo a decoracgao das paredes dos compartimentos de condicionamento. As paredes
do A sempre foram formadas por listras pretas verticais e as do contexto B, por circulos pretos. Para
testar a preferéncia prévia, os animais exploraram a caixa durante 10 minutos e o indice de
preferéncia era calculado.

Abaixo seguem as 4 configuracdes testadas:

Configuragao 1: Contexto Al: paredes com listras e fundo escuro emborrachado.

Contexto B1: paredes com circulos e fundo de vidro.

Configuragao 2: Contexto A2: parede com listras e fundo de vidro.

Contexto B2: parede com circulos e fundo escuro emborrachado.

Configuragao 3: Contexto A3: parede com listras e fundo de vidro.

Contexto B3: parede com circulos e fundo liso.

Configuragao 4: Contexto A4: parede com listras e fundo liso.

Contexto B4: parede com circulos e fundo de vidro.

No experimento 2, investigamos se um inibidor de sintese proteica (CHX) injetado
sistemicamente logo apds uma sessao de reativagdo de 15 min era capaz de prejudicar a preferéncia
por local.

No experimento 3, investigamos se apds uma reativacdo de 10 minutos a administracdo
sistémica de CHX era capaz de prejudicar a preferéncia por local e a sensibilizacdo locomotora. Além
disso, o Hipocampo dorsal e o Nucleo Accumbens total eram dissecados para analise de GluA1l total,

GluA1 fosforilado (GluAlp, S845) e GluA2 total por western blot.
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No experimento 4, investigamos o papel do Hipocampo dorsal e, no experimento 5, o do

centro do Nucleo Accumbens na reconsolidacdo da preferéncia por local e da sensibilizacdo

locomotora.

A tabela 2 sintetiza todos os experimentos realizados.

Tabela 2. Descrigdo dos experimentos

. . .~ Dose/concentragio . . Dissecacao das
Experimento Grupos Tempo de reativagao de CHX Cirurgia -
configuracdo 1
1 configuracdo 2
configuragdo 3
configuracdo 4
sal
2 15 min - -
morf
. cNAc
15 min
HPCd
sal-DMSO
cNAc
48 h
HPCd
. cNAc
15 min
HPCd
sal-CHX
cNAc
48 h
3 10 mi 3 mg/k HPCd
min m -
&/ke cNAc
15 min
HPCd
morf-DMSO
cNAc
48 h
HPCd
. cNAc
15 min
HPCd
morf-CHX
cNAc
48 h
HPCd
sal-DMSO
4 sal-CHX 10 mi 20 pg/ul/lad NA
min ado cNAc
morf-DMSO HE/H
morf-CHX
sal-DMSO
5 sal-CHX 10 mi 20 pg/pl/lad HPCd
min ado
morf-DMSO He/H
morf-CHX
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3.8. Andlise estatistica

Uma vez que todos os dados apresentaram homocedasticidade (Teste de Levene, P>0,05) e
estavam distribuidos normalmente (Teste de Kolmogorov-Smirnov, P>0,05), os mesmos foram
analisados com testes paramétricos. Em todas as andlises o nivel de significancia foi de P<0,05.

No experimento 1, os dados de cada configuracdo de compartimentos foram comparados
com emprego do indice de preferéncia pelo compartimento A ou pelo B. Esses resultados foram
analisados com o teste t pareado.

Os resultados de preferéncia por local foram analisados com o teste paramétrico de analise
de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, utilizando as varidveis tempo (preferéncia ao longo
das sessoes) e condicionamento (droga utilizada nos condicionamentos - salina ou morfina), e os
resultados ordenados com o teste post hoc de Newman-Keuls (SNK), para identificar diferenca
estatistica entre os grupos ou entre as sessdes sempre que presentes. Os dados eram expressos
como indice de preferéncia por local mais erro padrao da média.

Para analise dos resultados de locomocado no desafio, utilizou-se a ANOVA de duas vias para
medidas independentes seguido de post hoc SNK quando necessario. Os dados eram expressos como
distancia percorrida em metros mais erro padrao da média.

Os dados deste trabalho foram analisados com o programa STATISTICA 7.0 (StatSoft) e os

graficos, produzidos empregando o programa Excel 2007 (Microsoft Office).

3.9. Consideragdes Bioéticas

Os experimentos foram realizados de acordo com os preceitos da diretriz legal brasileira
sobre uso de animais de experimentacdo (Lei N° 11.794/2008), além das Resolu¢des Normativas N°
12 (Cuidados) e 13 (Eutandsia) do CONCEA (2013), envolvendo o amplo bem-estar geral dos animais,
com o minimo de desconforto ou sofrimento na maioria dos procedimentos. Cumpre,
adicionalmente, as recomendacbes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL/COBEA), da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e da
International Brain Research Organization (IBRO). Deste modo, o projeto que cobre este trabalho foi
avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (CEUA/UFRGS) antes de iniciar-se, estando registrado como projeto N2 27.665,
intitulado ”Inibi¢éGo do processo de reconsolidagdo de uma memdria relacionada com a morfina na

tarefa de condicionamento de preferéncia por lugar".
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Padronizagdo dos contextos

No experimento 1 foram testadas 4 configuracdes diferentes de contextos A e B, com
diferentes tipos de assoalhos em relacdo a decoracdo das paredes dos compartimentos de
condicionamento, como indicado na sessdao 3.7. As paredes do A sempre foram formadas por listras
pretas verticais e as do contexto B, por circulos pretos.

O objetivo do experimento foi montar a configuracdo sem preferéncia prévia (unbiased).
Para isso os animais exploraram a caixa durante 10 minutos e o indice de preferéncia era calculado.

A fig. 5 (a, b, c e d) indica a média de preferéncia para o contexto A e para o contexto B em
cada configuracdo (A1/B1, A2/B2, A3/B3 e A4/B4). Na configuracdo 1 (fig. 5a), o teste t pareado
demonstrou que os animais apresentaram indice de preferéncia ao B significativamente maior em
relagdo ao A (P<0,05, N=8), o que indica uma clara preferéncia ao contexto B ou aversdo ao A. 75%
dos animais apresentaram indices 20,7 ou < 0,3.

Na configuragcdo 2 (fig. 5b), o teste t pareado demonstrou que ndo houve diferencga
significativa no indice de preferéncia de cada compartimento (P>0,05, N=8), o que indica a ndo
preferéncia ou aversdo pelos contextos. 37,5% dos animais apresentou indices > 0,7 ou <0,3.

Na configuracdo 3 (fig. 5¢c), o teste t pareado indicou que os animais apresentaram indice de
preferéncia do compartimento A significativamente maior do que o B (P<0,05, n=7), indicando
preferéncia pelo A ou aversdo ao B. 42,86% dos animais apresentou indices 20,7 ou £0,3.

Na configuracdo 4 (fig. 5d), o teste t pareado também demonstrou que ndo houve diferenca
significativa nos indices de preferéncia (P>0,05, n=8), o que indica a ndo preferéncia ou aversdo pelos

contextos A e B. Além disso, apenas 25% dos animais apresentaram indices 20,7 ou £0,3.
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Figura 5: Preferéncia pelos contextos A e B nas configuragdes 1 (5a), 2 (5b), 3 (5¢) e 4 (5d). Os dados estdo expressos como

média + erro padrdo. a: significativamente diferente do outro compartimento (Teste t pareado, p<0,05, N=7-8).

A combinagcdo dos contextos que melhor atendeu aos critérios estabelecidos na sessdo
material e métodos foi a 4, portanto, os experimentos que seguem foram realizados nessas

condicoes.
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4.2.Experimento 2: A reativacdo da memdria por 15 min parece ser longa demais para o estudo

de reconsolidacdo da memdria no CPL

A preferéncia natural dos animais foi verificada no pré-condicionamento e 24 h depois foram
iniciados os condicionamentos, como consta na parte superior da fig. 6. A sessdo de reativa¢do (24 h
depois do ultimo condicionamento) durou 15 min e teve fungdo de testar o efeito do
condicionamento e reativar a memdria. Imediatamente apds a reativagdo um inibidor de sintese
proteica foi administrado i.p. e a sessdo de teste (24 h depois) verificou o efeito do tratamento pds
reativacdo sobre a preferéncia.

A fig. 6 (parte inferior) mostra o indice de preferéncia para cada grupo nas sessdes de pré-
condicionamento, reativacdo e teste. A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito de tempo (F,,
20= 9,309, P=0,001) e interagdo entre tempo x condicionamento (F,, 2= 5,406, P=0,013). A diferenca
entre as sessdes foi analisada com o pds-teste SNK, que mostrou que o grupo condicionado com
salina ndo muda sua preferéncia ao longo das sessoes (reativacdo P=0,350 e teste P=547 em relagdo
ao pré-condicionamento). Ja o grupo condicionado com morfina apresenta aumento da preferéncia
pelo compartimento pareado com a droga apds o condicionamento (sessdo de reativacdo comparada
com o pré-condicionamento, P=0,000), porém existe uma tendéncia em esse aumento de

preferéncia diminuir na sessao de teste (P=0,075 em rela¢do a sessdo de reativagdo).
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Figura 6. Experimento 2: Preferéncia por local. Apds os condicionamentos, o grupo morfina aumentou o indice de
preferéncia pelo o compartimento pareado com a droga, mas essa preferéncia tendeu a diminuir no teste. Os dados sdo
expressos como média + erro padrdo. a: Significativamente diferente das demais sessGes do grupo (ANOVA de medidas

repetidas seguido de post hoc SNK, P<0,05, N=6).

Esse experimento demonstra que (I) a dose de 5 mg/kg de morfina adotada é capaz de gerar
preferéncia pelo compartimento pareado com a droga e indica que (ll) a sessdo com 15 minutos de
reativacdo parece ser suficiente para diminuir a preferéncia no teste (embora ndo tenha sido visto
diferenga estatistica), o que pode ser interpretado como uma sessdo longa que induz uma leve
extincdo da memoria de preferéncia.

Como neste trabalho o objetivo é estudar a reconsolidacdo da memdria, decidimos diminuir
a sessdo de reativacdo para 10 minutos e testar se um inibidor de sintese proteica prejudica a
preferéncia por local.

No experimento 2 todas as sessdes que avaliaram a preferéncia foram de 15 min, para que o
indice fosse calculado a partir do mesmo tempo de observacao utilizado nas sessdes e, assim, o fator
tempo de observacdo pudesse ser excluido da andlise. Como a reativacdo, nos experimentos

seguintes sera de apenas 10 minutos, aqui procuramos comparar o indice de preferéncia de 15
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minutos com aquele calculado nos 10 primeiros minutos de cada sessdo para cada grupo deste
experimento, como mostra a fig. 7. A ANOVA de duas vias demonstrou que nao ha efeito do tempo
(15 ou 10 min) para o indice de preferéncia dentro das sessdes de pré-condicionamento (Fp, 20=
0,0026, P=0,960), reativacdo (Fp, ,0= 0,0024, P=0,961) e teste (F, 2= 0,2847, P=0,599) ou interag¢do
condicionamento x tempo analisado (Pré-cond: F, 0= 0,0475, P=0,829; Reat: F,, ,0= 0,1706, P=0,683;

Teste: F(Z, 20)=0,0078, P=O,930)
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Figura 7. Experimento 2: Comparagdo entre o indice de preferéncia calculado para 15 min e para os 10 primeiros minutos.
Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Em cada etapa / tratamento, ndo ha diferenca significativa do indice

de preferéncia 15 min quando comparado com o de 10 min (ANOVA de duas vias seguida de post hoc SNK, P>0,05, N=6).

