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RESUMO 

 

 

MODULAÇÃO DOPAMINÉRGICA E GLUTAMATÉRGICA NA 

RECAÍDA POR MORFINA EM RATOS: INFLUÊNCIA DA DIETA E 

DE FÁRMACOS NANOPARTICULADOS  
 

AUTORA: Laura Hautrive Milanesi 

ORIENTADORA: Profª. Drª. Marilise Escobar Burger 
 

A morfina, além de fármaco analgésico também apresenta alto potencial aditivo 

relacionado à neuroadaptações das vias dopaminérgica e glutamatérgica, além do aumento de 

eventos oxidativos na área mesocorticolímbica, o que caracteriza a drogadição. Os 

tratamentos disponíveis para esta patologia apresentam limitações, pois atuam apenas na 

retirada da droga, sem prevenir a recaída. As funções neurais podem ser modificadas pelos 

constituintes da dieta, especialmente pelo tipo de ácido graxo (AG) consumido, a influência 

da suplementação de gorduras presentes na dieta mediterrânea (DM, rica em ômega-3) e nas 

dietas ocidentais (DOs: óleo de palma-OP e gordura interesterificada-GI) sobre as 

propriedades aditivas da morfina foi avaliada. Ratos machos foram submetidos ao protocolo 

de preferência de lugar condicionado (PLC) com morfina (4mg/Kg, i.p.), seguido de 

avaliações comportamentais de preferência, abstinência e recaída à droga e subsequente 

eutanásia para análises moleculares. O consumo das DOs aumentou parâmetros de ansiedade 

per se, sensibilização locomotora e recaída à droga, o que não foi observado com a DM. Em 

nível molecular, as DOs aumentaram a imunoreatividade do receptor glicocorticóide no 

córtex-frontal, do transportador de dopamina (DAT) e receptor dopaminérgico tipo 2 (D2R)  

no núcleo accumbens (NAc),  reduzido a imunoreatividade do D1R na mesma área. A partir 

destas evidências é importante enfatizar que o consumo de DOs facilita comportamentos de 

recaída à morfina, o que pode dificultar a desintoxicação de opioides. Sabe-se que o uso 

crônico de opioides pode modificar a neurotransmissão glutamatérgica bem como a hedonia 

evocada pela maior liberação de dopamina, favorecendo a geração de danos oxidativos. Tais 

dados conduziram o desenvolvimento de dois protocolos subsequentes: avaliação do 

antagonista glutamatérgico topiramato em sua forma livre (S-TPM, 0.5mg/Kg, i.p.) e 

nanoescapsulada (TPM-CS-NP, 0.57mg/Kg, i.p.), e avaliação do antioxidante ácido ferúlico, 

em sua forma livre (F-FA, 0.5mg/Kg, v.o) e nanoencapsulada (FA-Nc, 0.5mg/Kg, v.o.), frente 

à recaída à morfina. Tratamentos com TPM-CS-NP e FA-Nc preveniram a recaída à droga, 

preservando a memória, a qual foi prejudicada pela morfina e pelo S-TPM.  No protocolo do 

TPM, a morfina aumentou a imunorreatividade de D1R, D2R, D3R, DAT, GluA1 e MOR no 

NAc e de D1R, DAT, GluA1 e MOR no hipocampo dorsal, enquanto o TPM-CS-NP diminuiu 

os níveis de D1R, D3R e GluA1 e aumentou DAT no NAc, diminuiu GluA1 e aumentou D2 e 

DAT no hipocampo dorsal, prevenindo a  recaída à droga e protegendo a memória, o que 

indica a superioridade terapêutica desta nanoformulação. No protocolo do AF, a morfina 

aumentou os níveis de D1R, D3R, DAT, ΔFosB no NAc, enquanto o FA-Nc diminuiu D1R, 

D3R e ΔFosB e aumentou D2R, DAT e NRF2 no NAc,  prevenindo a recaída à droga,  

indicando um papel neuroprotetor desta nanoformulação. A drogadição por morfina é 

multifatorial podendo ser evitada através de um consumo de DM, bem como prevenida 

através de tratamentos com nanoparticulas de TPM e AF durante a abstinência. 

 

Palavras-chave: Opioides, Drogadição, Dieta, Topiramato, Ácido Ferúlico.  
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ABSTRACT 

 

 

DOPAMINERGIC AND GLUTAMATERGIC MODULATION IN MORPHINE 

REINSTATEMENT IN RATS: INFLUENCE OF DIET AND 

NANOPARTICULATED DRUGS 

 

AUTHOR: Laura Hautrive Milanesi 

ADVISOR: Profª. Drª. Marilise Escobar Burger 

 

Morphine, in addition to being an analgesic drug, also has a high additive potential 

related to neuroadaptations of the dopaminergic and glutamatergic pathways, in addition to 

the increase in oxidative events in the mesocorticolimbic area, which characterizes drug 

addiction. The treatments available for this pathology have limitations, as they act only in 

drug withdrawal, without preventing relapse. Neural functions can be modified by dietary 

constituents, especially by the type of fatty acid (FA) consumed, the influence of 

supplementation of fats present in the Mediterranean diet (MD, rich in omega-3) and in 

Western diets (WDs: palm oil -PO and interesterified fat-IF) on the additive properties of 

morphine was evaluated. Male rats were submitted to the Conditioned Place Preference 

(CPP) protocol with morphine (4mg/Kg, i.p.), followed by behavioral assessments of 

preference, abstinence and drug relapse and subsequent euthanasia for molecular analysis. 

The consumption of WDs increased parameters of anxiety per se, locomotor sensitization 

and drug relapse, which was not observed with MD. At the molecular level, the WDs 

increased the immunoreactivity of the glucocorticoid receptor in the frontal cortex, of the 

dopamine transporter (DAT) and type 2 dopaminergic receptor (D2R) in the nucleus 

accumbens (NAc), reducing the immunoreactivity of D1R in the same area. Based on this 

evidence, it is important to emphasize that the consumption of WDs facilitates morphine 

reinstatement, which can make opioid detoxification more difficult. It is known that the 

chronic use of opioids can modify the glutamatergic neurotransmission as well as the 

hedonia evoked by the increased release of dopamine, favoring the generation of oxidative 

damage. These data led to the development of two subsequent protocols: evaluation of the 

glutamatergic antagonist topiramate in its free (S-TPM, 0.5mg/Kg, ip) and nanoescapsulated 

(TPM-CS-NP, 0.57mg/Kg, ip), and evaluation of the antioxidant ferulic acid, in its free form 

(F-FA, 0.5mg/Kg, po) and nanoencapsulated (FA-Nc, 0.5mg/Kg, po), against morphine 

reinstatement. Treatments with TPM-CS-NP and FA-Nc prevented drug relapse, preserving 

memory, which was impaired by morphine and S-TPM. In the TPM protocol, morphine 

increased the immunoreactivity of D1R, D2R, D3R, DAT, GluA1 and MOR in NAc and of 

D1R, DAT, GluA1 and MOR in the dorsal hippocampus, while TPM-CS-NP decreased the 

levels of D1R, D3R and GluA1 and increased DAT in NAc, decreased GluA1 and increased 

D2 and DAT in dorsal hippocampus, preventing drug relapse and protecting memory, which 

indicates the therapeutic superiority of this nanoformulation. In the FA protocol, morphine 

increased the levels of D1R, D3R, DAT, ΔFosB in the NAc, while the FA-Nc decreased 

D1R, D3R and ΔFosB and increased D2R, DAT and NRF2 in the NAc, preventing relapse 

to the drug, indicating a neuroprotective role of this nanoformulation. Morphine drug 

addiction is multifactorial and can be avoided through a consumption of MD, as well as 

prevented through treatments with nanoparticles of TPM and FA during abstinence. 
 

Key words: Opioids, Drug Addiction Diet, Topiramate, Ferulic acid.  
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese de doutorado está estruturada em seções dispostas da seguinte forma: 

Introdução, Desenvolvimento, Objetivos, Artigo Científico 1 e 2, Manuscrito Científico, 

Discussão, Conclusões, Doutorado Sanduiche e Referências. 

Esta tese apresenta os métodos e resultados em dois artigos científicos na sessão 

ARTIGO CIENTÍFICO 1 e 2, e um manuscrito que se encontra na sessão MANUSCRITO 

CIENTÍFICO, o qual encontra-se na formatação da revista, para a qual  o mesmo será 

submetido. 

As Referências dizem respeito somente as citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO, DESENVOLVIMENTO e DISCUSSÃO desta tese.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Ao longo das últimas duas décadas, o uso de drogas opioides, as quais são os fármacos 

analgésicos mais utilizados no mundo, aumentou em dores crônicas não-cancerosas e 

representou um número alarmante (MANCHIKANTI et al., 2012). Os opioides possuem um 

alto poder aditivo, semelhando a outras drogas psicoestimulantes uma vez que estimulam a 

transmissão dopaminérgica na região mesolímbica a qual desempenha um papel crítico na 

drogadição (HAGHPARAST et al., 2014). O maior obstáculo no tratamento da drogadição é a 

recaída e a busca pela droga após um período de detoxificação e abstinência (STRANG et al., 

2020). 

 Já foi descrito na literatura que o estilo de vida, especialmente os hábitos alimentares, 

pode exercer influências significativas nas vias de recompensa relacionadas ao 

desenvolvimento e à manutenção da drogadição, no caso o sistema dopaminérgico (CARTER 

et al., 2016). Além de alterações dopaminérgicas na região mesolímbica, a recaída a opioides 

também se relaciona a alterações glutamatérgicas nesta região, especialmente aos receptores 

de ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico (AMPAR) (HEARING et al., 

2016). De modo semelhante a drogadição por morfina bem como sua recaída esta relacionada 

a maior geração de espécies reativas podendo levar a um dano oxidativo (ROBERTSON et 

al., 2009). 

As gorduras consumidas são fontes de ácidos graxos essenciais (AGE), os quais compõem 

as membranas fosfolipídicas das células, incluindo as células do sistema nervoso central 

(COTMAN et al., 1969). Os AGE são classificados principalmente em duas famílias, ácidos 

graxos poli-insaturados (AGPI) n-3 e n-6 (LAURITZEN et al., 2001). Atualmente as dietas 

consumidas (dieta ocidental), se caracterizam por um alto consumo de alimentos processados 

e pouco consumo de alimentos de origem natural, os quais possuem concentrações ideais de 

AGE, incluindo o n-3 (dieta mediterrânea) (CORDAIN et al., 2005). 