Como ndo houve diferenca entre avaliar-se a preferéncia por 15 ou 10 minutos, nos préximos
experimentos foi utilizado apenas 10 minutos tanto no pré-condicionamento quanto no teste e,

assim, os resultados poderao ser discutidos todos conjuntamente.

44



4.3. Experimento 3: A injecdo sistémica de CHX apds a reativacdo por 10 min é capaz de inibir a

preferéncia pelo compartimento associado a morfina e também a sensibilizacdo locomotora.

O experimento 3 foi subdividido em 3A (CPL), 3B (sensibilizagdo locomotora) e 3C
(quantificacdo de subunidades de AMPA por western blot). No experimento, a sessdo de reativacdo
diminuiu para 10 min e foi testado o efeito da administragdo da CHX i.p. imediatamente apds a
reativacdo sobre a preferéncia por local (experimento 3A) e sobre a sensibilizagdo locomotora
(experimento 3B). As sessGes de pré-condicionamento e teste também foram de 10 min, como nos
demais experimentos. Apds 15 min ou 48 h do desafio, os encéfalos foram dissecados para analise
por western blotting de GluAl total, GluAl fosforilado (S845) e GIuA2 total no HPCd e no NAc

(experimento 3C).

Experimento 3A: A injecao sistémica de CHX apds a reativagdo da memoria por 10 min é capaz de

inibir a preferéncia pelo compartimento morfina.

Os condicionamentos foram realizados durante 4 dias, iniciando-se 24 h apés o pré-
condicionamento, onde se confirmava que os animais nd3o tinham preferéncia prévia. No 6° dia,
realizava-se a sessdo de reativacdo (24 h depois do ultimo condicionamento) visando testar a
retencdo do condicionamento e reativar a memdria. A sessdo de teste, no 7° dia, verificou se houve
algum efeito do tratamento pds-reativacdo sobre a preferéncia.

A fig. 8 mostra o indice de preferéncia para cada grupo nas sessdes de pré-condicionamento,
reativagdo e teste. A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito significativo de tempo (F;, 9=
16,292, P=0,000), condicionamento (F, 45= 18,652, P=0,000) e intera¢do tempo x condicionamento
(F(2, 92)= 3,766, P=0,022). Ndo houve efeito significativo do tratamento p6s-reativagao (F(;, 4= 0,571, P=
0,454), interagdo tempo x tratamento (F,, 92= 0,380, P=0,685) e interagdo tempo x condicionamento x
tratamento (F,, 9= 1,231, P=0,297). O teste post hoc SNK demonstrou que os grupos controles sal-
DMSO (reativagdo P=0,745 e teste P=0,906 em relagdo ao pré-condicionamento) e sal-CHX
(reativacdo P=0,633 e teste P=0,803 em relagdo ao pré-condicionamento) ndo apresentaram
mudancas na preferéncia entre sessées. O grupo morf-DMSO aumentou seu indice na reativagdo em
relacdo ao pré-condicionamento (P=0,013) e apresentou uma tendéncia em manter esse indice no
teste (P=0,575 na comparacdo reativacdo e teste), embora também ndo tenha sido diferente
significativamente do pré-condicionamento (P=0,053). O grupo morf-CHX apresentou aumento no

indice da reativacdo em relagdo ao pré-condicionamento (P=0,000), e o tratamento pds-reativacao
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foi capaz de reverter o efeito do condicionamento (teste P=0,342 em relacdo ao pré-
condicionamento).

Analisando o desempenho dos grupos dentro das sessdes, ndo houve diferenga significativa
entre os grupos no pré-condicionamento. Na sessdo de reativacdo, o grupo morf-CHX diferiu
estatisticamente do grupo sal-DMSO (P=0,019) e sal-CHX (P=0,010), mas ndo do grupo morf-DMSO
(P=0,244). Ja o grupo morf-DMSO apresentou uma preferéncia menos robusta, ndo sendo diferente
dos grupos salina (sal-DMSO P=0,0136 e sal-CHX P=0,187). Na sessdo teste, os grupos ndo diferiram
entre si (sal-CHX P=0,612, morf-CHX=0,413 em relag¢do ao sal-DMSQ), embora a preferéncia do grupo
morf-DMSO indique uma tendéncia em ser diferente do grupo sal-DMSO (P=0,066).

Embora nem todas as comparacdes importantes entre os grupos dentro de cada sessao
tenham sido significativas, a andlise da mudanca de desempenho entre sessdes para cada grupo
indica que os animais morfina condicionaram e que a CHX reverteu a preferéncia produzida pelo

condicionamento.
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Figura 8. Experimento 3A: Preferéncia por local. Apds os condicionamentos, os grupos morfina aumentaram o indice de
preferéncia para o compartimento pareado com a droga e a CHX foi capaz de reverté-lo no teste. Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo. a: Significativamente diferente das demais sessGes dentro do grupo.(ANOVA de medidas

repetidas seguido de teste post hoc SNK, P<0,05; N's: sal-DMS0O=14, sal-CHX=11, morf-DMSO=12. morf-CHX=13).

46



Esses resultados indicam (I) que os animais condicionados com salina ndo alteram a
preferéncia em relacdo aos contextos ao longo das sessoes, (ll) que a CHX por si s6 ndo tem efeito
sobre a preferéncia no grupo salina, (lll) que os grupos condicionados com morfina passaram a
preferir o compartimento pareado com a droga na reativacdo e (IV) que a CHX prejudicou a
reconsolidacdo da memdria de preferéncia de lugar, revertendo o efeito do condicionamento no

teste.
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Experimento 3B: A injecdo sistémica de CHX apds reativacdo por 10 min reverteu a sensibilizacdo

locomotora.

Todos os mesmos animais que passaram pelos procedimentos descritos no experimento 3A,
24 h apds o teste foram desafiados ao receber metade da dose de morfina usada no
condicionamento (2,5 mg/kg). A fig. 9 mostra a distancia percorrida dos animais durante o desafio
(25 min).

A ANOVA de duas vias revelou efeito do condicionamento (F(;, 46= 4,575, P=0,038) e do
tratamento pds-reativagdo (F(;, 46= 21,569, P=0,000), mas ndo intera¢do entre eles (F, 46= 2,761,
P=0,103). O post hoc SNK mostrou que o grupo morf-DMSO apresentou significativa maior distancia
percorrida em relagdo aos controles do condicionamento (P=0,010 e P=0,000 em relagdo a sal-DMSO
e sal-CHX, respectivamente) e que o grupo morf-CHX ndo diferiu estatisticamente em relacdo ao
salina, evidenciando a reversao da sensibilizagdo locomotora induzida pelas repetidas administracGes
de morfina. Embora nao significativa, a perceptivel menor distancia percorrida dos grupos sal-CHX e
morf-CHX em relacdo ao sal-DMSO pode nos alertar sobre um possivel efeito da CHX per se (P=0,099

e P=0,083, respectivamente), ndo encontrada nesse trabalho.
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Figura 9. Experimento 3B: Distancia percorrida no desafio apds CHX sistémica apds 10 min de reativagdo. 24 h apods o teste
de preferéncia, todos os grupos foram desafiados com morfina (2,5 mg/kg) e a distancia percorrida (m) foi analisada
durante 25 min. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo. a: Significativamente diferente dos demais grupos
(ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc SNK, P<0,05, N's: sal-DMS0=14, sal-CHX=11, morf-DMSO=12. morf-
CHX=13).
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Esses resultados indicam que o condicionamento com morfina () induziu sensibilizacdo
locomotora e (llI) que o tratamento com CHX foi capaz de reverter esse aumento de locomog¢do nos

animais condicionados com morfina.
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Experimento 3C: Avaliacdo de GluA1l (fosforilado e total) e GIuA2 no Hipocampo dorsal e no Nucleo

Accumbens 15 min ou 48 h apds o desafio.

Os mesmos animais que passaram pelo experimento 3B, foram sacrificados 15 min ou 48 h
depois do desafio, as estruturas foram dissecadas e congeladas imediatamente para posterior andlise

por western blot. Os dados serdo apresentados a seguir por estrutura.

Hipocampo dorsal

A ANOVA de duas vias para GluA1 fosforilado (S845) 15 min (fig. 10A) apds o desafio mostrou
efeito de condicionamento (F(;, 1= 10,0623, P=0,006), sem encontrar efeito de tratamento pds-
reativacdo (F;, 16)= 0,8664, P=0,366) ou intera¢do condicionamento x tratamento (F, 15= 0,7834, P=
0,389). O teste post hoc SNK indicou que os grupos morfina apresentaram niveis maiores de GluAl
fosforilado (S845) em relagdo ao grupo sal-DMSO no Hipocampo dorsal (morf-DMSO P=0,028 e morf-
CHX P=0,046). Em 48 h ap6s o desafio (fig. 10B), houve efeito de tratamento pds-reativacdo (F, 12)=
8,7408, P=0,012), mas ndo de condicionamento (F; 1= 0,0349, P=0,855), nem interagdo
condicionamento x tratamento (F; 12= 0,3542, P=0,563). O teste post hoc SNK ndo indicou diferenca

entre os grupos (P>0,05).
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Figura 10. Experimento 3C: GluA1l fosforilado (5845, GluAlp) no Hipocampo dorsal apds desafio. 15 min ou 48 h apds o teste de sensibilizagdo
locomotora os animais foram sacrificados e a subunidade GIuAl dos receptores AMPA foi avaliada. (A) Os grupos morfina apresentaram niveis
de GluA1l fosforilado aumentados em relagdo ao grupo controle sal-DMSO 15 min apds o desafio, enquanto que (B) 48 h depois do teste ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. a: Significativamente diferente dos grupos (ANOVA de duas vias seguida de post

hoc SNK, P<0,05; (A) N=5 por grupo, (B) N=4 por grupo).
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Para GIuA1 total ndo foi encontrado nenhum efeito na andlise aos 15 min (condicionamento:
Fa, 20= 0,8303, P=0,373; tratamento pds-reativagdo: F(; 20= 0,0004, P=0,984; interacdo: F(;, 1=
2,6487, P=0,119) ou em 48 h (condicionamento: F; ,= 0,2013, P= 0,658; tratamento pods-
reativacdo: F(;, 20= 0,0837, P= 0,775; interacdo: F;, 2= 0,0260, P= 0,873), como mostra a fig. 11A e
11B.
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Figura 11. Experimento 3C: GluA1l total no Hipocampo dorsal apds desafio. (A) 15 min ou (B) 48 h apds o teste de sensibilizagdo locomotora

os animais foram sacrificados e a subunidade GIluA1 (total) dos receptores AMPA foi quantificada. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos em nenhum momento (ANOVA de duas vias, p>0,05, (A) N=6 por grupo, (B) N=5 por grupo).