Os alimentos processados apresentam altas quantidades de gordura como a gordura 

interesterificada (GI) como também altas concentrações de óleo de palma (OP), ricos em 

ácidos graxos saturados (AGS) e AGPI n-6 e baixo teor de n-3 (KANOSKI et al., 2011). 

Sabe-se que o consumo crônico de alimentos processados pode ocasionar a perda de AGE 

influenciando diretamente as propriedades de membrana das células como receptores, 

enzimas e canais iônicos, alterando a plasticidade sináptica e a neurotransmissão, incluindo a 

dopaminérgica (SONGUR et al., 2004). Atualmente não existem dados na literatura onde 
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demonstre o efeito do consumo crônico dessas gorduras sobre os parâmetros de drogadição a 

morfina. 

Os AMPAR representam um papel importante na regulação dos mecanismos 

moleculares associados ao uso de opioides além de serem recrutados para a sinapse durante 

a formação da memória como a potenciação a longo prazo (long term potentiation-LTP) 

(PARK, 2018). A morfina aumenta a eficácia sináptica excitatória e também aumenta a 

liberação de glutamato pré-sináptica, refletindo assim um mecanismo adicional ao tráfego 

pós-sináptico de AMPARs (BAIMEL et al., 2015). Nesse sentido o efeito benéfico do 

bloqueio deste receptor, através do fármaco Topiramato (TPM) já foi demonstrado em 

transtornos de drogadição e entre outros distúrbios psiquiátricos como uso ―extra-bula‖ 

(GUGLIERMO et al., 2015). No entanto o uso deste fármaco está associado a diversos 

efeitos colaterais especialmente efeitos cognitivos (BRANDT et al., 2015).Sendo assim a 

nanotecnologia desempenha um papel importante para a redução dos efeitos adversos de 

fármacos e uma melhor vetorização para o local de ação (ROCHA et al., 2016).  

O transtorno de uso de opioides também esta associado com a maior geração de 

estresse oxidativo devido a alta liberação de dopamina na fenda sináptica tornando-se 

suscetível a auto-oxidação (ROBERTSON et al., 2009). A partir disso, o uso de agentes 

antioxidantes já foi demonstrado possuir benefícios para a redução da drogadição (ZHOU; 

KALIVAS, 2008). Nesse sentido, o uso de ácido ferúlico, e atualmente sua forma 

nanoencapsulada, vem ganhando atenção por além de possuir propriedades antioxidantes já 

possuir atividade contra distúrbios do sistema nervoso central como Parkinson (ASKAR et 

al., 2019), Alzheimer (BENCHEKROUN et al., 2016) e depressão (XU et al., 2013). Porém 

até o momento a literatura carece de dados que demonstrem o efeito do uso de ácido ferúlico 

associado a nanotecnologia no distúrbio de uso de opioides.  

Descobrir o possível mecanismo e a ligação da dieta à tendência ao abuso de drogas 

é de extrema importância visto que poderá resultar em uma estratégia de prevenção para um 

problema de saúde pública, bem como alertar sobre problemas relacionados à dieta 

consumida atualmente. Investigar possíveis alvos moleculares e novas estratégias 

farmacológicas para um distúrbio o qual possui tratamento limitado também é essencial para 

redução no número de recaídas a qual gera gastos para a saúde pública. O presente estudo 

investiga alguns mecanismos neurobiológicos evidentes que poderiam suportar a alta 

incidência de recaída ao uso de drogas após o período de abstinência, bem como investiga 

possíveis mecanismos de ação e tratamentos referentes, frente a recaída a opioide.  
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2. DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 Os opioides e o Sistema dopaminérgico  

 

Entre os opioides, morfina, codeína, fentanil e a buprenorfina são considerados os 

analgésicos mais eficazes contra a dor pós-operatória e a do câncer (FRIDELL et al., 2019). 

Os opioides exercem seu efeito analgésico através da inibição da liberação de 

neurotransmissores como glutamato e substância P liberados pelo neurônio do gânglio dorsal 

ao nível da medula espinhal, e a nível cerebral através da ativação de proteínas G da 

subfamília Gi (inibitória), que inibem a adenilato ciclase e regulam canais iônicos pela ligação 

aos receptores opioides (KOOB, 2009). Peptídeos opioides e os seus receptores são expressos 

em todo o circuito neural além de regiões críticas como a região de recompensa, ou seja o 

sistema mesolímbico (MORALES et al., 2016). Existem três diferentes tipos de receptores 

opioides (MOR (μ), KOR (κ) e DOR (δ)) todos eles acoplados a uma proteina G inibitória 

(DHAWAN et al., 1996). Os opioides agonistas do receptor MOR e DOR têm ação, 

sobretudo, analgésica, sendo que o receptor MOR é o mais potente. Por outro lado, opioides 

agonistas do receptor DOR apresentam menos efeitos colaterais após longo período de uso. 

Enquanto o receptor KOR, é responsável por alguns comportamentos de alucinação e disforia 

(HENRIKSEN; WILLOCH, 2008). 

A terapia com opioides continua sendo a estratégia mais comum para o tratamento da 

dor severa e crônica, principalmente na dor do câncer (DOWELL et al, 2016). Ao longo das 

últimas duas décadas, o uso de drogas opioides aumentou em dores crônicas não-cancerosas 

(MANCHIKANTI et al., 2012). Os opioides, apesar de serem um dos fármacos analgésicos 

mais utilizados no mundo, possuem um alto poder aditivo, semelhando a outras drogas 

psicoestimulantes (HYMAN et al., 2006; MILTON; EVERITT, 2012). 

 Nas últimas décadas, houve um aumento alarmante de pessoas com transtorno do uso 

de opioides (―Opioid use disorder‖- OUD) com aproximadamente dois milhões de 

diagnósticos e, em 2017, a overdose de opioides foi declarada uma emergência nacional de 

saúde pública nos EUA (KLIMAS et al., 2019). Em 2017, os usuários de opioides no mundo 

são 56% mais altos que os estimado anteriormente (34,3 milhões) em 2016.  Em 2017, havia 

cerca de 53,4 milhões de usuários de opioides, pessoas que usam opiáceos e pessoas que usam 

opioides prescritos para fins não médicos, dados que representam 1,1% da população mundial 

entre 15-64 anos de idade (UNODC 2019/WDR 2019). 
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De acordo com o Relatório Mundial de Drogas das Nações Unidas de 2019, o uso de 

opioides é responsável por dois terços das mortes atribuídas a transtornos por uso de drogas. 

Além disso, a dependência de opioides também está associada a excesso de morbidades e 

custos sociais (UNODC, 2019).  Os usuários de opioides também experimentam uma alta taxa 

de overdose não fatal ou sobredosagem. A sobredosagem não fatal pode contribuir 

significativamente para a morbidade envolvida no transtorno do uso se opioides, o que inclui 

hipóxia cerebral, edema pulmonar, pneumonia e arritmia cardíaca, que podem resultar em 

hospitalizações prolongadas e danos cerebrais (WARNER-SMITH et al., 2002). As 

intervenções farmacêuticas para o transtorno de uso de opioides, metadona ou bupreforfina, 

atualmente são o tratamento de primeira linha, no entanto, elas têm uma eficácia limitada na 

contenção de episódios de recaída (MATTICK et al., 2014). 

O distúrbio do uso de substâncias é classificado como uma doença crônica recorrente 

do sistema nervoso central (SNC), que leva a distúrbios de personalidade, comorbidades e 

morte (NESTLER et al., 2001). A dependência é um quadro caracterizado pelo conjunto de 

sintomas que indicam o uso compulsivo de uma ou mais substâncias, ou seja, é um 

comportamento que foge do controle do indivíduo (KOOB; Le MOAL, 2008). As substâncias 

psicoativas possuem um alto poder aditivo, levando o indivíduo adicto a perda do controle 

emocional e ao comportamento compulsivo, resultando em conseqüências sociais e sobre a 

saúde (MILTON; EVERITT, 2012). 

Os opioides estimulam a transmissão dopaminérgica na região mesolímbica 

provocando mudanças que desempenha um papel crítico no desenvolvimento da drogadição e 

na regulação dos comportamentos de busca de drogas (HAGHPARAST et al., 2014; REISI et 

al., 2014). A administração de morfina aumenta a atividade de neurônios dopaminérgicos na 

via mesolímbica, aumentando a liberação de dopamina especialmente na estrutura cerebral 

chamada Nucleo Acumbens (NAc). Esse aumento de dopamina no NAc está relacionado a 

desinibição de neurônios dopaminérgicos através da ação da morfina sobre os receptores 

MOR localizados em interneurônios GABAérgicos na Área tegumental ventral (ATV) 

(MATTEWS; GERMAN, 1984). 

A dopamina é fortemente implicada nos processos de aprendizagem e no 

comportamento de condicionamento às propriedades de reforço das drogas aditivas, sendo 

que a ativação deste sistema é o que leva ao desenvolvimento de drogadição (WISE, 2002). A 

atividade dos neurônios dopaminérgicos é fortemente regulada pela neurotransmissão 

excitatória glutamatérgica e inibitória gabaérgica, sendo que alterações na plasticidade destes 
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sistemas ocorrem desde a primeira exposição a drogas aditivas (BAIMEL; ORGLAND, 

2015).  

Os receptores de dopamina são amplamente expressos no cérebro humano. Os 

receptores de dopamina são receptores acoplados a proteína G (GPCR) e são classificados em 

duas famílias; O tipo D1R (D1 e D5), que medeiam as ações excitatórias (acoplados a 

proteina Gs), e o tipo D2R (D2, D3 e D4), que controla os efeitos inibitórios (Acoplados a 

proteína Gi). Apesar de possuírem ações opostas, os receptores D1 (D1R) e D3 (D3R) 

frequentemente co-localizam ou formam heterodímeros (CRUZ-TRUJILLO et al., 2013).  Os 

neurônios DA na substância negra (SN) e na área tegmental ventral (ATV) representam os 

dois maiores aglomerados de células DA no cérebro de mamíferos. Os axônios dos neurônios 

DA da SN projetam-se principalmente para o estriado dorsal (sistema nigrostriatal). Enquanto 

apenas um pequeno número de neurônios ATV se projeta no estriado dorsal, os neurônios DA 

ATV inervam principalmente o Núcleo Accumbens (NAc) e várias áreas corticais (sistemas 

DA mesolímbicos e mesocorticais). Os neurônios DA VTA também projetam estruturas 

adicionais, incluindo o hipocampo e hipotálamo (BEAULIEU et al., 2011) (Figura 1). 