Em 15 min apds o desafio, a ANOVA de duas vias para GluA2 total (fig. 11A) indicou efeito
principal de condicionamento (F(;, 1= 12,4172, P= 0,003), uma tendéncia estatistica para efeito no
tratamento pds-reativagdo (F(;, 16= 3,2609, P=0,090) e nenhum efeito de interacdo (F(y, 1= 1,1359,
P=0,302). O post hoc SNK indicou que o grupo sal-DMSO ¢ diferente estatisticamente de morf-DMSO
(P=0,013) e morf-CHX (P=0,008), além de uma tendéncia estatistica entre sal-DMSO e sal-CHX
(P=0,059; fig. 12A). Em 48 h ndo houve efeito significativo (condicionamento: F;, 15= 0,7418, P=0,406;
tratamento pds-reativagdo: F(; 1= 4,3565, P=0,059; interagdo: F; 1= 2,6055, P=0,132; fig. 12B),
apenas uma tendéncia no tratamento pds-reativacdo. O teste post hoc SNK indicou uma tendéncia
em o grupo morf-CHX apresentar menores niveis de GIuA2 em relagdo a morf-DMSO (P=0,09),

embora ambos grupos morfina sejam estatisticamente iguais aos do grupo salina.
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Figura 12. Experimento 3C: GluA2 total no Hipocampo dorsal apds desafio. 15 min ou 48 h apds o teste de sensibilizagdo locomotora os
animais foram sacrificados e a subunidade GluA2 (total) dos receptores AMPA foi quantificada. (A) Os grupos morfina apresentaram niveis
aumentados de GIuA2 em relagdo ao controle sal-DMSO, mas (B) 48 h apds o desafio ndo existe diferenga estatisticamente significativa entre

0s grupos a: Significativamente diferente dos grupos (ANOVA de duas vias, p<0,05, (A) N=5 por grupo, (B) N=4 por grupo).

Em conjunto, as andlises no HPCd indicam que o tratamento morfina aumentou
temporariamente a fosforilacdo de GluAlp (S845), sem alterar os niveis totais da subunidade, e ndo
modificou GIuA2. Isso demonstra o desafio, apds condicionamentos com morfina, induziu uma
mudanca transitdria na recepgao glutamatérgica no HPCd e a inibigdo dos comportamentos pela CHX

nao refletiu em alteragdes nessa estrutura.

Nucleo Accumbens

A ANOVA de duas vias demonstrou que 15 min apds o desafio ndo ha nenhum efeito para
GluA1 fosforilado (5845, condicionamento: F(; ,0= 0,04543, P=0,833; tratamento poés-reativacdo: F;,
20= 0,40911, P=0,530; interagdo F;, 2= 1,18610, P= 0,289; fig. 13A). J4 em 48 h o teste estatistico
apontou efeito principal de condicionamento (F(;, 1= 11,3174, P=0,006), mas ndo de tratamento pos-
reativacao (F(y, 12= 2,5544, P= 0,136) ou interacdo (F(y, 1= 1,1283, P= 0,309; fig. 13B). O post hoc SNK
indicou que os grupos morf-DMSO e morf-CHX apresentaram niveis diminuidos de GluA1 fosforilado
em relacdo ao controle sal-DMSO no NAc (P=0,022 e P=0,19, respectivamente), além de uma
tendéncia estatistica para a CHX no grupo salina ser diferente estatisticamente do grupo sal-DMSO

(P=0,084).
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Figura 13. Experimento 3C: GluAl fosforilado (S845, GluAlp) no Nucleo Accumbens apods o desafio. 15 min ou 48 h apds o teste de
sensibilizacdo locomotora os animais foram sacrificados e a subunidade GluA1 fosforilada dos receptores AMPA foi avaliada. (A) Aos 15 min
apds o desafio ndo ha diferenga entre os grupos, (B) mas em 48 h, os grupos morfina apresentam niveis diminuidos de GluAlp em relagdo ao
controle sal-DMSO. a: Significativamente diferente dos grupos; b: ndo difere significativamente de nenhum grupo (ANOVA de duas vias

seguida de teste post hoc SNK, P<0,05, (A) N=6 por grupo, (B) N=6 por grupo).

O GluA1 total ndo se alterou 15 min (efeito de condicionamento: F; 1¢= 2,6868, P=0,121;
tratamento pds-reativagdo: F(;, 1= 0,3245, P=0,577; interagdo: F(;, 15= 0,0966, P=0,097; fig. 14A) ou
48 h ap6s o desafio (efeito de condicionamento: F(y, 1= 0,0010, P= 0,975; tratamento pds-reativagdo:

Fiu, 16= 3,2478, P= 0,090; interacdo: F(i, 1= 0,0222, P= 0,883; fig. 14B).
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Figura 14. Experimento 3C: GluA1l total no Nucleo Accumbens apds desafio. 15 min ou 48 apds o teste de sensibilizagdo locomotora os animais
foram sacrificados e a subunidade GluA1 (total) dos receptores AMPA foi quantificada. Ndo ha nenhum efeito (A) aos 15 min ou (B) em 48 h apds

o desafio (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc SNK, P>0,05, (A) N=6 por grupo, (B) N=6 por grupo).

A analise de GIuA2 total apds 15 min do desafio indicou efeito principal de condicionamento
(F1, 20= 15,2463, P=0,000), mas ndo de tratamento pds-reativagao (F, ,0= 1,3307, P=0,262) ou
interagdo (F(1, 20= 1,2439, P=0,278; fig. 15A). O post hoc SNK indicou que o grupo controle para
morfina (morf-DMSO) apresenta niveis elevados de GIuA2 total em relagao aos grupos condicionados
com salina (sal-DMSO e sal-CHX; P=0,006 e P=0,009), além de ter sido encontrado uma tendéncia
entre sal-DMSO e morf-CHX (P=0,066). Em 48 h depois do teste de sensibilizacdo, houve efeito
principal de condicionamento (F, 1= 15,1065, P= 0,001) e tratamento pds-reativacdo (F1, 1¢=
1,3307, P=0,262), mas sem interagdo condicionamento x tratamento (F;, 15= 0,4668, P= 0,504; fig.
15B). O post hoc SNK indicou que o grupo morf-CHX é diferente significativamente de todos os outros
(sal-DMSO, sal-CHX e morf-DMSO, P=0,001, P=0,014 e P=0,027, respectivamente) e houve uma

tendéncia estatistica em ter diferencga entre sal-DMSO e morf-DMSO (P= 0,090).
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Figura 15. Experimento 3C: GluA2 no Nucleo Accumbens apds desafio. 15 min ou 48 h apds o teste de sensibilizagdo locomotora os animais
foram sacrificados e a subunidade GIuA2 (total) dos receptores AMPA foi avaliada. (A) Aos 15 min depois do desafio o grupo morf-DMSO
apresentou niveis elevados significativamente em relagdo a sal-DMSO e sal-CHX e (B) em 48 h o grupo morf-CHX niveis diminuidos de GluA2
(total) em relagdo aos demais grupos (B). a: Significativamente diferente dos grupos; b: ndo difere significativamente de nenhum grupo

(ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc SNK, (A) N=6 por grupo, (B) N=5 por grupo).

Em conjunto, os dados do NAc indicam que existe uma diminuicdo tardia de GluAlp (5845),
sem alterar as quantidades totais da subunidade. A morfina induz um acréscimo transitdrio de
GluA2, que retorna aos niveis basais tardiamente, e a CHX tem uma pequena elevacao rapidamente
(sem ser diferente estatisticamente) e um decréscimo tardio. Isso demonstra que o desafio, apds
condicionamentos com morfina, induziu uma modula¢do na recep¢do glutamatérgica no NAc e a

inibicdo dos comportamentos pela CHX nado refletiu em alteragGes nessa estrutura.
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4.4.Experimento 4: Participacdo especifica do HPCd na mediacdo do efeito sistémico da morfina
- Animais com CHX infundido no HPCd ndo adquiriram preferéncia por local nem

sensibilizacdo locomotora induzida por morfina.

O experimento 4 foi dividido em experimento 4A e 4B, investigando-se o efeito da CHX no
HPCd imediatamente apds a reativacdo (10 min) sobre a preferéncia por local (experimento 4A) e

sobre a sensibilizacdo locomotora (experimento 4B).

Experimento 4A: Animais com CHX infundido no HPCd ndo adquiriram preferéncia por local induzida

por morfina.

Os condicionamentos foram realizados durante 4 dias, iniciando-se 24 h apés o pré-
condicionamento, onde se confirmava que os animais n3o tinham lado preferencial. No 6° dia,
realizava-se a sessdo de reativacdo (24 h depois do ultimo condicionamento) visando testar a
reten¢do do condicionamento e reativar a memdaria. A sess3o de teste, no 7° dia, verificou se houve
algum efeito do tratamento pds-reativacdo sobre a preferéncia.

Apds a sessdo de reativacdo, validada em 10 min no experimento 3A, foi realizada a infusao
bilateral de 0,5 pl/lado de CHX (20 pg/ul) ou seu veiculo (DMSO, 0,8%) no HPCd. A fig. 16 mostra o
indice de preferéncia ao longo das sessoes.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou auséncia de efeito do condicionamento (F(;, ,g)=
1,865, P= 0,183), do tratamento pds-reativagdo (F;, ,5= 0,114 P=0,738), da interagdo entre eles (F,,
2= 2,218 P= 0,147), efeito do tempo (F(,, s= 1,898 P=0,159) e das interagdes com essa variavel
[tempo x condicionamento (F(, s¢= 1,461 P=0,240), tempo x tratamento (F, sq= 1,153 P=0,322),
tempo x condicionamento x tratamento (F,, s¢y= 0,356 P=0,702)].

O grupo morf-DMSO visualmente apresenta um aumento da preferéncia em relagdo ao
compartimento droga na reativacdo que se mantém no teste, mas essa tendéncia ndo foi
suficientemente robusta para indicar sequer uma tendéncia estatistica, provavelmente devido as
flutuagdes estatisticas fruto do N reduzido, que, nesses animais operados parece ser maior que nos
animais apenas tratados sistemicamente (fig. 7). Isso se manifesta mais claramente no maior erro
padrao da média observado na reativacdo e no teste do grupo morf-CHX, sugerindo a necessidade de
aumentar o N para obtermos algo mais conclusivo, o que nao foi possivel com os animais disponiveis

dentro do tempo hdbil deste mestrado
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Figura 16. Experimento 4A: Preferéncia por local nos animais canulados HPCd. O condicionamento nao foi capaz de alterar
significativamente a preferéncia dos grupos tratados com morfina, nem a infusdo de CHX no HPC teve qualquer efeito sobre
a preferéncia. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo (ANOVA de medidas repetidas seguido de post hoc SNK,

P>0,05, N's: sal-DMS0=10, sal-CHX=6, morf-DMSO=10 e morf-CHX=6).
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Experimento 4B: Animais com cirurgia no HPCd nao exibem sensibilizagdo locomotora induzida por

morfina.

Todos os mesmos animais que passaram pelos procedimentos descritos no experimento 4A,
24 h apos o teste foram desafiados ao receber a infusdo s.c. da metade da dose de morfina usada no
condicionamento (2,5 mg/kg). A fig. 17 mostra a distancia percorrida dos animais durante o desafio
(25 min).

A ANOVA de duas vias ndo revelou efeito do condicionamento (F, 25)= 0,5493, P=0,465), do

tratamento pds-reativagdo (F(y, 25= 0,080, P=0,779) ou interacdo entre eles (F;, ,5= 0,790, P=0,382).
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Figura 17. Experimento 4B: distancia percorrida no desafio apds CHX no HPCd depois de 10 min de reativagdo. 24 h apds o
teste de preferéncia, todos os grupos foram desafiados com morfina (2,5mg/kg) e a distancia percorrida (m) foi analisada
durante 25min. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo. Ndo houve diferencga entre os grupos na sessdo (ANOVA

de duas vias, P>0,05, N's: sal-DMS0=10, sal-CHX=6, morf-DMSO=10 e morf-CHX=6).

Esses resultados indicam que as administragdes repetidas de morfina nos animais canulados
no HPCd ndo foram capazes de induzir sensibilizacdo locomotora, nem a administracao intracerebral
de CHX alterou a distancia percorrida nos animais condicionados com morfina, porém, considerando-
se as flutuagbes verificadas no exp. 4A, o aumento do N poderia mudar esse quadro, por ora,

inconclusivo.
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3.6. Experimento 5: Participacdo especifica do cNAc na mediagdo do efeito sistémico da morfina
encontrado - Animais com CHX infundido no cNAc ndo revertem a preferéncia por local nem

exibem sensibilizagdo locomotora induzida por morfina

Experimento 5A: Animais com CHX infundido no cNAc ndo revertem preferéncia por local induzida

por morfina

Os condicionamentos foram realizados durante 4 dias, iniciando-se 24 h apés o pré-
condicionamento, onde se confirmava que os animais n3o tinham lado preferencial. No 6° dia,
realizava-se a sessdao de reativagdo (24 h depois do ultimo condicionamento) visando testar a
reten¢do do condicionamento e reativar a memdaria. A sess3o de teste, no 7° dia, verificou se houve
algum efeito do tratamento pds-reativacdo sobre a preferéncia.

Apds a sessao de reativacdo, validada em 10 min no experimento 3A, foi realizada a infusdo bilateral
de 0,5 pl/lado de CHX (20 pg/ul) ou seu veiculo (DMSO, 0,8%) no cNAc. A fig. 18 mostra o indice de
referéncia ao longo das sessdes.

A ANOVA de medidas repetidas revelou efeito do condicionamento (F, 2= 8,157 P= 0,008),
do tempo (F, 5= 7,660, P= 0,001), interagdo entre tempo x condicionamento (F, s¢)= 3,883, P=0,026)
e entre tempo x tratamento pds-reativagdo (F(,, s= 4,209 P=0,020). Nao houve efeito do tratamento
pos-reativacdo (Fy, 2= 0,869, P=0,359), interagdo entre condicionamento x tratamento (F(y, 2= 0,757,
P=0,391) e entre tempo x condicionamento x tratamento (F,, s¢= 1,226 P=0,301). O teste post hoc
SNK revelou que o grupo morf-DMSO aumentou significativamente a preferéncia na reativacdo
(P=0,007), embora no teste essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa (P=0,148 em
relacdo ao pré-condicionamento), isto &, a preferéncia ndo durou. O grupo morf-CHX apresentou um
pequeno aumento da preferéncia na reativacao e teste, nao significativo estatisticamente (P=0,1675
e P=0,457, respectivamente). Os grupos dentro das sessdes ndo apresentaram diferenca significativa

entre si também (P>0,05).

A auséncia de interacdo entre condicionamento x tratamento pds-reativacdo e a nao
existéncia de aquisicao de preferéncia no grupo morf-CHX sugere que os animais canulados no cNAc
também ndo condicionaram adequadamente, mesmo que no grupo morf-DMSO tenha sido
encontrada diferenca entre pré-condicionamento e reativagdo. Assim, esses dados indicam que ndo

houve aquisicdo de preferéncia no CPL com morfina e nem a CHX infundida localmente teve
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qualquer efeito sobre a preferéncia de lugar. Novamente, o baixo N que dispomos durantes este

trabalho pode ter influenciado os resultados.
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Figura 18. Experimento 5A: Preferéncia por local nos animais canulados no cNAc. O condicionamento induziu preferéncia
pelo compartimento droga apenas na reativagdo do grupo morf-DMSO (P<0,05), além disso, a infusdo de CHX ndo teve
qualquer efeito sobre a preferéncia. Ndo se encontrou nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre sessGes nos
demais grupos ou dentro das sessdes, a: Significativamente diferente das demais sessdes no mesmo grupo; b: ndo difere
significativamente de ambas sessdo dentro do grupo (ANOVA de medidas repetidas seguido de post hoc SNK, P>0,05, N's:

sal-DMS0=9, sal-CHX=8, morf-DMS0O=8 e morf-CHX=6)
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Experimento 5B: Animais com cirurgia no cNAc ndo exibem sensibilizagcao locomotora induzida por
morfina.

Todos os mesmos animais que passaram pelos procedimentos descritos no experimento 5A,
24 h apods o teste, foram desafiados ao receber a infusdo s.c. da metade da dose de morfina no
condicionamento (2,5 mg/kg). A fig. 19 mostra a distancia percorrida dos animais durante o desafio
(25 min).

A ANOVA de duas vias ndo revelou efeito do condicionamento (F, ,5= 0,967, P= 0,334), do
tratamento pds-reativagdo (F(y, 2= 0,240, P=0,628) ou interagdo entre condicionamento x tratamento

(Fi1, 28= 0,218, P=0,644).
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Figura 19. Experimento 5B: Distancia percorrida no desafio apds CHX sistémica depois de 10 min de reativagdo. 24 h apds o
teste de preferéncia, todos os grupos foram desafiados com morfina (2,5 mg/kg) e a distancia percorrida (m) foi analisada
durante 25 min. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo. Nao houve diferenga significativa entre os grupos

(ANOVA de duas vias seguido de post hoc SNK, P>0,05, N's: sal-DMS0=9, sal-CHX=8, morf-DMSO=8 e morf-CHX=6).

Esses resultados indicam que as administracdes repetidas de morfina nos animais canulados
no cNAc ndo foram capazes de induzir sensibilizacdo locomotora, nem a administracdo intracerebral
de CHX alterou a distancia percorrida nos animais condicionados com morfina, porém, considerando-
se as flutuagdes verificadas no exp. 5A, o aumento do N talvez pudesse mudar esse quadro, por ora,

inconclusivo.
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5. DISCUSSAO

Este estudo investigou a reconsolida¢do na tarefa de condicionamento de preferéncia por
local (CPL) como janela temporal oportuna para reverter comportamentos adquiridos com
administracdes repetidas de morfina, como a preferéncia por local e a sensibilizacdo locomotora.
Também buscou quantificar possiveis adapta¢Oes plasticas (nas subunidades dos receptores AMPA)
no Hipocampo dorsal (HPCd) e no centro do Nucleo Accumbens (cNAc) produzidas pelo
condicionamento do contexto associado a infusdo de morfina, com ou sem a inibigdo farmacoldgica
da reconsolidagdo por um inibidor de sintese proteica (CHX). Os resultados deste trabalho replicaram
dados da literatura em um aparato de CPL configurado para nao ter preferéncia prévia por local
(unbiased, experimento 1). A seguir, verificamos que sessGes de reativa¢do longas (15 min) tendem a
induzir extingao (experimento 2), enquanto que sessdes mais curtas (10 min) favorecem um processo
de reconsolidagdo. Demonstramos, pela primeira vez em um mesmo desenho experimental, que o
bloqueio da reconsolidacdo da memdria do CPL, além de neutralizar a preferéncia por local
promovida pela morfina (experimento 3A), também reverteu a sensibilizacdo locomotora induzida no
desafio (experimento 3B). Nas estruturas estudadas, confirmou-se que o condicionamento de
associacdo com morfina induziu neuroadaptacGes no sistema de recep¢do glutamatérgica -
mudancas nas subunidades dos receptores AMPA - que o tratamento pds-reativacdo nao foi capaz de
modificar (experimento 3C). Os experimentos que investigaram o papel do Hipocampo dorsal
(experimento 4A e 4B) e do centro do Nucleo Accumbens (experimento 5A e 5B) foram menos
conclusivos sobre um possivel papel diferencial dessas estruturas nos parametros preferéncia por
local e sensibilizacdo locomotora, possivelmente devido ao menor nimero amostral.

O experimento 1 buscou construir uma configuracdo do CPL sem preferéncia prévia
(unbiased). A combinacdo 2 dos contextos ndo apresentou diferenca estatistica, porém, uma
guantidade importante dos animais (37,5%) apresentou indices de preferéncia maior que 0,7 ou
menor que 0,3, o que justificou continuar buscando outra combinag¢do. A combinac¢do dos contextos
que melhor atendeu aos critérios estabelecidos na sessdao material e métodos foi a 4, portanto, os
experimentos que se seguiram foram realizados nessas condi¢cdes. Neste experimento mostramos
gue modificando padrbes visuais (nas paredes) ou tacteis (no assoalho) é possivel modular a
preferéncia por local inata dos ratos no paradigma condicionamento de preferéncia por local e,
assim, montar uma configuracdo na qual, que na média, os animais ndo apresentam preferéncia por
nenhum compartimento ou local (aparato sem preferéncia prévia por local, fig. 5). Nesse paradigma

comportamental, pode-se observar mais claramente que a aquisicio da preferéncia nos
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experimentos subsequentes deveu-se apenas aos efeitos reforcadores da morfina e nao a efeitos
inespecificos da droga, caso esta acabasse pareada com um compartimento naturalmente nao
preferido (um desenho experimental contrabalanceado) em um aparto com preferéncia prévia
(biased - ver Tzschentke, 1998).