 

 

FIGURA 1: Sistema dopaminérgico e distribuição de receptores de dopamina no 

cérebro (Adaptado de: Brichta et al., 2013). 

Além do uso crônico de morfina levar à dependência física e psicológica através da 

ativação do sistema dopaminérgico, a sua retirada em indivíduos adictos desencadeia 
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sintomas aversivos conhecidos como síndrome da abstinência (O‘BRIEN et al., 1997). A 

síndrome da abstinência é caracterizada principalmente por sintomas como ansiedade, 

irritabilidade, hipersensibilidade à dor, estresse, e busca por drogas (ZHANG et al., 2016), 

que estão associadas ao estado emocional negativo e contribuem para a recaída após períodos 

de abstinência (KOOB; Le MOAL, 2005). Além disso, a retirada da morfina é caracterizada 

pelo aumento dos níveis de cortisol no sangue que são indicativos de estresse e ansiedade 

(ROY et al., 2006). Durante a retirada da droga estudos indicam que um dos sintomas de 

abstinência também esta relacionado a alterações no processo hedônico, ou seja, redução da 

motivação natural (ASTON-JONES; HARRIS, 2004).  

 Os efeitos hedônicos das drogas responsáveis pela drogadição são conhecidos tanto em 

humanos como em animais experimentais (LESHNER; KOOB 1999). O paradigma de 

Preferência de Lugar Condicionado (PLC) é usado em animais experimentais para avaliar os 

efeitos de recompensa de drogas com potencial aditivo, incluindo a morfina (TZSCHENTKE, 

2007).  Este paradigma baseia-se no pareamento ou associações dos estímulos contextuais e 

as propriedades de recompensa da droga (RIBEIRO do COUTO et al., 2005) e tem sido usado 

para o estudo dos mecanismos neuroquímicos envolvidos na recompensa e desenvolvimento 

da drogadição (LIN et al., 2014).  Para que ocorra a drogadição, a partir dos efeitos de 

recompensa pela droga, é necessário que haja a aprendizagem e a formação de uma memória 

relacionada ao estímulo e ao contexto (TORREGROSSA et al., 2011). O paradigma de PLC é 

baseado em uma associação positiva de um contexto com a droga utilizada, sendo esta 

associação chamada de condicionamento Pavloviano (SHETTY et al., 2017).  

 

2.2 Os opioides e o sistema glutamatérgico 

 

No decorrer dos anos, muita atenção foi dada aos substratos neurobiológicos 

subjacentes aos efeitos recompensadores das drogas aditivas, concentrando-se principalmente 

na dopamina mesolímbica e no circuito de recompensa. Entretanto nas últimas décadas, um 

papel crítico da neurotransmissão glutamatérgica foi bem documentado tanto na drogadição 

pela morfina (POPIKE; WROBEL, 2002; MILANESI et al., 2017), como para sua recaída em 

modelo de  PLC (PORTUGAL et al., 2014).  

 O glutamato, ou ácido L-glutâmico, é o principal neurotransmissor excitatório no 

sistema nervoso central (SNC), e representa mais de 90% das sinapses (ATTWELL; 

LAUGHLIN, 2001). Este neurotransmissor pode ligar três classes diferentes de receptores 
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ionotrópicos de glutamato (iGluRs): N-metil-D-aspartato  (NMDA), ácido α-amino-3-hidroxi-

5-metil-4-isoxazolpropiônico (AMPA), e Ácido Kaínico (Kainic acid: KA) e três classes 

diferentes receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs), cada um com sua própria 

distribuição distinta no sistema nervoso, farmacologia e mecanismos de sinalização. A síntese 

de glutamato, metabolismo, tráfego de receptores, sinalização e transmissão excitatória são 

componentes cruciais para o funcionamento fisiológico do cérebro (KALIVAS, 2009). 

No circuito mesolímbico, existem inúmeras inervações glutamatérgicas para o NAc, 

ATV, amígdala e córtex frontal (GASS; OLIVE, 2008). A plasticidade sináptica 

glutamatérgica foi descrita nos neurônios dopaminérgicos e nos neurônios médios espinhais 

(Medium spiny neuron:  MSN) GABAérgicos durante exposição prolongada a drogas, 

abstinência e recaída (VAN HUIJSTEE; MaASVELDER, 2015). Como a região do NAc 

recebe informações glutamatérgicas das áreas corticais, a recaída e o comportamento de 

procura de drogas pode ser mediada pela ativação da via glutamatérgica no processo de 

reativação de memórias relacionadas a drogas (SCOFIELD; KALIVAS, 2016). 

O NMDAR é o principal receptor glutamatérgico envolvido tanto na plasticidade 

como na citotoxicidade mediada pelo Ca
+2

. O NMDAR é um dos três tipos de iGluRs e está 

criticamente envolvido em inúmeras funções neuronais e cerebrais, incluindo transmissão 

excitatória rápida, plasticidade sináptica, aprendizado e memória (MYERS et al., 2011).  A 

ativação dos receptores NMDA tem um papel importante na tolerância e na dependência dos 

opioides (MILANESI et al., 2017; AHMADI et al., 2014). 

Os AMPAR representa um papel importante na regulação dos mecanismos 

moleculares subjacentes à reatividade a estímulos associados a opioides (ZHONG et al., 

2006). O principal mecanismo regulatório no controle da plasticidade sináptica está ligado 

ao tráfego de AMPAR, que são recrutados para fazer sinapses quando o traço de memória 

está em um estado plástico, como a potenciação de longo prazo (LTP) (PARK, 2018). A 

morfina aumenta a eficácia sináptica excitatória e também aumenta a liberação de glutamato 

pré-sináptica, refletindo assim um mecanismo adicional ao tráfego pós-sináptico de 

AMPARs (BAIMEL et al., 2015). 

O AMPAR é composto de várias combinações de quatro subunidades homólogas 

GluR1 a GluR4 para formar subtipos de receptores distintos (NURIYA et al., 2005). A 

maioria dos receptores AMPA são complexos heteroméricos contendo a subunidade GluR2 

(GluR2-containing - GluR1/GluR2 e GluR2/GluR3) (SONG; HUGANIR, 2002). Os 

https://en.wikipedia.org/wiki/Medium_spiny_neuron
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AMPARs contendo GluR2 têm baixa permeabilidade aos íons Ca
+2

 e os AMPARs ausentes 

no GluR2 (GluR2-lacking) têm alta permeabilidade ao Ca
+2

 (CULL-CANDY et al., 2006).  

Mudanças na composição do AMPAR causam perturbações na montagem das 

subunidades e eficiência no tráfego do receptor para a membrana alterando diretamente a 

transmissão sináptica (PASSAFARO et al., 2001). Enquanto os AMPA contendo GluR2 

(impermeáveis ao Ca
+2

: CI-AMPAR) apresentam uma maior função fisiológica, os 

receptores AMPA sem a subunidade GluR2 (permeáveis ao Ca
+2

: CP-AMPAR) estão 

envolvidos na plasticidade sináptica (WILTGEN et al., 2010) e exercem papel no 

aprendizado e na memória (LIU; ZUKIN, 2007; CUUL-CANDY et al., 2006). Os CI-

AMPARs são conhecidos por serem estáveis nas sinapses e contribuem para a 

neurotransmissão basal, enquanto os CP-AMPARs são transitoriamente expressos e 

recrutados durante a plasticidade sináptica, um fenômeno dependente de Ca
+2

 (CLEM; 

HUGANIR, 2010). 

Diferentes subtipos de AMPARs desempenham papéis distintos na regulação do 

tráfego de AMPAR e da plasticidade sináptica (MENG et al., 2003). A função AMPAR é 

regulada de várias maneiras, incluindo mudanças dinâmicas na densidade dos receptores 

(NURIYA et al., 2005), a qual se acredita ser um dos mecanismos de suas funções 

(NURIYA et al., 2005). Além do tráfico de receptores, a função dos AMPAR é regulada 

pela proteína quinase II dependente de Ca
+2

/calmodulina (CaMKII), uma proteina quinase 

que atua como fator chave na plasticidade sináptica (BAYER et al., 2001). 

Alterações das subunidades AMPAR sinápticas podem contribuir para a expressão de 

mudanças de longo prazo na plasticidade sináptica. A exposição repetida à morfina aumenta a 

expressão sináptica hipocampal de GluR1, GluR2/3 e pCaMKII, consistente com dados 

anteriores de que os níveis das subunidades AMPAR aumentaram após a auto-administração 

de drogas aditivas (BOUDREAU; WOLF, 2005; TANG et al., 2004). Dados da literatura 

demonstram que a administração de morfina foi capaz de aumentar a plasticidade sináptica 

hipocampal com a formação de receptores AMPA ausente de GluR2 ou seja receptores 

homomeros para GluR1 permeáveis ao Ca
+2 

(CP-AMPAR) (BILLA et al., 2010). 

De mesmo modo, dados na literatura demonstram que a exposição repetida a opiáceos 

aumenta os AMPARs sinápticos ausentes de GluA2 no NAc (HEARING et al., 2016, 

RUSSEL et al., 2016), bem como a elevada transmissão glutamatérgica no Nac esta 

subjacente aos sintomas de abstinência (RUSSELL et al. 2016; ZHU et al. 2016). Dados 

indicam que o aumento da sinalização AMPAR no NAc também foi atribuído aos efeitos 
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aversivos da retirada da morfina (RUSSELL et al. 2016). Nesse sentido, a modulação de 

subtipos específicos de AMPAR pode fornecer uma intervenção terapêutica viável no 

desenvolvimento de dependência de opiáceos. 