No experimento 2, condicionamos os animais utilizando a dose de morfina de 5 mg/kg
(valjent, et al., 2006; Robinson, & Franklin, 2007; Sadeghi, et al., 2016) e avaliamos se 0s animais
manteriam a preferéncia em um teste, 24 h depois de uma sessdo de reativacao de 15 min, livre de
droga, em que o animal poderia explorar todo o aparato (fig. 6). O protocolo induziu preferéncia por
local com a dose de morfina utilizada na reativacdo, mas os animais tratados com morfina mostraram
uma tendéncia aparente de menor preferéncia pelo compartimento associado a droga no teste. De
forma geral, em termos de memdria, parece que reexposi¢des Unicas e curtas ao EC tendem a
reativa-la (labiliza-la/desestabiliza-la), induzindo, via mecanismos de reconsolidagdo, algum tipo de
atualiza¢do, modificando-a (Miller, & Marshall, 2005b; Milekic et al., 2006; Valjent, et al., 2006). Por
outro lado, sessdes mais prolongadas e/ou repetidas tendem a promover a extingdo do traco de
memoria (Lu, et al., 2002; Raybuck, et al., 2013; Sadeghi, et al., 2016). O critério para considerar se
uma sessao € curta ou longa parece depender do tipo de memodria e da tarefa abordada. Nos
experimentos com condicionamento de medo, as reexposicGes que induzem reconsolidagdo
geralmente sdo bastante curtas, variando muitas vezes de 3 a 5 min (de Oliveira Alvares, et al., 2013;
Crestani, et al.,, 2015), enquanto que, no caso de memdrias apetitivas, essas reexposicoes
normalmente sdo mais longas (10 a 30 min; Lee, et al., 2005; Miller, & Marshall, 2005b; Milekic et al.,
2006; Valjent, et al., 2006). Da mesma forma, protocolos de extincdo para memorias de medo
frequentemente envolvem sessdes Unicas, enquanto que aqueles de CPL geralmente tem sessdes
repetidas (Lu, et al., 2002; Raybuck, et al., 2013; Sadeghi, et al., 2016). Possivelmente, tal diferenca
se deva ao fato de que no protocolo de tarefas aversivas normalmente o nimero de sessées durante
o aprendizado é menor e estas sdo mais curtas, enquanto que em aprendizados apetitivos
relacionados a drogas, sdo necessarias sessOes sucessivas e mais longas para aquisi¢cao (Taubenfeld,
et al., 2010; Crestani, et al., 2015). A intensidade de treino ou nimero de sessGes de treino também
influenciam a intensidade do traco de memoria, de tal forma que uma maior quantidade de treinos
ou maior intensidade dos mesmos (quanto a dose ou ao choque empregados) produz memdarias mais
robustas (Raybuck, et al., 2013). Memadrias com treinos mais intensos parecem exigir sessdes mais
longas ou em maior nimero para se verifique alguma atualizacdo que envolva reconsolidacao
(Suzuki, et al., 2004; Robinson & Franklin, 2010). Mesmo assim, Escosteguy-Neto et al. (2016) foram
bem-sucedidos em promover a reconsolida¢do na tarefa de CPL com apenas 3 minutos de reativagao,

menos tempo do que a maioria dos trabalhos mostra.
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Levando-se em conta que a reativacdao de 15 min aparentemente induziu uma leve extin¢ao
na preferéncia por local, julgamos que este protocolo de reativacdo ndo é o ideal para se investigar a
hipotese da reconsolidacdo neste tipo particular de memodria. Em muitos estudos com
reconsolidacdo da memdria o tratamento amnéstico utilizado apds a reativacdo sao inibidores de
sintese proteica, como anisomicina e cicloheximida (Nader, et al., 2000; Valjent, et al., 2006; Jarome
& Helmstetter, 2014). No experimento 3, investigamos o efeito da infusdo sistémica de CHX apds
uma reativagao de 10 min - idéntica a uma sessdao de pré-condicionamento ou teste - sobre o teste
de preferéncia por local (experimento 3A, fig. 8) e de sensibilizacdo locomotora (desafio,
experimento 3B, fig. 9). Os resultados mostram que a CHX, infundida apds uma reativagdo curta (10
min), foi capaz de prejudicar a preferéncia por local induzida pela morfina, assim como reverteu a
sensibilizacdo locomotora observada nos animais condicionados com morfina que receberam veiculo
apods a reativagdo. Flutuagdes no N do experimento ou a baixa dose de morfina utilizada neste
trabalho podem ter contribuido para que o grupo morf-DMSO no teste ndo tenha sido
significativamente diferente em relacdo ao pré-condicionamento, embora essa diferenca seja
visualmente minima e o teste ndo tenha diferido - nem mesmo apresentado tendéncia - da
reativacdo. Além disso, apesar de nem todas as comparagdes importantes entre os grupos dentro de
cada sessdo tenham sido significativas, a andlise da mudanca de desempenho entre sessGes em cada
grupo indica que os animais morfina condicionaram e que a CHX reverteu a preferéncia produzida
pelo condicionamento. A memoria de preferéncia por local é uma memdria apetitiva dependente de
contexto (Sanchis-Segura & Spanagel, 2006) que, como é de se esperar, utiliza estruturas
importantes envolvidas no armazenamento de memarias contextuais (Milekic et al., 2006) além, é
claro, de estruturas do sistema de recompensa (Miller & Marshall, 2005a; Koya, et al., 2009; Volkow
& Morales, 2015). Nossos achados com CPL sdo consistentes com os de outros autores que também
verificaram que a inibicdo de sintese proteica apds a reativacdo prejudica a preferéncia por local
(Milekic, et al., 2006; Valjent, et al., 2006; Robinson & Franklin, 2007; Fan, et al., 2010; Escosteguy-
Neto, et al., 2016), bem como empregando outros tratamentos que também inibem a
reconsolidacdo - agonistas gabaérgicos ou antagonistas beta-adrenérgicos, por exemplo (Bernardi, et
al., 2009; Robinson & Franklin, 2010; Robinson, et al., 2011), ou mesmo com inibicdo da erkp
(Valjent, et al., 2006). Também mostraram-se eficazes tratamentos que inibem a reconsolidagao no
Nucleo Accumbens (Miller & Marshall, 2005b), no Hipocampo dorsal ou na Amigdala basolateral
(Milekic, et al., 2006), embora os protocolos de reativacdo da memdria fossem bastante diferentes
nesses trabalhos. Sendo assim, reativamos a memdria mesmo na auséncia da droga e o aparato
estando livre para exploragdo (reativa¢do do tipo teste), tal como Miller & Marshall (2005b), Bernardi

e et al (2009) e Robinson & Franklin (2010). Outros pesquisadores, porém, conseguiram inibir a
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reconsolidacdo apenas quando a reativacdo foi feita no contexto associado a droga (reativagdo ao
contexto associado a droga), quando foi realizada uma sessdo de condicionamento (reativacdo ao
contexto + droga) ou até mesmo quando foi preciso fazer um ciclo de condicionamento,
condicionamento droga + condicionamento veiculo (reativa¢cdo do tipo condicionamento). Millekic et
al. (2006) ndo encontraram efeito da inibicdo de sintese proteica (anisomicina e CHX) apds um teste
de 10 min, foi necessaria uma nova sessdo de condicionamento (contexto + droga) para que o
tratamento tivesse efeito, o que se manteve até 4 semanas depois da reativacdo, ou seja, algo que
ndo se parece com recuperagao espontanea e que seria caracteristico de um processo de extingdo.
Essa diferenca em relacdo ao presente trabalho pode estar relacionada ao fato de que Milekic
utilizou o dobro da dose de morfina (10 mg/kg) e sessdes de condicionamento um pouco mais longas
(30 min) em relagdo ao nosso protocolo criando, dessa forma, podendo ter sido criada uma memdria
mais robusta e mais dificil de ser desestabilizada e, assim, sendo necessdria administracdo da droga
durante a reativacdo. De forma semelhante, Valjent et al (2006) verificaram que o tratamento
amnéstico ndo teve efeito apds a reativacdo na presenca apenas do contexto associado a droga e
Robinson & Franklin (2007), também ndo encontraram qualquer efeito quando a reativacdo era feita
no contexto em que se infundiu veiculo. O tratamento prejudicou o desempenho dos animais no
teste apenas quando a reativacdo foi realizada no contexto associado a droga, com administracdo
desta (reativacdo do tipo condicionamento). No primeiro trabalho, citado acima, verificou-se que o
prejuizo na preferéncia ndo exibia recuperacdo espontanea nem reinstalacdo da preferéncia na
presenca de um priming (dose menor da droga) 2 semanas depois da reativa¢do, o que refuta a
possibilidade do tratamento ter facilitado a extincdo e indica que o processo efetivamente
prejudicado foi a reconsolidagdo. Fan et al. (2010) conseguiram reverter a preferéncia administrando
anisomicina ou CHX apds teste de 15 min ou apods ciclo de condicionamento (condicionamento
veiculo e condicionamento droga). Em ambos experimentos ndo houve reinstalacio um més e meio
apods a reativagdo. Estes trabalhos estdo de acordo com nossos achados e sdo consistentes, com um
importante corpo de estudos que demonstra que inibindo-se o processo de reconsolida¢cdo da
memoria pode-se enfraquecé-la ou apaga-la (Sorg , 2012; Reichelt & Lee, 2013; Torregrossa &
Taylor, 2013).

Apesar dos diversos estudos que investigaram e conseguiram reverter a preferéncia por local
através da reconsolidagdo, sdo escassos os trabalhos que investigaram isso para a sensibilizacdo
comportamental. Enquanto nés demonstramos que com uma sessao de 10 min de reativacdo do tipo
teste foi suficiente para a CHX infundida sistemicamente prevenir a expressdo da sensibilizagdo (fig.
9), Valjent et al. (2006) ndo conseguiram demonstrar efeito da anisomicina apds reativacdo sobre a

sensibilizacdo. A sessdo neste Ultimo trabalho foi reativacdo do tipo condicionamento, em que os
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animais foram reexpostos ao contexto sob efeito de cocaina por 20 min, o que pode ter sido
demasiadamente longa ja que o protocolo de aquisicdo utilizou uma Unica dose de cocaina. Além
disso, a reexposicdo ao EC e El pode ter sido uma sessdo adicional de aquisicdo, e o tratamento estar
atuando sobre a consolidacdo e ndo sobre a reconsolidagdo propriamente dita.

Ja no estudo de Bernardi et al. (2007), o mesmo tratamento depois de uma sessdo curta de
reexposicdo (5 min) somente ao contexto (reativacdo ao contexto) foi capaz de prejudicar a
sensibilizacdo locomotora, o que nao foi encontrado quando a sessdo foi longa (30 min), quando ndo
houve reativagdo ou quando a anisomicina foi injetada 25 min depois da sessdo curta. Dessa forma,
os autores baseiam seus achados na inibi¢cdo da reconsolidagdo de uma memdria relacionada a droga
- 0s Unicos autores que trazem explicitamente essa ideia, que nés também compartilhamos. O tempo
eficaz em reativar a memoaria foi bem menor do que o que usamos, porém, neste trabalho a indugdo
da sensibilizagdo foi com uma Unica dose de cocaina, embora esta tenha sido alta, o que pode ter
formado uma memadria mais fraca e, assim, mais facil de ser desestabilizada (Suzuki et al., 2004;
Reichelt, & Lee, 2013). Um ultimo trabalho utilizou ratos transgénicos e empregou o método de
inativacdo neuronal por Daun02, que é referida como uma "pré-droga" que atua inibindo
seletivamente uma pequena populagdo de neurdnios (2 a 3%), neste caso, células possivelmente
envolvidas com a plasticidade comportamental da sensibilizacdo. Foi realizada uma sessdo de
reativacao longa do tipo condicionamento, em que os animais permaneceram na caixa de aquisicao
sob efeito de cocaina e 90 min depois receberam uma infusdo de Daun02 ou veiculo no NAc (Koya et
al., 2009). Esse tratamento apresentou o mesmo efeito observado em Bernardi et al. (2007), isto é, a
sessdo de reativacdo foi bastante longa apds administracdo de cocaina, provavelmente porque isso
era necessario para que a populacdo neuronal responsdvel pela expressdo da sensibilizacdo
expressasse a enzima necessdria para que, entdo, a Daun02 produzisse efeito inibitorio sobre aqueles
neurdnios. Outra possivel explicacdo diz respeito a forca ou intensidade dessa memoéria, ja que foram
7 sessOes de aquisicdo longas, e, por isso, talvez fosse necessaria uma maior reexposicdo para
desestabilizar o trago a ponto de o tratamento ter efeito. Do nosso conhecimento, esses sdo os
Unicos 3 trabalhos que tentam reverter a sensibilizacdo a partir de mecanismos semelhantes a
reconsolidacdo da memédria. Junto aos nossos achados, esses trabalhos expandem o conhecimento
acerca da reconsolidacdo da memdria e sustentam uma hipdtese de elevada relevancia clinica que
sugere que interferir no processo de reconsolidagdo pode ser eficiente em atenuar comportamentos
motivados mal adaptativos e suas problematicas consequéncias.