 

2.3 A recaída à busca pelas drogas aditivas 

  

A recaída as drogas aditivas é um grande problema clínico apresentando uma alta 

porcentagem de usuários que recaem novamente sobre o uso das drogas após um período de 

desintoxicação (AGUILAR et al. 2009). Durante a abstinência, existem três principais 

fatores que podem desencadear a recaída a droga aditivas. A recaída é frequentemente 

precipitada por reexposição aguda a sinais associados à droga, como por exemplo, o 

contexto a qual ela é utilizada, estresse e desregulação neuroadaptativa previamente induzida 

pelo uso crônico de drogas (SHAHAM; HOPE, 2005). 

 Evidências crescentes sugerem que a plasticidade induzida por opioides relacionada 

tanto à dependência como à retirada pode ser responsável por estabelecer comportamentos 

de busca podendo provocar a recaída (HEARING et al. 2018; RUSSELL et al. 2016; ZHU et 

al. 2016). O uso repetido de drogas proporciona uma forte associação entre os efeitos 

gratificantes da droga e o ambiente de administração, sendo que o ambiente associado pode 

contribuir para o uso continuado, bem como para o alto risco de recaída após abstinência 

(HYMAN et al., 2006).  

Em animais de laboratório, é possível medir a recaída quando, após a aquisição e 

subseqüente extinção de uma resposta comportamental específica, o animal reinicia essa 

resposta. Em outras palavras, o modelo de recaída é usado para avaliar os mecanismos 

subjacentes ao comportamento de busca e de associação de estímulos (AGUILAR et al., 2009; 

EVERITT 2014; TANAKA et al., 2011). O paradigma PLC é um modelo clássico para 

memória de dependência e comportamento de busca de drogas. Ao emparelhar a droga com 

um contexto ambiental específico, as propriedades de recompensa da droga contribuem para 

construir a associação entre a droga e as pistas contextuais. Além disso, a reexposição às 

pistas contextuais pode, por si só, desencadear um comportamento de busca de drogas na 

recaida do PLC (LIU et al., 2008). Além do contexto outros fatores podem desencadear a 

recaída no período de abstinência como fatores estressantes e os efeitos hedônicos da própria 

droga (SHALEV et al, 2002). 
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O paradigma de recaída permite que o comportamento de busca de drogas, após a 

extinção dos efeitos hedônicos, seja estudado (VASSOLER et al. 2013). A extinção é uma 

forma de aprendizagem inibitória; durante o período de extinção, uma resposta previamente 

condicionada é suprimida. O período de extinção potencializa a inibição e também envolve a 

redução da atividade de vias excitatórias de aprendizagem relacionada com recompensas 

(PETERS, 2009). Nesse sentido o modelo de PLC nos permite avaliar de uma maneira 

segura o comportamento tanto aditivo como de recaída as drogas em animais experimentais.  

Recentemente, vários fatores de transcrição foram identificados para ter algum efeito 

nos procedimentos de dependência de drogas (SUN et al., 2020). O ΔFosB é frequentemente 

considerado um marcador molecular na drogadição que ajuda a iniciar e, em seguida, manter 

um estado aditivo, além de ser um biomarcador para avaliar as potenciais intervenções 

terapêuticas para a drogadição (RUFFLE, 2014). O ΔFosB é induzido nas regiões de 

recompensa do cérebro pela exposição a quase todas as drogas psicofarmacêuticas e pistas 

ou contextos associados a drogas (BOURNE et al., 2013). 

 

2.4 Dieta e ácidos graxos 

 

Estudos realizados no início do século 20 demonstraram que a gordura era conhecida 

por ser uma excelente fonte de energia a qual também possuía componentes necessários para 

o crescimento (BURR, 1929). Os ácidos graxos (AG) desempenham papéis múltiplos em 

humanos e outros organismos. Mais importante ainda, os AG são parte substancial dos 

lipídios, um dos três principais componentes da matéria biológica (junto com proteínas e 

carboidratos) (NELSO; COX, 2005). Os ácidos graxos também são substratos energéticos 

importantes, compreendendo cerca de 30% do consumo total de energia para humanos 

(TVRZICKA et al., 2011). 

Os óleos e gorduras da dieta, além de conferir maior palatabilidade aos alimentos, 

possuem um importante papel nutricional, nos fornecendo calorias e ácidos graxos essenciais 

(AGE) (FENNEMA, 2010). Os ácidos graxos são ácidos carboxílicos saturados (AGS) ou 

insaturados com cadeias de carbono variando entre 2 e 36 átomos de carbono, podendo ser 

monoinsaturado ou poliinsaturado. Os AGE são ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) e são 

importantes constituintes de todas as membranas fosfolipídicas, porém estes AG não são 

sintetizados no corpo humano, sendo obtidos somente através da dieta (DAS, 2008).  
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Os AGPI, ácido linoleico (LA) e ácido alfa-linolênico (ALA), precisam ser 

metabolizados em seus respectivos metabólitos de cadeia longa, isto é, ácido di-homo-gama-

linolênico e ácido araquidônico (AA) a partir do LA; e ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido 

docosahexaenóico (DHA) a partir do ALA. Alguns desses metabólitos de cadeia longa não 

apenas formam precursores para as respectivas prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, 

mas também dão origem a lipoxinas e resolvinas que têm ações antiinflamatórias potentes. Os 

AGE e seus derivados estão envolvidos em uma variedade de funções fisiológicas bem como 

processos patológicos (DAS et al., 2006). 

Nesse sentido AGE são classificados em duas classes principais, o ômega-6 (n-6 

AGPI), com o ácido araquidônico (AA) como principal representante, e o ômega-3 (n-3 

AGPI) com o ácido decosahexaenóico (DHA) como principal representante (SIMOPOULOS, 

2009). Os AGPI possuem diversas funções fisiológicas, incluindo a integridade e fluidez das 

membranas celulares, atuando como principais constituintes dos diferentes reservatórios 

lipídicos circulantes, servindo como produtores e armazenadores de energia, além de serem 

precursores de numerosos eicosanóides bioativos e outros mediadores lipídicos que atuam na 

transdução de sinal e expressão gênica (LAURITZEN et al., 2001).   

O sistema nervoso é o órgão com a segunda maior concentração de lipídios, apenas 

ultrapassado pelo tecido adiposo. O cérebro adulto contém aproximadamente 50 ~ 60% do 

seu peso seco como lipídeo, e aproximadamente 35% dos lipídios são AGPI (YEHUDA et al., 

1999), além disso, os ácidos graxos compreendem todas as membranas fosfolipídicas 

neuronais (LEE et al., 1986). O AA e o DHA compreendem 23% dos lipídios totais no 

cérebro humano adulto (FRASER et al., 2010), onde desempenham papéis principalmente na 

neurotransmissão, metabolismo (WAINWRIGHT et al., 2002), crescimento sináptico 

(DARIOS et al., 2006) e comunicação neuronal (RICHARDS et al., 2003). Os AGE possuem 

funções essenciais para a manutenção das membranas celulares, nesse sentido, a substituição 

destes AGE nas membranas por outro tipo de AG pode alterar a sua fluidez bem como o 

funcionamento de enzimas, receptores, transportadores e a plasticidade sináptica (SONGUR 

et al., 2004; SALEM et al., 2001). 

Quimicamente, as gorduras são formadas pela união de três ácidos graxos com uma 

molécula de glicerol, conhecendo-se essa molécula com o nome de triglicerídeos ou 

triacilgliceróis (TG) (Figura 2). As moléculas de TG podem ser sólidas ou líquidas em 

temperatura ambiente, dependendo de sua estrutura e de sua composição. Usualmente o termo 
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"gordura" se refere aos TG em seu estado sólido, enquanto que o termo óleo, aos TG no 

estado líquido (KODALI; LIST, 2006). 

 

 

Figura 2: Reação química dos triacilgliceróis (ASIF, 2011). 

 

2.5 A dieta mediterrânea 

 

O termo Dieta mediterrânica, têm sido utilizado para se referir à dieta padrão 

consumida pelas populações na Bacia do Mediterrâneo há mais de 2000 anos atrás até o 

momento. A dieta mediterrânea é rica em cereais, vegetais, frutas, legumes, peixes, azeitona e 

óleo de oliva. Através destes alimentos, a dieta mediterrânea é caracterizada por possuir 

baixos níveis de colesterol e ácidos graxos saturados (AGS), e altos níveis de n-3 AGPI 

(ARBONES-MARINAR et al., 2007). Os n-3 AGPI como o ácido eicosapentaenóico (EPA) e 

o DHA, têm sido responsáveis por produzir efeitos benéficos na saúde mental (Da SILVA et 

al., 2008) como citados posteriormente.  

Ingerir uma quantidade equilibrada de ácidos graxos n-6 e n-3 é de extrema 

importância porque estes AG compartilham enzimas de tal forma que a proporção de AG 

consumidos pode ditar a disponibilidade de dessaturase e elongase nas vias metabólicas 

(Figura 3) (ANDRUCHOW et al., 2017). D-6 Desaturase, que é a enzima limitante da taxa 

nesta via, é necessária duas vezes no metabolismo do DHA (SHEPPARD; CHEATHAM 

2013). De fato, os n-6 modulam a quantidade de n-3 disponíveis no organismo (TAHA et al., 

2014), pois o LA (18: 2n-6) e ALA (18: 3n-3) competem as mesmas enzimas dessaturase 

(NAKAMURA; NARA, 2004). Assim, seus metabolismos estão intimamente ligados e 

competitivos (NAKAMURA; NARA, 2004; YEHUDA et al., 1999). Os derivados 

eicosanóides da n-3 e do n-6 são anti e pró-inflamatórios, respectivamente, e funcionam de 
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forma distinta (NAKAMURA; NARA, 2004). Sendo assim, a quantidade relativa de ácidos 

graxos n-6 a n-3 poderia modular os processos neuronais e a progressão da doença através de 

suas funções individuais e sua interação (ANDRUCHOW et al., 2017). 

 

  

 

Figura 3: Via metabólica dos ácidos graxos essenciais n-6 e n-3. (Adaptado de 

ANDRUCHOW et al., 2017) 

 

Dados demonstraram que um desequilíbrio na razão n-6/n-3 pode influenciar o 

desenvolvimento de diversos distúrbios tanto metabólicos como dislipidemias como 

neurológicos como depressão por aumentar a produção de citocinas pró-inflamatórias que 

tanto podem ativar o eixo HPA como podem alterar a fluidez das membranas o que 

potencialmente afeta enzimas ligadas à membrana, canais iônicos, atividade do receptor e 

ligação de neurotransmissores (HUSTED; BOUZINOVA, 2016). Nesse sentido, há indícios 

crescentes que apoiam os efeitos benéficos de um aumento da ingestão de n-3, exibindo 
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propriedades neuroprotetoras em uma variedade de condições neurológicas e 

neurodegenerativas (DYALL et al., 2010; DENIS et al., 2015).  

A suplementação com n-3 tem sido reportada por ter um papel promissor no 

tratamento da depressão (JAZAYERI et al., 2008). Curiosamente, o metabolismo 

serotoninérgico também é afetado pela razão n-6/n-3 AGPI (Da SILVA et al., 2008; 

BORSONELO; GALDUROZ, 2008), uma vez que a suplementação com n-3 demonstrou 

efeitos antidepressivos mediado pelo aumento da serotonina (VINES et al., 2012). Outro 

efeito benéfico da suplementação com n-3 foi a redução da severidade dos sintomas de 

Transtorno de Deficit de Atenção e Hiperatividade em crianças (BLOCH; QAWASMI, 2011; 

SONUGA-BARKE et al., 2013) bem como na redução de sintomas psicóticos (AMMINGER 

et al., 2010). 

O consumo da dieta mediterrânea também têm mostrado um papel protetor no risco de 

desenvolver doença de Alzheimer e no comprometimento cognitivo leve (COOPER et al., 

2015). Um estudo transversal demonstrou que uma população idosa sem demência que aderiu 

a uma dieta mediterrânea possui maiores volumes cerebrais visualizados através de imagem 

por ressonância magnética (GU et al., 2015). Estudos recentes do nosso grupo demonstram 

que o consumo de uma dieta mediterrânea impede prejuízos cognitivos em um modelo de 

perda cognitiva induzida por escopolamina (HAYGERT et al., 2018)  

Estudos experimentais demonstraram que a suplementação com n-3 melhora as 

deficiências motoras relacionadas ao parkinsonismo induzido por reserpina (BARCELOS et 

al., 2011), bem como a nanoformulação contendo n-3 reduziu os sintomas motores causados 

por antipsicótico haloperidol (BENVEGNÚ et al., 2018). Em relação à drogadição, estudos 

experimentais recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a suplementação com 

n-3 impediu a drogadição por anfetamina através da redução do estresse oxidativo cerebral 

(METZ et al., 2019) além de impedir a recaída por morfina através da redução da ativação do 

eixo HPA e redução da ativação dopaminérgica (MILANESI et al., 2019). 

Além dos efeitos da dieta mediterrânea no SNC, esta também possui efeitos benéficos 

a nível periférico e no metabolismo. A aderência do consumo da dieta mediterrânea está 

associada a uma prevenção do desenvolvimento do diabetes melitos tipo II (VILLANI et al., 

2018) e redução de doenças cardiovasculares (FITÓ et al., 2016), além de influênciar 

positivamente a microbiota intestinal (COSTANTINI et al.,2017). 

Uma dieta mediterrânea é um padrão alimentar que se encaixa no paradigma atual de 

avaliação de padrões alimentares, em vez de alimentos isolados ou nutrientes. Além disso, a 
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dieta mediterrânea é um exemplo de um padrão alimentar que fornece evidências para uma 

associação entre qualidade da dieta, envelhecimento saudável e prevenção de doenças 

(VILLANI et al., 2018).  

 

2.6 A dieta ocidental    

 

A dieta atual, também chamada de dieta ocidental, mudou acentuadamente no decorrer 

dos anos, apresentando um enorme declínio na ingestão de n-3 AGPI em favor de um 

aumento de n-6 AGPI, além do alto consumo de AGS e de ácidos graxos trans (AGT) 

presentes em alimento processados (KANOSKI et al., 2011). A dieta ocidental apresenta uma 

razão de n-6/n-3 AGPI cerca de 15-20:1 (SIMOPOULOS 2009) que contrasta fortemente com 

a proporção ideal de cerca de 2:1 recomendada (SIMOPOULOS 1999). Um desequilíbrio na 

proporção n-6/n-3 a favor do n-6 é altamente pró-trombótico e pró-inflamatória, o que 

contribui para a prevalência da aterosclerose, obesidade e diabetes (KROMHOUT; GOEDE, 

2014; SIMOPOULOS, 2013). 

A gordura vegetal parcialmente hidrogenada foi a pioneira na produção de alimentos 

processados por conferir aos alimentos maior consistência, palatabilidade e aumentar o prazo 

de validade aos alimentos. No entanto essa gordura apresenta altas concentrações de AGT o 

qual é responsável por efeitos prejudiciais à saúde, como por exemplo aterosclerose e diabetes 

mellitus tipo 2 (MOZAFARIAN; CLARKE, 2009; SUN et al., 2007). A presença de AGT nos 

alimentos é restrita pela atual legislação vigente tanto no Brasil bem como proibido em outros 

países (RATNAYAKE et al., 2014). 

O consumo regular de AGT pode resultar em uma substituição dos AGE nas 

membranas lipídicas, incluindo as membranas no SNC ocasionando alterações na plasticidade 

e neurotransmissão (ACAR et al., 2003). Além disso, o consumo de AGT tem sido associado 

a disfunção cognitiva (MORGAN et al., 2007; YAFFE et al., 2007), alterações na 

neurotransmissão dopaminérgica (ACAR et al., 2003), a drogadição (KUHN et al., 2013), 

mania (TREVIZOL et al, 2011), perturbações do movimento (TEIXEIRA et al., 2012) e uma 

maior sensibilidade a drogas aditivas (ROVERSI et al., 2016). Atualmente, a gordura trans 

está sendo substituída pelo óleo de palma (OP) bem como pela gordura interesterificada (GI) 

na produção de alimentos (AFONSO et al., 2016). 

O uso de OP na indústria de alimentos ganha lentamente aceitação como um substituto 

de gordura vegetal hidrogenada (SEN et al., 2007). Nas últimas décadas, a aplicação do OP 
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nas indústrias alimentícias tem crescido exponencialmente pela textura, a fragrância e o sabor 

neutro que garante nos produtos acabados. OP é geralmente encontrado em: assados, doces, 

bolos, análogos de queijo, chips, chocolate, gorduras de confeitaria, biscoitos, óleo de 

cozinha, bolachas, donuts, refeições congeladas (panquecas, tortas, pizza, batatas), sorvetes, 

gorduras industriais de fritura , macarrão instantâneo e farinha de aveia, margarinas, pipoca de 

microondas, cremes não lácteos, manteiga de amendoim, molhos de salada (MANCINI et al., 

2015). 

A crescente demanda por óleos vegetais é um fenômeno mundial e o OP contribui 

significativamente para o suprimento global de óleos comestíveis (SUN et al., 2015). O OP é 

inteiramente livre de OGM (organismos geneticamente modificados) e produz até 10 vezes 

mais óleo por unidade de área que outras culturas de sementes oleaginosas. Em 2012, o OP 

representou 32% da produção global de óleos e ultrapassou o óleo de soja como o óleo 

vegetal mais importante do mundo (MBA et al., 2015). 

O óleo de palma é um tipo de óleo comestível obtido a partir do mesocarpo dos frutos 

da planta tropical Elaeis guineenses, popularmente conhecida como palmeira. Em 

comparação com a maioria dos outros óleos vegetais, como óleos de oliva e girassol, o óleo 

de palma contém uma grande quantidade de gordura saturada (40-50% da gordura total), 

sendo a maioria na forma de ácido palmítico (C16: 0) (SUN et al., 2015). 

Os TGs contidos no OP são constituídos principalmente de ácido oleico (C18:1), 

predominantemente localizado na posição SN-2, e de ácido palmítico (C16:0), localizados 

principalmente no SN-1 e posições SN-3 (Figura 4) (MANCINI et al., 2015).  

 

Figura 4: Triacilgliceróis do óleo de palma (adaptado de MANCINI et al., 2015). 

 

Os AG são componentes essenciais das células e servem principalmente como fonte de 

energia. Além de suas funções celulares bem conhecidas, quando há um desequilíbrio na 

homeostase dos AG pode ocasionar efeitos nocivos celulares, ou seja, acúmulo excessivo de 

AG livres celulares pode causar citotoxicidade (LIU; CZAIA, 2013). Os AGS de cadeia 
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longa, tais como ácido palmítico, são direcionados para a mitocôndria para oxidação e para o 

retículo endoplasmático (RE) para síntese lipídica complexa; porém, o excesso de AGS pode 

fornecer modificação na composição fosfolipídica da membrana do RE, comprometendo sua 

estrutura e integridade (BORRADAILE et al., 2006). Nesse sentido, a sobrecarga de ácido 

palmítico induz a morte celular por apoptose pelo estresse do ER (CAO et al., 2012; GU et al., 

2010). 

Em modelos animais, a dieta suplementada com OP induz a tolerância à glicose, o que 

pode ser atribuída à redução da sensibilidade à insulina (KOCHIKUZHYIL et al., 2010, WEN 

et al., 2011), contribui para a ativação das vias de sinalização inflamatórias (TRAN et al., 

2016), induziu a hipertrofia dos adipócitos (SUGANAMI et al., 2007) além de estar 

relacionada com a lipotoxicidade hepática o que contruibui para a progressão de doença 

hepática não-alcoolica (Leamy et al., 2013; Sutter et al.,  2016). O papel deste AG em doenças 

crônicas também está relacionado à sua capacidade de promover alterações no metabolismo 

das lipoproteínas. Nesse sentido, foi demonstrado que o enriquecimento do ácido palmítico 

diminui a expressão e a atividade do receptor de LDL nos hepatócitos, o que contribui para o 

aumento das concentrações plasmáticas de LDL (FATTORE et al., 2014). São diversos 

estudos, como os citados acima, envolvendo o consumo de AGS, em especial o OP, em 

distúrbios metabólicos, porém a literatura carece de dados que informem as conseqüências 

deste consumo relacionado a danos ao SNC. 