E importante salientar que apesar de um corpo importante de evidéncias na literatura sobre
sensibilizacdo demonstrar que esta se restringe ao contexto, outros trabalhos indicam que ela pode

ser expressa em contextos diferentes ao da aquisicdo (Kalivas & Duffy, 1987; Heidbreder, et al., 1996;
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Vekovischeva et al., 2001; Zhu et al., 2015). Browmam et al. (1998) indicaram que a independéncia
de contexto desenvolve-se apenas com doses mais altas de droga, enquanto que doses mais baixas
dependem do contexto. No presente trabalho ndo chegamos a investigar essa dependéncia de
contexto para expressdo, portanto, nossos resultados demonstram reversdo do comportamento no
contexto de aquisi¢do. Para esclarecer se nosso protocolo também induz o comportamento de forma
mais generalizada, diferentes ao da aquisicdo, seria necessario verificar se a reversdao da
sensibilizacdo fica restrita ou ndo apenas a caixa de aquisi¢do.

Nossos resultados comportamentais do experimento 3 referem-se a memdria recente da
recompensa em teste de preferéncia e desafio. Importantes ferramentas poderiam ter sido utilizadas
para suportar de forma mais clara que os achados foram devidos a inibicdo de reconsolidacao, tais
como teste remoto para avaliar se o efeito do tratamento é duradouro (o que também confirmaria
nao tratar-se de uma extingdo, sujeita a recuperagdo espontanea), teste apds um priming para
avaliar a chamada “reinstalacdo” da preferéncia, ou ainda a utilizagdo de farmacos que previnam a
desestabilizacdo da memdria ou administracdo de CHX fora da janela de reconsolida¢gdo. Como nao
realizamos testes comportamentais complementares, ndo temos como refutar a possibilidade de que
tenha havido algo como facilitagdo da extingao ou prejuizo da evocagao, ao contrario dos trabalhos
citados, que colheram mais evidéncias que nos.

Estd bem estabelecido que drogas de abuso induzem mudancas de curto e de longo prazo na
efetividade de sinapses glutamatérgicas em circuitos que controlam recompensa, motivacao,
aprendizado e memoaria (Kelley, 2004). As mudancas de longo prazo a nivel celular sdo chamadas de
plasticidade sinaptica, sendo as mais estudadas, a LTP e a LTD (potencia¢do e depressdo de longa
duracdo, respectivamente). De forma geral, estas podem ser comumente induzidas pela ativacdo de
receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), ativacdo de cinases ou
fosfatases, fosforilacdo ou desfosforilacdo de substratos, insercdo ou endocitose de receptores
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico) na membrana, transcricdo génica e
sintese de novas proteinas.

Por regularem a efetividade sinaptica glutamatérgica, o trafego dos receptores AMPA é um
componente fundamental na plasticidade e pode ajudar a compreender os comportamentos
motivados e de busca de drogas, assim como estudar estratégicas de intervencdo nesse sistema para
reversdo de comportamentos problematicos. Esses receptores sdo normalmente compostos por 4
subunidades, que variam de GluA1-4 (ou também GIluR1-4 ou GIuRA-D). O trafego de AMPA parece
depender de determinados arranjos de subunidades, ja que heterdmeros GluA1/2 sdo recrutados
apos LTP e GluA2/3 sdo inseridos de forma constitutiva. A insercdo de GluAl ocorre apds LTP e sua

desfosforilagdao e, consequente internaliza¢do, junto com GIluA2, estd envolvida com a indugdo da
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LTD (Malenka, 2003; Anggono & Huganir, 2012; Huganir & Nicoll, 2013). Além disso, a fosforilacdo de
GluA1l na serina 845 (S845) é induzida pela cinase dependente de AMPc (PKA), que é ativada apds
estimulagdo de receptores D1 no NAc (Wolf et al., 2004; Wolf, 2010a), influenciando o trafego de
AMPA pela interagdo entre sua cauda C citoplasmatica e proteinas intracelulares. Apesar de ainda
ser motivo de discussdo como exatamente se dd o controle do trafego de AMPA (Anggono &
Huganir, 2012), alteragdes dos niveis das subunidades e mudangas pods-traducionais, como sua
fosforilagdo, parecem estar envolvidas nas mudangas plasticas decorrentes do uso de determinadas
drogas psicotrdpicas (Malenka, 2003; Kauer & Malenka, 2007).

No experimento 3C, os animais do experimento 3A e 3B tiveram o Hipocampo dorsal e o
Nucleo Accumbens dissecados em dois tempos apds o desafio, aos 15 min ou em 48 h, e as
subunidades GluAlp (S845), GIuAl e GIuA2 foram analisados por western blot (figs. 10-15). A tabela

3 faz uma sintese esquematica de nossos achados).

Tabela 3. Resumo esquematico da anadlise das estruturas por western blot (experimento 3C)

15 min apos desafio 48 h apos desafio

morf-dmso  morf-chx morf-dmso  morf-chx
GluAlp  Fig. 9 N N 0 0

HPCd | GIuAl  Fig. 10 0 0 0 0
GluA2  Fig. 11 ] M 0 0
GluAlp Fig. 12 0 0 " V.
NAC GluAl  Fig. 13 0 0 0 0
GluA2  Fig. 14 0 0 Y/

Fonte: produzida pela autora. A tabela indica as diferengas estatisticamente significativas encontradas com relagao aos
respectivos grupos-controle (sal-DMSO, sal-CHX). 0: sem efeito significativo, aumento e diminuigdo em relagdo ao grupo

sal-DMSO.

A maior parte da literatura que investiga essas neuroadaptacdes utiliza drogas
psicoestimulantes e ndo depressoras como a morfina, que é opioide (Wolf, et al., 2004; Wolf, 2010a;
Dacher & Nugent, 2011; Luscher & Malenka, 2011). Apesar de ambas classes de farmacos
compartilharem algumas caracteristicas, como promoverem o aumento de dopamina no Nucleo
Accumbens (Di Chiara & Imperato, 1988) e representarem um reforco positivo (Tzschentke, 2007;

Fields & Margolis, 2015), elas apresentam importantes diferencas farmacoldgicas, comportamentais
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e relacionadas a plasticidade (Badiani et al., 2011; Russo et al., 2010). Por isso, apenas alguns dados
com psicoestimulantes serdo discutidos aqui, sem o objetivo de comparar exaustivamente os dados
entre essas drogas.

Nosso tratamento com morfina induziu um aumento nos niveis de GluAlp (S845) no HPCd
em 15 min pds desafio, embora esse aumento ndo tenha se mantido na analise de 48 h (fig. 10).
Nesta mesma estrutura, os niveis totais de GIuAl ndo se alteraram e a CHX nao teve efeito (fig. 11). A
morfina inicialmente diminui a via do AMPc (diminuindo a atividade de PKA), porém induz
superestimulacdo com o uso crénico, promovendo aumento de PKA e fosforilagcdo de GluAl (S845),
gue estad relacionado a comportamentos de dependéncia (Nestler, 2016). A tabela 4 compara
resultados de alguns trabalhos selecionados com morfina que serdo importantes nessa discussdao. O
aumento de fosforilagdo na serina 845 que encontramos estd de acordo com o achado de Xia et al.
(2011) de que a diminuicao dessa fosforilacdo previne a expressdo da sensibilizagdo, além de que o
aumento da fosforilagdo 90 min apds o desafio ndo reflete nos niveis totais de GluAl. Também foi
demonstrado que apds o desafio ou tratamento que causa dependéncia, a inducdo da LTP esta
prejudicada (Fakira, et al., 2014; Bao et al., 2007), estando de acordo com um aumento da atividade
da PKA (Bao, et al., 2007), de GluA1l e de resposta basal aumentada em CA1, que indica uma possivel
saturacdo de receptores AMPA na sinapse (Ungless et al., 2001, Wolf, 2010a; Xia et al., 2011). Outros
tratamentos com morfina, mas sem uma sessdo de desafio, também indicam aumento de GluAlp
(S845) e GIuAl total (Zhong et al., 2006; Mordn et al., 2007; Billa et al., 2010; Xia et al., 2011),
embora o tratamento cronico de morfina em fatia por 3 h a 6 d acabe reduzindo esses niveis (Kam, A
Y L et al., 2010). Em contraposicdo, camundongos transgénicos que ndo expressam GIuAl (GIuAl -/-)
ainda conseguem induzir e expressar sensibilizacdo a morfina, no entanto, a expressdo é apenas
dependente de contexto, diferente dos animais normais (wildtype) que também expressam
independente de contexto (Vekovischeva et al., 2001). J4 em rela¢do ao CPL, imediatamente apds o
teste nao existe diferenca em GluAlp (S845) ou GluAl total no HPC (Billa et al., 2009), GluAlp (S845)

s6 aumenta apds sessOes de extincdo ou quando a morfina é administrada na caixa moradia.
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Tabela 4.Tabela comparativa de alguns artigos com andlises do sistema glutamatérgico em resposta a morfina

Abstinénci
Referéncia Espécie Dose Tratamento a pré- Desafio Morte Estrutura  Analisado Subunidade Resultado
desafio
Vekovischeva, - camundongo Locomogdo ndo afeta sensibilizacdo dependente de
OVYetal, (transgénico 10mg/kg 6 adm por6d 24 h ou 5d sim - - no desaf‘io - contexto. mas simca indep endente
2001 GluA1 -/-) ’ p
Fakira, A K et 5- escalonado, 4 adm . , . indugdo de o .
al, 2014 camundongo 15ma/ke de 12 em 12h 7d sim apds desafio HPC LTP em fatia - ndo induz LTP
Oh,2h,18h, aumento de GluAl e GluA2/3 logo apds o
Zhong, W et . 4d,7dou?20 membrana e e tratamento e um aumento ainda maior
al., 2006 rato 10me/ke 12 adm por 12.d nao d apds HPC sinaptossoma GluaA2/3 (comparado com salina e morfina 0 h) nos
tratamento demais tempos de abstinéncia
Mordn, | A et camundongo > escalonado, 4 adm - ndo 12h ap6s HPC sinaptossoma aumenta
al., 2007 €9 1smg/kg  del12em12h tratamento P
. 4 adm por 4 d no CPL |med|’atamen CPL sem efeito, extingdo aumenta GluAlp na
Billa, SK et . te pos teste homogenato, ’ PSD
rato 10mg/kg - ndo HPC . e
al., 2009 12 h ap6s sinapse e PSD
4 adm por 4 d na HC GluA2 aumenta GluAlp na sinapse
tratamento
Aumenta
homogenato,
Billa, SK et camundongo 5- escalonado, 4 adm i ndo 12 h apds HPC sinaptossoma
al., 2010 & 15mg/kg del2em12h tratamento e PSD Aumenta (menos na PSD)
GluA2 sem efeito
EPSC - Aumento de CP-AMPA
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Abstinéncia