Misturas de gorduras ricas em ácidos palmítico e esteárico são amplamente utilizadas 

a nível industrial, para produzir gorduras interesterificadas, a fim de atender às 

recomendações das organizações de saúde para substituir ácidos graxos trans em alimentos 

industrializados (BERRY et al., 2009; ARDISSON et al., 2014). Os processos tecnológicos de 

modificações de óleos e gorduras, como a interesterificação, é de grande interesse industrial 

uma vez que tem por objetivo obter gorduras com propriedades como fusão e cristalização 

adequadas (SENANAYAKE; SHAHIDI, 2005). A gordura interesterificada (GI) resulta da 

modificação (rearranjo) da posição dos AG na molécula de glicerol, formando um novo TG 

(BERRY et al., 2009; ARDISSON et al., 2014) (Figura 5). Esse processo é onde dois ou mais 

óleos e/ou gorduras são misturados para se obter um produto com composição e consistência 

desejáveis (GUNSTONE, 1998; SENANAYAKE; SHAHIDI, 2005).   
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Figura 5: Processo de interesterificação entre os trigliceróis (ASIF, 2011). 

 

No processo de interesterificação não há mudança na composição de AG, somente seu 

rearranjo na molécula de TG, o que leva à modificação das propriedades físicas dessa 

gordura, tornando-a com uma textura desejável (AHMADI; MARANGONI, 2009; RIBEIRO 

et al., 2007; REENA et al., 2009). A interesterificação de óleos e gorduras está se tornando 

rapidamente uma alternativa, em que a inserção de AGS, tipicamente na forma de ácido 

esteárico, é empregada para endurecer um óleo para uma plasticidade comparável a gordura 

trans ou a dureza de uma gordura saturada natural (WARNICK et al., 1982). Sendo assim a 

gordura interesterificada resultante contém elevados níveis de AGS porém sem a presença de 

AGT (GUNSTONE, 1998). 

Existem dois processos para a obtenção de GI: enzimático e químico. No processo 

enzimático é utilizado lipases microbianas enquanto na interesterificação química utiliza-se 

catalisadores como, por exemplo, metóxido de sódio (MeONa) (RIBEIRO et al., 2007). A 

interesterificação química é a mais utilizada pela indústria por ser a alternativa mais 

econômica e mais rápida (MARANGONI; ROUSSEAU, 1995; ALLEN et al., 1996). 

Alguns autores mostraram que o consumo de GI pode aumentar os riscos metabólicos 

envolvidos no diabetes tipo 2, doença cardiovascular (ROBINSON et al., 2009) e 

aterosclerose (AFONSO et al., 2016). Um estudo realizado por Bispo e colaboradores (2015) 

demonstrou que o consumo de GI, resultou no comprometimento do efeito da insulina no 

centro hipotalâmico, responsável por inibir a ingestão de comida (BISPO et al., 2015). Além 

disso, estudos em animais mostraram que o consumo de GI foi capaz de aumentar assim a 

relação LDL / HDL e a pressão arterial (SUNDRAM et al., 2007). 

Estudos experimentais recentes do nosso laboratório demonstraram que o consumo de 

gordura interesterificada causou aumento de citocinas pró-inflamatórias tanto no plasma como 

no cérebro, acompanhado de perda neuronal no hipocampo (HAYGERT et al., 2018). 
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Ademais, a suplementação de ratos com GI esta relacionado a prejuízo de memória, 

acompanhado do aumento de parâmetros oxidativos e redução de neurotrofinas (BDNF) no 

SNC (D‘AVILA et al., 2017). Sobretudo, um estudo atual demonstrou que a suplementação 

com GI causou prejuízos motores juntamente com alterações moleculares da neurotrofina 

(GDNF) no SNC (D‘AVILA et al., 2021).  

 Além disso, Milanesi e colaboradores (2017) demonstraram o efeito da 

suplementação com GI em ratas, as quais apresentaram aumento da sensibilidade térmica e 

alterações no sistema opioidérgico (MILANESI et al., 2017). Um estudo recente demonstrou 

que a suplementação com GI e OP aumenta a recaída por morfina após um período de 

abstinência em um modelo de drogadição além de apresentar alterações no eixo HPA e 

alterações dopaminérgicas (MILANESI et al., 2019). 

 

2.7 Estresse, ácidos graxos e drogadição  

 

Os hormônios desempenham um papel crítico no desenvolvimento e expressão de uma 

ampla gama de comportamentos. Um aspecto da influência dos hormônios no comportamento 

é a sua potencial contribuição para a fisiopatologia dos transtornos psiquiátricos (JURUENA 

et al., 2004). De todos os eixos endócrinos, o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) tem 

sido o mais amplamente estudado. A atividade do eixo HPA é governada pela secreção de 

hormônio liberador de corticotrofina (HLC) e vasopressina (AVP) pelo hipotálamo, os quais, 

por sua vez, ativam a secreção do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) pela pituitária, que 

finalmente estimula a secreção de glicocorticóides pelo córtex adrenal (HABIB et al. 2001; 

STROHLE; HOLSBOER 2003). Os glicocorticóides, então, interagem com seus receptores 

em múltiplos tecidos-alvo, incluindo o eixo HPA, onde são responsáveis pela inibição 

negativa por feedback da secreção do ACTH pela pituitária e do HLC a partir do hipotálamo 

(de KLOET et al., 1998).  

Anormalidades na função do eixo HPA têm sido descritas em pessoas que apresentam 

transtornos psiquiátricos. Essas anormalidades parecem estar relacionadas às mudanças na 

capacidade dos glicocorticóides circulantes em exercer seu feedback negativo na secreção dos 

hormônios do eixo HPA por meio da ligação aos receptores de mineralocorticoides (RM) e 

glicocorticóides (RG) nos tecidos (JURUENA et al., 2003). Ou seja, em algumas doenças 

como exemplo na depressão, é descrito que há desregulação do feedback negativo no eixo 

HPA levando à hipercortisolemia (PARIANTE et al., 2001). 
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A exposição aguda ou crônica ao estresse evoca inúmeras respostas fisiológicas e 

comportamentais que alteram significativamente o estado metabólico e comportamental em 

humanos e animais experimentais (DALLMAN et al., 2003). A exposição ao estresse pode 

alterar tanto a quantidade quanto a qualidade das calorias consumidas, e as alterações 

induzidas pelo estresse na ingestão alimentar e no balanço energético podem interagir com o 

estado emocional (EPEL et al., 2001). O estresse também tem sido relacionado ao 

desenvolvimento de obesidade e síndrome metabólica. Uma dieta com alta concentração de 

gordura demonstrou aumentar os níveis de corticosterona no sangue (CORT) e a expressão de 

receptores de glicocorticóides (RG) no hipotálamo e no hipocampo (BOUKOUVALAS et al., 

2018; 2010). 

O estresse também está implicado em alterações a longo prazo em numerosos sistemas 

comportamentais e neurobiológicos que contribuem para a vulnerabilidade ao uso de drogas 

aditivas (CANDACE et al., 2016). O estresse tem sido repetidamente associado ao uso 

contínuo de drogas aditivas (KOOB, 2008), além de ser um dos fatores mais comumente 

relatados que precedem a recaída de drogas após período de abstinência (BREWER et al., 

1998). A função do HPA na recaída induzida pelo estresse foi identificada para várias drogas 

aditivas, incluindo heroína, cocaína e álcool (BUFFALARI et al. 2012; LE et al. 2011; 

SHALEV et al. 2010). Nesse sentido o eixo HPA desempenha um papel significativo na 

drogadição. 

 

2.8 Os ácidos graxos e o sistema dopaminérgico  

 

Uma série de transtornos neuropsiquiátricos, incluindo doença de Parkinson, 

esquizofrenia, transtorno de déficit de atenção e hiperatividade e, até certo ponto, depressão, 

envolvem a desregulação dos sistemas dopaminérgico (HEALY-STOFFEL; LEVANT, 

2018). Sobretudo, o sistema dopaminérgico é um alvo bem conhecido de drogas com 

potencial aditivo e a plasticidade dentro deste circuito neural é que está envolvida na 

drogadição (HYMAN et al., 2006; KAUER; MALENKA, 2007). O sistema dopaminérgico 

controla comportamentos motivados através da via dopaminérgica mesolímbica, que se 

projetam da área tegmental ventral (ATV) para as regiões límbicas, incluindo o nucleus 

accumbens (NAc) e o córtex pré-frontal (SIM et al., 2013). As projeções dopaminérgicas da 

ATV que terminam no NAc desempenham um papel crucial em fenômenos relacionados à 

recompensa, bem como comportamentos de busca de drogas (YOUNG et al., 2005). Sugere-
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se que o NAc é a principal área do sistema dopaminérgico para mediar os comportamentos 

relacionados à recompensa, bem como a recaída de drogas (FARZINPOUR et al., 2018). 

Evidências obtidas a partir de modelos animais e resultados de neuroimagem em 

humanos indicam que a função dopaminérgica no cérebro pode ser alterada pela dieta e pelo 

peso (CARR et al., 2011; VAL-LAILLET et al., 2015; DÉCARIE-SPAIN et al., 2016). O 

consumo prolongado de uma dieta rica em gordura é conhecido por causar obesidade e 

diabetes tipo 2, que são caracterizados pela resistência à insulina (VINUESA et al., 2016). 

Alterações no nível de insulina no cérebro e na sensibilidade dos receptores para insulina 

sob diferentes condições dietéticas podem, portanto, ser fatores importantes na sinalização 

dopaminérgica e no comportamento direcionado as drogas aditivas (STOUFFER et al., 

2015). 

Sabe-se que tanto uma dieta de restrição alimentar como uma dieta obesogênica 

alteram a transmissão dopaminérgica e exercem efeitos modulatórios opostos na 

responsividade comportamental às drogas psicoestimulantes. A restrição alimentar e dieta 

obesogênica aumentam ou diminuem, respectivamente, os efeitos recompensadores e de 

drogas aditivas (POTHOS et al., 1995; CARR et al., 2011; HRYHORCZUK et al., 2016). 

Estudos realizados por Kuhn e colaboradores (2013, 2015) demonstraram que a 

suplementação com gordura vegetal hidrogenada, rica em AGT, pode alterar o conteúdo 

fosfolipídico das membranas do SNC alterando a neurotransmissão dopaminérgica após 

administração de anfetamina. Outro estudo demonstrou que o consumo de AGT modifica os 

parâmetros aditivos da morfina (ROVERSI et al., 2016). 