Referéncia Espécie Dose Tratamento . . Desafio Morte Estrutura Analisado Subunidade Resultado
pré-desafio
HC 12 h: Aumenta GluAlp mas ndo altera
- nao 12h numero total; aumenta GluA2p mas GIluA2
homogenato, no membrana e M/I diminui
- ndo 7d sinaptossoma, GluA2p(Y876) e HC 7 d: sem diferencas
PSD GluA2 sens no ctx: GIuA1 aumenta no homogenato
sim 90 min HPC e GluAp também na PSD ; GIuA2 diminui na
PSD
. escalonado, 4 sim |me'd|atamen.te EPSC e LTP resposta basal aumentada e no induz LTP
Xia, Y etal., - apos o desafio
camundongo admde 12 em
2011 15me/ke 12h imediatamente atch clam
sim J . P p existe um aumento de CP-AMPA
7d apos o desafio (whole cell)
Locomogdo no
desafio (GluAl
no HPC esta
sim - - menos ndo induz sensibilizagdo
fosforilado na
S845 durante a
aquisicdo)
a dose maior diminui GIluA1 em todos os
membrana
Kam,AYL rato (cultura 10 0u 3h,6h,10u tratamentos, a menorem 1 e 3 d
- - - HPC e
etal, 2011 de HPC) 1pg 3d a dose mair diminui GluAlp em todos os
homogenato . .
tempos avaliados (até 1 d)
agudo: 1 adm 30 minou48h 30 min e 48 h: sem efeito
X imediatamente
Morodn, J A CPL: 6 adm . ) NAc e aumento no Nac e HPC
etal, 2010 rato 10mg/kg T nio apods teste HPC homogenato  GluA1p(S831)/GluAl
sensibilizagdo 24 h apos
+ CPL: 7 adm* tratamento aumento no HPC
« 24 h ap6s N
Herrold, A agudo: 1 adm - ndo tratamento membrana, morf aguda: diminui GIuA1 (M/I)
Aetal., rato 8mg/kg NAc intracelular, e GluA2 N
2013 repetido: 3 no 144 total morf repetida: GluAl tendéncia a aumentar
admpor3d (p=0,081, M/I)
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By A Abstinénci ) . .
Referéncia Espécie Dose Tratamento b? |nenc'| a Desafio Morte Estrutura Analisado Subunidade Resultado
pré-desafio
Mickiewicz,
AL& - 24 h apos membrana, e .
Napier, TC, rato 8 me/ke >admpor5d ) nao tratamento s intracelular GluA2 sem efeito
2011
jc()jseezﬁ)r: (/i): ii ) 3o 74 sem desafio: doses C - aumento de
. S8 . , GIuA1(5845)/GIuAl
Ding, X et rato 2- ma/k dose crescente estriado homogenato GluA1p(S831)
al., 2013 E/ke (C):8dde2 ventral € o P
mg/kg+ 14 d
30 min

dose variavel
desafio: sem efeito

7d sim apos
desafio
o mi NAc NAc centro: diminui GluA1 na membrana de
Glass, M J et 18,9- 3 doses diarias . min centro localizagdo nas neurdnios D1 positivos
rato - nio pés- ———— . —— —
al., 2008 69mg/kg por 14d tratamento  NAc células NAc periferia: diminui GluA1 na MP de neurdnios

periferia D1 negativos

Fonte: produzida pela autora. A tabela acima mostra alguns resultados de uma sele¢do de trabalhos com morfina. adm: administragdes da droga; EPSC: corrente excitatéria pos-sindptica;

M: membrana; |: intracelular; HC: administragdes na caixa moradia; CP-AMPA: AMPA permedvel a calcio. * 5 d de administragdo na caixa moradia, 3 d de abstinéncia e 2 d de

administragdo no CPL.
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Nao encontramos trabalhos que avaliassem o efeito da morfina apds 48 h do desafio. O fato
de a GIuAl1p (S845) no HPCd ndo persistir até 48 h apds o desafio em nosso trabalho pode dever-se a
existir um rapido aumento de fosforilagdao, seguida de um rapido retorno aos niveis basais. Como
explicacdo alternativa, pode ser que a auséncia de um periodo prolongado de abstinéncia apds os
condicionamentos, ou um periodo maior apds o desafio, tenha sido importante para auséncia de
alteracdo, ja que parece haver um aumento de GluAl dependente do tempo de abstinéncia (Zhong
et al., 2006). Além disso, diferengas no protocolo utilizado neste trabalho e na andlise do conteldo
total das células (e ndo especificamente das membranas ou em células espinhosas médias) podem
ter influenciado nosso resultado.

Em relacdo a GIuA2 total no HPCd, em 15 min a morfina induziu aumento, mas a inibicdo da
reconsolidagao pela CHX ndo teve efeito em relagdo ao aos grupos salina (fig. 12A). Em 48 h ndo
houve altera¢do, embora tenha havido uma tendéncia na CHX diminuir GluA2 (P=0,091 em relagdo
ao grupo morf-DMSO, fig. 12B). Zhong et al. (2006) observaram que imediatamente apds a ultima
injecdo de morfina (sem desafio) houve um aumento de dimeros GluA2/3 nas membranas de células
no HPC e esse aumento foi ainda maior em anadlises posteriores (de 2 h a 20 d), demonstrando que
existe uma modulacdo de GluA2/3 dependente do tempo de retirada da droga. No entanto, apds o
desafio, GIuA2 aparece diminuida (na densidade pds-sinaptica, mas ndo no homogenato total), sem
afetar os niveis de fosforilacdo da tirosina 876 (Xia et al., 2011). As injecdes de morfina na caixa
moradia (e ndo em um contexto novo) por si sé podem diminuir GIuA2 (embora sua forma
fosforilada aumente) em 12 h, o que ndo permanece em 7 d (mesmo trabalho). Isso indica que
morfina por si s6 pode alterar a recepcdo glutamatérgica no HPC, apesar de que o mesmo
tratamento em outro trabalho ndo teve efeito (Billa et al., 2010).

Os receptores AMPA que contém GIluA2 sdo impermedveis a cdlcio, o que confere maior
estabilidade do receptor, e estda aumentado apds a consolidacdo da memaria (Hong et al., 2013). Por
outro lado, a auséncia de GIuA2 nesses receptores permite condutancia de calcio via AMPA
permeavel a célcio (CP-AMPA; Huganir & Nicoll, 2013), que estd relacionado com fenémenos
plasticos, como aqueles que ocorrem na fase inicial de reconsolidacdo (Hong et al., 2013). Apesar de
ndo termos avaliado especificamente o CP-AMPA, evidéncias indicam que hd um aumento deste
apods o desafio (Xia et a./, 2011) ou 12 h apds a ultima administracdao de morfina (Billa et a./, 2010), o
gue contradiz a possibilidade de que o aumento de GIuA2 se expresse como diminuicdo de CP-AMPA.
De forma alternativa, trabalhos com psicoestimulantes indicam que o desafio induz LTD no NAc 24 h
depois, mas ndo aos 30 min, (Thomas et al., 2001) e foi demonstrado que a LTD reduz os niveis de

CP-AMPA (Clem & Huganir, 2010). Dessa forma, é possivel que haja uma dindmica diferente para
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acao de opioides e a variacdo em GIuA2 apareca logo apds o desafio, como encontramos. Mais
experimentos seriam necessarios para investigar essa hipdtese.

No NAc, a morfina induziu diminuicdo em GluAlp (S845) em 48 h (fig. 13B), embora nao
tenha tido efeito em 15 min (fig. 13A) nem tenha sido alterado os niveis totais de GluAl (fig. 14). A
inibicdo da reconsolidagdo também ndo teve efeito nessa quantificagdo. O Unico trabalho
encontrado com uso de morfina compardvel aos efeitos do desafio encontrou o0 mesmo resultado,
isto é, que o desafio ndo altera GluAlp (nem S845, nem S831) nem mesmo GluAl total pouco tempo
apods o desafio (30 min), embora ndo tenham sido feitas analises tardias (Ding et al., 2013). Nesse
mesmo trabalho o mesmo tratamento sem o desafio apresentou aumento de GluAlp (S845 apenas)
em relacdo ao total de GluAl, demonstrando que o teste de sensibilizacdo afeta a dinamica de
GluAl. Outros trabalhos com administra¢des repetidas ndo encontraram mudangas de GluAl na
membrana 24 h apds o tratamento (Mickiewicz & Napier, 2011) ou mesmo apds 14 d (aqui foi
encontrada uma tendéncia em aumentar, P=0,081, Herrold et al., 2013), embora tenha sido
encontrado aumento de GluAlp na tirosina 831 apods teste de CPL (Mordn et al., 2010). No CPL com
cocaina, hd um aumento de GluAlp (S845) imediatamente apds o teste em relagdo a GluA1l total no
NAc, revertido apés a inibicdo da reconsolidacdo (Valijent et al., 2006), que nao foi visto no nosso
trabalho possivelmente pelo nimero de animais que dispomos para andlise, droga usada, teste de
sensibilizacdo e tratamento amnéstico pds-reativacao.

Esses resultados ndo distinguem sub-regides do NAc ou diferentes tipos de células. O NAc é
composto por uma regido central (core) e outra periférica (shell) com diferentes aferéncias e
eferéncias que as distinguem funcionalmente (Salgado & Kaplitt, 2015), além de que pode-se separar
0s neuroénios espinhosos médios em D1 positivos e D2 positivos (uma minoria de células apresentam
ambos receptores), que também apresentam funcdes distintas. Glass et al. (2008) também
verificaram diminuicdo de GluAl no NAc apéds tratamento com morfina, porém essa diminuicdo
ocorre em diferentes neurénios em cada sub-regido, demonstrando que a plasticidade no NAc é
bastante complexa (Glass et al., 2008). A diminuicdo de GluAl estd de acordo com a diminuicdo da
arborizagdo dendritica e de espinhos nessa estrutura (revisdo em Russo et al., 2010 e Dacher &
Nugent, 2011). Em contraposi¢do, em outro trabalho foi visto fortalecimento sinaptico (relagdo entre
corrente de AMPA/NMDA) em neurénios D1 exclusivamente na periferia do NAc apés 10-14 dias de
abstinéncia (Hearing et al., 20016), o que indica um aumento da atividade de receptores AMPA e um
provavel aumento de subunidades GIuA. Em conjunto, os trabalhos apresentam divergéncias nos
resultados que refletem a gama de variaveis envolvidas na plasticidade do NAc e a complexidade dos

circuitos envolvidos no uso de drogas.
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Em relacdo a GIuA2 no NAc, em 15 min houve um aumento no grupo morf-DMSO e o morf-
CHX apresentou niveis intermediarios dessa subunidade, sem apresentar diferencas estatisticamente
significativas entre este Ultimo e os demais grupos (fig. 15A). J& em 48 h, a CHX teve efeito de
diminuir GIuA2 no grupo morfina, enquanto que os animais morfina controle retornaram a niveis
comparaveis aos grupos salina (fig. 15B). No NAc, sdo escassos os trabalhos que avaliam GluA2 com
morfina e parece nao haver dados sobre o efeito do desafio. Os trabalhos encontrados nao indicam
nenhuma mudanga em 24 h (Mickiewicz & Napier, 2011) ou 14 d (Herrold et al., 2013) apds a ultima
administracdo da droga. Isso pode ser explicado pelo momento da analise, em 15 min apds o desafio
ha aumento transitério que ndo se mantém em 48 h, que possivelmente poderia ja ser evidenciado
em uma analise 24 h apds a ultima administracdo de morfina. Porém, essa afirmacdao tem pouca
sustentagdo, ja que nestes trabalhos ndo existe teste de sensibilizagdo. Além disso, a CHX no grupo
morfina diminuiu os niveis de GIuA2. Se considerarmos que o aumento de GIuA2 esta relacionado
com a estabilidade do traco de meméria (Hong et al., 2013), como foi visto no teste em 15 min, a
inibicdo da reconsolidagdo (experimentos 3A e 3B) pela CHX pode ter refletido na diminuicdo dessa
subunidade, sendo um correlato molecular da reversdo do comportamento. Em contrapartida, no
grupo que manteve a memoaria da recompensa (morf-DMSO), ndo manteve quantidades elevadas de
GluA2. A razdo disso e de que os niveis de GIuA2 para morf-CHX estdo abaixo dos controles salinas
permanece sem resposta conclusivas e mais experimentos seriam necessarios para entendé-la.