No SNC, os ácidos graxos n-3 modulam a sinalização celular afetando além do 

sistema serotoninérgico o sistema dopaminérgico também. As evidências sugerem que 

níveis inadequados de n-3 no cérebro podem representar um fator de risco para distúrbios 

neuropsiquiátricos (HEALY-STOFFEL; LEVANT, 2018). Com base nisso, uma nova 

aplicação para ácidos graxos ômega-3 foi proposta, relacionada ao tratamento de vários 

destes diversos transtornos (BOZZANELO et al., 2019).  

 

2.9 Alvos farmacológicos para prevenção da recaída: Topiramato e Ácido 

Ferúlico 

 

Nas últimas décadas, um papel crítico da neurotransmissão glutamatérgica foi 

documentado na drogadição de morfina (POPIK; WROBEL, 2002; MILANESI et al., 2017), 



33 
 

bem como em sua recaída (PORTUGAL et al., 2014). O sistema glutamatérgico esta 

envolvido na plasticidade neuronal induzida por opioides (MILANESI et al., 2017) e o 

AMPAR representa uma chave importante na regulação dos mecanismos moleculares 

subjacentes a esta plasticidade (MORON et al. al., 2007). 

 Foi demonstrado que os receptores AMPA compõem um dos mecanismos de 

recompensa relacionados a drogas e tem um papel crítico na memória de estímulo de 

recompensa (expressão de PLC) (SHUKLA et al., 2017). A ativação dos receptores AMPA é 

essencial para comportamentos de busca de drogas, de modo que o antagonismo do receptor 

AMPA atenua este comportamento (FAMOUS et al., 2008). O antagonista do receptor 

AMPA diminui a aquisição e expressão da PLC, indicando que a neurotransmissão 

glutamatérgica tem um papel crítico na indução de PLC (MALDONADO et al. 2007). 

Recentemente, Siahposht-Khachaki (2017) demonstraram que o bloqueio do receptor 

AMPA pela injeção de intracerebroventricular de CNQX durante o período de extinção 

atenua a recaída por morfina (SIAHPOSHT-KHACHAKI et al., 2017). 

Em relação ao sistema glutamatérgico, o topiramato é uma medicação antiepiléptica 

aprovada para o tratamento da epilepsia (WENZEL et al., 2006). O topiramato reduz a ação 

excitatória do glutamato através do antagonismo AMPAR e facilita a ação inibidora do 

GABA no seu sitio não benzodiazepínico (ANGEHAGEN et al., 2005). Os efeitos 

secundários do topiramato incluem a redução da condutância dos canais de cálcio voltagem 

dependente e a redução da liberação de dopamina, neurotransmissor o qual está envolvido 

nos efeitos de reforço das drogas (SHINN; GREENFIELD 2010).  

O topiramato tem uma alta eficácia antiepiléptica, tanto para epilepsia focal como 

generalizada, porém é frequentemente associado a problemas adversos psiquiátricos 

(KANNER et al., 2003) ou cognitivos (KOCKELMANN et al., 2004). Uma grande 

proporção de pacientes usuários de topiramato apresentam efeitos adversos cognitivos 

especialmente em fluência verbal, memória de trabalho (BRANDT et al., 2015), 

concentração e confusão mental (KNAPP et al., 2015). O uso do topiramato também tem 

sido associado a outros efeitos adversos tais como tonturas, nervosismo, fadiga, sonolência 

(SOYKA; MULLER, 2017). Menos comumente, tem sido associado ao desenvolvimento de 

sintomas psicóticos como alucinações (REGISTER et al., 2017). 

O uso extra-bula do topiramato vem aumentando em outras condições como 

enxaqueca, obesidade, estresse pós-traumático e transtorno bipolar (STENLOF et al., 2007). 

O topiramato tem sido avaliado em alguns estudos clínicos em dependentes de álcool 
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(GUGLIELMO et al., 2015). Em estudos pré-clínicos, ele mostrou ser eficaz na redução da 

ingestão de álcool, redução dos seus efeitos de recompensa (JOHNSON et al., 2005; 

MOORE et al., 2014), bem como aumentou os dias de abstinência (KRANZLER et al., 

2014). As evidências indicam que a transmissção glutamatérgica desempenha um papel 

fundamental na drogadição e, portanto, pode ser um alvo-chave para possíveis novos 

tratamentos farmacológicos (GASS et al., 2008; NEMIROVSKY et al., 2012). 

Outro fator relacionado a drogadição, incluindo o distúrbio de uso de opioides, é a 

geração de radicais livres e por conseqüência dano e estresse oxidativo em áreas cerebrais. O 

estresse oxidativo, definido como um distúrbio no equilíbrio entre a produção de espécies 

reativas de oxigênio (radicais livres) e as defesas antioxidantes, é discutido em relação ao 

seu possível papel na produção de danos aos tecidos (BETTERIDGE, 2000). As drogas 

aditivas se relacionam ao estress oxidativo uma vez que liberam dopamina para fenda 

sináptica e principalmente porque DA acumulada é suscetível à autoxidação e geração de 

DA-quinonas, que são capazes de danificar e inibir a função das macromoléculas 

(TEIXEIRA et al., 2009). Essas espécies reativas são capazes de inibir as funções 

mitocondriais, reduzindo assim a produção de ATP (BROWN; YAMAMAMOTO, 2003).  

 Na última década, a visão do estresse oxidativo se ampliou consideravelmente e 

agora é frequentemente visto como um desequilíbrio que tem suas origens em nossos genes 

e nas maneiras pelas quais a expressão gênica é regulada. No centro desse novo foco está o 

fator de transcrição denominado fator nuclear eritróide 2 ou NRF2. NRF2 é referido como o 

―regulador mestre‖ da resposta antioxidante, modulando a expressão de centenas de genes, 

incluindo não apenas as conhecidas enzimas antioxidantes, mas um grande número de genes 

que controlam processos como respostas imunológica e inflamatórias, fibrose de tecidos, 

carcinogênese e metástase e até mesmo disfunção cognitiva e comportamento viciante. 

Assim, a desregulação de genes regulados por Nrf2 fornece uma explicação lógica para as 

conexões, diretas e indiretas, entre o estresse oxidativo observável e doenças envolvendo 

esses vários processos fisiológicos, cada um refletindo uma rede envolvendo muitos 

produtos genéticos (HYBERTSON et al., 2011). Até o momento não existe nenhum dado na 

literatura relacionando o NRF2 com a drogadição ou até mesmo opioides. 

A literatura demonstrou um aumento de espécies reativas no hipocampo em animais 

condicionados com morfina no modelo PLC (ROVERSI et al., 2016). Outras drogas estão 

relacionadas à geração de stress oxidativo a nível de SNC como por exemplo cetamina 

(SCHIMITES et al., 2020), cocaína (ANTONIAZZI et al., 2014), anfetamina (SEGAT et al., 
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2014, METZ et al., 2019). Agentes oxidantes como ácido gálico já demonstraram possuir 

efeitos benéficos na redução de padrões oxidativos causado pela drogadição por ketamina 

tanto a nível central como periférico (SCHIMITES et al., 2020). Se tratando de geração de 

espécies reativas e estresse oxidativo, a utilização de um agente antioxidante também se 

torna um alvo para o tratamento de drogadição e recaída as drogas. 

 

3. Nanotecnologia  

 

A falta de tratamento eficaz para a drogadição torna evidente que somente compostos ou 

fármacos já existentes não são atualmente suficientes para combater patologias como a 

drogadição. Nesse contexto destaca-se a importância do uso da nanoteclogia para o 

desenvolvimento de medicamentos com propriedades farmacêuticas aprimoradas. 

A nanotecnologia foi desenvolvida com aplicação em ciências biomédicas a qual refere-se 

a intervenção médicas, prevenção, diagnóstico, monitoramento e tratamento de doenças 

(MOGHIMI, 2005). A partir de diferentes matérias primas e suas organizações em sistemas 

nanométricos torna-se possível modificar parâmetros farmacocinéticos como absorção e 

distribuição, consequentemente aumentando a eficácia e potência terapêutica, apresentando 

liberação controlada sem alteração do mecanismo de ação farmacológico (MOGHIMI, 2005). 

Através da nanotecnologia, um fármaco pode ser incorporado a um sistema 

nanoestruturado e alcançar concentrações efetivas em tecidos alvos os quais não seriam 

alcançados na forma convencional do medicamento (DIMER et al., 2003). Um fármaco ou 

compostos que apresentam algumas limitações como baixa biodisponibilidade, potencial 

toxico, estabilidades relativas, podem ter suas características melhoradas através de um 

nanocarreador (FORREST; KWON, 2008). 

 

3.1 Novas terapias que envolvem nanoformulações  

 

Nanotecnologia refere-se à criação, investigação e aplicação de estruturas, materiais, 

moléculas, interfaces internas ou superfícies com, pelo menos, uma dimensão crítica ou 

tipicamente inferior a 100 nm, resultando em novas funcionalidades e propriedades para 

melhorar produtos ou desenvolver novos produtos e aplicações (SULLIVAN et al., 2014). A 

nanotecnologia desempenha um papel importante para terapias futuras, através de sua união 

com medicamentos como ―nanomedicamentos‖, que são sistemas de tamanho nanométrico 
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que apresentam liberação direcionada e com velocidade controlada, maior estabilidade e 

biodisponibilidade, favorecendo sua eficácia e reduzindo sua toxicidade (SARAIVA et al., 

2016). Esses novos sistemas de liberação de fármacos possibilitam a diminuição de doses 

requeridas para a resposta terapêutica reduzindo os efeitos adversos, como também aumenta 

os perfis de segurança (KOO et al., 2005). 