Alguns trabalhos com sensibilizagdo a psicoestimulantes também avaliaram modificagdes
glutamatérgicas a nivel de receptores e subunidades AMPA e parece ter sido mais investigado e
melhor compreendida a funcdo da dopamina nesses casos. Alguns trabalhos indicam que em tempo
"remoto" apds a aquisicdo - geralmente passadas algumas semanas - existe um aumento de GluAl e
GIuA2 no NAc positivamente relacionado com o nivel de sensibilizagdo, embora 1 dia depois da
aquisicdo ndo haja mudanca nesses niveis (Boudreau & Wolf, 2005; Boudreau et al., 2007; Ferrario et
al., 2009). Esses achados encaixam com a ideia de que a dopamina liberada com a droga facilita a
plasticidade e formacdo de memdrias (Wolf, 2010a) e que o NAc atua como uma estrutura
integradora de informacgGes limbicas e corticais (Salgado & Kaplitt, 2015). A estimulacdo de
receptores D1 aumenta a fosforilacdo (Chartoff et al., 2006) e induz insercdo de GIuAl
extrassinaptico em neurdnios espinhosos médios do NAc, o que diminui o limiar para indugdo de LTP
por estimulacdo de neurénios corticais (Sun et al., 2008; Wolf, 2010a). Também foi demonstrado que
o Cértex Pré-Frontal (PFC) é importante para a aquisicdo, ja que envia eferéncias excitatorias para a
Area Tegmental Ventral (VTA) e, quando lesionado, previne a aquisicdo da sensibilizacdo e previne
recaidas, além de que a abstinéncia prolongada facilita comportamentos de busca e sensibilizagdo

mais robusta (Hyman et al., 2006). Dessa forma, a comunicacdo entre o PFC e o NAc é imprescindivel
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para a expressao da sensibilizacdo e comportamentos de busca, e a comunicagdo excitatdria entre
essas estruturas parece ser fortalecida ao longo da abstinéncia. Porém, quando os animais sdo
desafiados, ha uma redugdo nos niveis de GluAl e GluA2/3 no NAc 24 h mais tarde, que retorna
aquele nivel aumentado uma semana apos o teste (Ferrario et al., 2009).

As mudangas na recepg¢do glutamatérgica na literatura de drogas sustenta a hipdtese de
neuroadaptagdes subjacentes as mudangas comportamentais e que existe uma flutuacao dessas
altera¢Oes dependendo da fase apds as administragdes (poucos dias ou semanas apds a aquisi¢do ou
apdés um desafio), que parecem modular a motivacdo e os comportamentos de busca. Porém, os
resultados tém certa variabilidade e, apesar dos avancgos na drea, persistem lacunas na compreensao
do que ocorre exatamente em cada estrutura e nos circuitos envolvidos, o que garante, atualmente,
um vasto campo de pesquisa. Dessa forma, nossos experimentos permitem, em linhas gerais,
concluir que ha indicios de uma modulagdo dos receptores AMPA no HPC e NAc envolvidos na
mediacdo de comportamentos de busca e sensibilizagdo locomotora induzidos pela morfina, embora
nao tenhamos determinado conclusivamente o correlato molecular da reversao de comportamentos
de dependéncia. Naturalmente, ndo apenas receptores AMPA estdo envolvidos, podendo também
implicar em receptores glutamatérgicos ionotrépicos NMDA (Peters & Vries, 2012) e metabotrépicos
(Herrold et al., 2013), em propriedades intrinsecas da membrana e até mesmo de transportadores de
glutamato-cistina em células gliais (Wolf, 2010b; Nestler, 2005), que ndo foram o foco deste
trabalho, mas que ndo excluimos a possibilidade de estarem alterados.

Dando sequéncia as nossas perguntas, no experimento 4 e 5 queriamos explorar em maior
profundidade a participacdo especifica de duas estruturas-chave - uma envolvida na mediacdo de
memorias associativas, o HPCd, e outra em comportamentos de dependéncia, o NAc - no efeito
encontrado antes com infusdo sistémica de inibidor de sintese proteica. Queriamos, enfim, saber se
inibindo a reconsolidacdo no cNAc ou no HPCd poderiamos reverter diferentes aspectos da meméria
de recompensa (preferéncia ou sensibilizagdo). Porém, a morfina infundida sistemicamente nas ndo
foi capaz de induzir preferéncia por local nem sensibilizacdo locomotora (figs. 16-19), pelo menos
com o nimero de animais disponiveis durante esses experimentos. Apenas no grupo morf-DMSO do
experimento 5 (fig. 18) verificou-se aumento pouco duradouro da preferéncia, como se observa na
sessdo de reativagdo, mas que ndo se mantém na sessdo de teste, o que sugere que a memoria seja
fraca e decaia facilmente. O pobre desempenho destes animais canulados intracerebralmente pode
dever-se, em parte, ao fato de os mesmos terem sido operados estereotaxicamente entre 6 e 7 dias
antes do inicio dos experimentos. Mesmo com o tratamento pds-operatdrio, utilizando-se antibidtico
e anti-inflamatdério com acdo analgésica, a cirurgia estereotaxica é invasiva e induz processo

inflamatdrio que pode ter efeitos diferentes em diferentes individuos, e assim, modificar a resposta a
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morfina. Em particular, pode-se mencionar que a dor do tipo inflamatdria induz ativa¢do sustentada
de receptores k-opoides, envolvidos no alivio da dor e na prevencédo de reforco de drogas (Wang et
al., 2010), diminuicdo da ativagdo dopaminérgica e — especificamente - inibigdo do efeito reforgador
no CPL pela morfina (Narita et al., 2005), ou seja, pode afetar diretamente os animais neste modelo
experimental. Por outro lado, no mesmo modelo, a morfina foi capaz de facilitar a aquisicao do CPL
por modulacdo gabaérgica na Amigdala central (Zhang, Z et al., 2014). Em casos de dor do tipo
neuropatica, foi demonstrado que existe modulagdo nos receptores p-opioides, responsdveis pelos
efeitos reforcadores positivos da morfina, na VTA, diminuicdo da resposta dopaminérgica e
supressao do efeito reforcador no CPL induzidos por morfina (Ozaki et al., 2002) e no efeito
reforcador da estimulacgdo elétrica encefalica (Ewan et al., 2011). Nossos animais ndo apresentaram
sinais aparentes de dor, mas sim de inflamagdo branda visivel na pele ao redor do capacete, embora
nao tenhamos avaliado dor ou inflamacdo. Por isso, é possivel que essa inflamagao tenha interferido
na ativacdo de receptores opioidérgicos, ativacdo do sistema mesocorticolimbico e,
consequentemente, tenha prevenido os efeitos da morfina nos experimentos 4 e 5. Porém, mais
investigacOes seriam necessdrias para definir o que estd afetando os comportamentos aditivos em
animais operados, o que vai além do escopo deste trabalho.

Dessa forma, nossa hipotese de que O HPCd e o NAc medeiam efetivamente diferentes
comportamentos de dependéncia ndo pode ser demonstrada conclusivamente neste trabalho.
Porém, a participacdo de um mecanismo dependente de sintese proteica (infundida sistemicamente)
— a reconsolidacdo — na abolicdo de uma associacdo estabelecida entre contexto e morfina é um
achado importante deste trabalho.

Estudos com morfina no CPL e na sensibilizacdo em ratos submetidos a cirurgia estereotaxica
verificaram efeito da morfina, portanto, parece que o efeito da cirurgia poderia ser controlado com
modificagdes no protocolo (Robinson & Franklin, 2006; Taubenfeld et al., 2010). Futuros
experimentos que explorem condicionamentos mais robustos (doses mais altas, mais administrages
ou sessOes mais longas) poderdo viabilizar a investigacdo dessa questdo.

Este trabalho da sustentacdo a ideia de que interferir na reconsolidacdo de memdrias
relacionadas a drogas de abuso pode ser uma importante estratégia na clinica para atenuar
comportamentos patoldgicos motivados. Pela primeira vez, até onde sabemos, conseguimos
demonstrar que, com uma Unica e simples sessdo de reativagdo da memdria de recompensa a
morfina foi possivel enfraquecer o comportamento de busca disparado pelo contexto e abolir a
sensibilizacdo locomotora dependente de contexto, devido a da inibicdo da reconsolidacdo dessa
memoria. Nosso trabalho também levantou indicios de que o HPCd e o NAc sdo estruturas

importantes nesses comportamentos, uma vez que se observaram modificacdes pldsticas nos
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receptores glutamatérgicos do tipo AMPA. No entanto, futuros estudos serdo necessarios para
avaliar se a inibicdo da reconsolidacdo nessas estruturas é suficiente para reverter aspectos
dissocidveis da memodria de recompensa a morfina, permitindo compreender o papel especifico do

HPCd e do cNAc.
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CONCLUSOES

Nosso estudo permite concluir que:

é possivel reverter diferentes parametros da memoaria de recompensa, a preferéncia por
local e a sensibilizacdo locomotora, inibindo-se farmacologicamente, com inibidor de sintese
proteica, a reconsolida¢gdo da memdria de contexto associada a morfina logo apds uma Unica

reexposicdo a esse contexto, livre de drogas - isto é, apds a reativagcdo da memoria;

a morfina, no Condicionamento de Preferéncia por Local e na Sensibilizacdo Locomotora,
induziu modificagGes pldsticas nos receptores glutamatérgicos AMPA no Nucleo Accumbens
e Hipocampo dorsal (em GluAlp na serina 845 em GIuA2 total), mas apenas houve o
bloqueio dos mecanismos desencadeados pela reconsolidagdio (com CHX) no Nucleo

Accumbens, com diminuicdo de GluA2.
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PERSPECTIVAS

Verificar se a expressado da sensibilizacdo locomotora é dependente do contexto de aquisicao

no protocolo utilizado no presente trabalho.

Explorar as variaveis dose de morfina e tempo de condicionamento em animais canulados no
Hipocampo dorsal e no Nucleo Accumbens com o objetivo de induzir preferéncia por local e

sensibilizacdo locomotora.

Avaliar se o prejuizo local da reconsolidagdo da meméria no Hipocampo dorsal e no Nucleo

Accumbens reverte de forma diferencial a preferéncia por local e a sensibilizacdo

locomotora.
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