As formas convencionais de liberação (liberação imediata) são formuladas para liberar 

o fármaco rapidamente após a administração, enquanto os sistemas de liberação modificada 

são projetados para modular a liberação do fármaco (PEZZINI et al., 2007). A literatura tem 

enfatizado a importância dos sistemas de liberação de medicamentos modificados. Os 

sistemas de liberação modificada promover melhorias na biodisponibilidade e farmacocinética 

dos medicamentos, trazendo a possibilidade de uma liberação local ou responsiva (em um 

local específico do corpo), possibilitando a redução dos efeitos adversos locais e sistêmicos 

(ROCHA et al., 2016). Atualmente têm se estudado as vantagens da nanoencapsulação de 

fármacos para o "delivery" cerebral. O emprego de sistemas nanoparticulados tem sido 

utilizado como carreadores de fármacos para delivery cerebral, por sua capacidade de 

modulação das propriedades físico-químicas e farmacocinética, e de controlar a liberação e 

distribuição em áreas alvos (SARAIVA et al., 2016). A entrega de drogas como sistemas 

nanométricos têm chamado a atenção por além de aumentar sua eficácia terapêutica 

(IANISKI et al., 2012), também sua propriedade inovadora de minimizar os efeitos colaterais 

(BENVEGNÚ al., 2011; 2012; 2017). 

A literatura já revela os benefícios da nanoencapsulação de fármacos já existentes. A 

encapsulação do haloperidol em nanocápsulas poliméricas demonstrou melhorar a eficácia 

terapêutica somado a uma redução de efeitos adversos e danos oxidativos cerebrais 

(BENVEGNÚ et al., 2011, 2012), e prevenindo a toxicidade periférica hepática e renal 

(ROVERSI et al., 2015). Além disso, modificações do núcleo lipídico dessa formulação 

indicaram superioridade terapêutica através da redução dos efeitos adversos (prejuízos 

motores) comuns ao uso deste fármaco (BENVEGNÚ et al., 2018).  

Os fármacos antiepiléticos são conhecidos por apresentarem diversos efeitos adversos, 

entre estes fármacos destacamos o Topiramato. Além do seu uso antiepilético o topiramato 

tem sido utilizado com sucesso como tratamento para dependência de álcool (JOHNSON et 

al., 2003), dependência de metanfetamina (JOHNSON et al., 2005), dependência de cocaína 

(UMBRICHT et al., 2014; SÁNCHEZ-VILLAREJO et al., 2014), enxaqueca (SALISBURY-

AFSHAR, 2014), obesidade (APPOLINARIO et al.,2002) e ganho de peso induzido por 
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antipsicóticos (WING et al., 2005).  No entanto, o tratamento com topiramato apresenta uma 

série de efeitos adversos, como diminuição da atenção, confusão mental, problemas 

cognitivos dentre outros já citados anteriormente (KNAPP et al., 2015; SOYKA; MULLER, 

2017). Alguns casos raros de tratamento com topiramato foram relatados para induzir miopia 

de início agudo durante o uso (MADAGMA et al., 2014). 

O topiramato apresenta uma baixa biodisponibilidade cerebral e como conseqüência os 

efeitos adversos relacionados ao seu uso também se relacionam a sua elevada dose para 

alcançar a eficácia terapêutica (GUSTOW et al., 2008). Patel, Parikh (2020) demonstraram 

que a aplicação intranasal de nanoemulsão contendo topiramato ajuda consideravelmente a 

melhorar a biodisponibilidade do cérebro. Os quais também sugerem que esta nanoemulsão 

deve ajudar na redução da dose de TPM que minimiza ainda mais os eventos adversos 

relacionados à dose.  

Ainda não existem relatos do uso do topiramato como tratamento para a drogadição a 

opioides. Diante da convergência entre o mecanismo de ação do topiramato e as alterações 

moleculares induzidas pela drogadição a opioides, utilizar a estratégia de vetorização cerebral 

pela nanoencapsulação de topiramato pode ser capaz de prevenir uma recaída a opioide 

apresentando menos efeitos adversos do fármaco em estudo.  

Sabe-se que o estresse oxidativo se faz presente em diversas doenças neuropsiquiatricas 

como Alzheimer como no transtorno de uso de substâncias (CHEN; ZHONG, 2014). De tal 

forma o uso de agentes antioxidantes aliados a nanotecnologia pode ser uma ferramenta útil 

para a drogadição.  Sendo assim, estudo in vitro demonstrou que o tratamento com 

nanopartículas de ácido ferúlico diminuiu a geração de Espécies reativas ao oxigênio, 

restabeleceu o potencial da membrana mitocondrial e diminuiu a ativação de vias 

apoptóticas em células de neuroblastomas (PICONE et al., 2009). 
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4. JUSTIFICATIVA 

Atualmente existem poucos tratamentos farmacológicos clinicamente úteis para a 

drogadição, especialmente com opioides, os quais apresentam eficácia limitada, já que não 

previnem os temidos episódios de recaída após retirada do uso da droga. Considerando a 

drogadição por opioides, a terapia de substituição da droga aditiva por outro opioide que 

desenvolva síndrome de abstinência mais curta e branda como a metadona ou buprenorfina, 

têm sido empregadas. Além da terapia de substituição com fármacos opioides não conferir 

eficácia e seguraça que possibilite a cura ou total remissão da drogadição, ainda são capazes 

de desenvolver muitos efeitos adversos com possíveis complicações subsequentes 

(SCHUCKIT, 2016). 

A alta taxa de recaída após abstinência prolongada constitui um   desafio clínico central  

da drogadição, o qual representa a maior dificuldade para superação (EVERITT, 2014; 

TANAKA et al., 2011; O‘BRIEN 1997). Até o presente, os tratamentos aplicados em 

clínicas especializadas apenas facilitam a retirada da droga, reduzindo os sintomas de 

abstinência, porém não evitam as freqüentes recaídas (MATTICK et al., 2014), como já 

comentado.  

Desse modo, a identificação de mecanismos cerebrais responsáveis pela vulnerabilidade 

à recaída é crucial tanto para a prevenção da drogadição por opioides como para o 

desenvolvimento de tratamentos eficazes. Demonstrar que mudanças nos hábitos de vida, 

incluindo hábitos alimentares, podem influenciar na drogadição a opioides bem como 

demonstrar que estratégias farmacológicas podem ser aliadas aos fármacos já disponíveis, 

tornando-os mais eficazes na redução das taxas de recaídas é de extrema importância na 

temática da drogadição. 
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5. OBJETIVOS: 

 

4.1 Objetivo geral:  

 

Avaliar a influência do consumo de dietas composta por diferentes ácidos graxos sobre 

fatores relacionados à drogadição por morfina, bem como investigar adaptações 

neuromoleculares e as possíveis intervenções farmacológicas associadas a nanotecnologia 

sobre a recaída por morfina, utilizando um modelo de preferência de lugar condicionado em 

ratos. 

 

4.2 Objetivos específicos:  

 

- Avaliar a influência da suplementação de diferentes ácidos graxos da dieta sobre 

comportamentos de recaída por morfina; 

- Avaliar parâmetros de ansiedade, atividade locomotora e sensibilidade térmica, bem 

como possíveis alterações no eixo HPA durante o período de abstinência de morfina, nos 

mesmos animais suplementados com as diferentes dietas; 

- Avaliar se a suplementação crônica dos ácidos graxos de uma dieta considerada 

benéfica para saúde pode ser capaz de prevenir o comportamento de recaída pela morfina; 

- Verificar possíveis alterações na via dopaminérgica em áreas cerebrais relacionadas a 

drogadição após a recaída por morfina, nos mesmos animais suplementados com ácidos 

graxos de  diferentes dietas. 

-Avaliar o potencial terapêutico da administração de nanocápsulas contendo 

topiramato sobre comportamento de recaída por morfina, de memória de curto e longo prazo 

após o tratamento com nanocápsulas contendo topiramato, durante o período de abstinência 

da droga; 

- Verificar possíveis alterações na via dopaminérgica e glutamatérgica em áreas do 

encéfalo relacionadas à drogadição após a recaída por morfina. 

-Avaliar o potencial terapêutico da administração de nanocápsulas contendo ácido 

ferúlico sobre comportamentos de recaída por morfina; 

-Avaliar parâmetros de memória de curto e longo prazo após o tratamento com 

nanocápsulas contendo ácido ferúlico, durante o período de abstinência da droga; 
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- Verificar possíveis alterações na via dopaminérgica, NRF2 e ΔFOSB em áreas do 

encéfalo relacionadas à drogadição após a recaída por morfina. 

 

6. ARTIGO CIENTÍFICO 1  

 

O artigo científico intitulado ―Mediterranean X Western based diets: Opposite influences 

on opioid reinstatement‖ foi publicado em 2019 na revista Toxycology Letters e seu acesso 

encontra-se aqui: https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2019.03.009 

 

7. ARTIGO CIENTÍFICO 2  

 

O artigo científico intitulado ―Topiramate-chitosan nanoparticles prevent morphine 

reinstatement with no memory impairment: Dopaminergic and glutamatergic molecular 

aspects in rats‖ foi publicado em 2021 na revista Neurochemistry International com o 

seguinte link de acesso:  https://doi.org/10.1016/j.neuint.2021.105157 

 

8. MANUSCRITO CIENTÍFICO  

 

O manuscrito científico intitulado ―Ferulic acid-loaded nanostructure prevents 

morphine reinstatement: dopaminergic involvement, NRF2 and ΔFosB in the nucleus 

accumbens of rats‖ será submetido posteriormente pois está pendente de outra publicação 

inicial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2019.03.009
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2021.105157
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Highlights: 

 

 Morphine reinstatement upregulates NRF2 and ΔFosB and in Nac. 

 Ferulic acid nanoencapsulated (FA-Nc) prevents morphine-reinstatement. 

 Nanotechnology increase effects of FA-F. 

 FA-Nc modulates positively DA neurotransmission. 

  
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Ferulic acid (FA), a phenolic phytochemical, has been reported to exert antioxidative 

and neuroprotective effects. Morphine is among the most powerful analgesics and pain-

relieving agents. However, its addictive properties limiting their medical use, making them 

susceptible to abuse and reinstatement, favoring the illicit use of opioid, what so adding to 

the global drug addiction problem.  Morphine addiction occurs due to the release of 

dopamine in the mesolimbic brain area, which implies an increase in oxidative stress in this 

region. The aim of this study was evaluate the protective effects of a novel nanosystem with 

Ferulic acid (FA) on morphine reinstatement, as also on the consequent molecular 

adaptations in the mesolimbic region. Rats previously exposed to morphine in conditioned 

place preference (CPP) paradigm were treated with Ferulic acid-loaded nanocapsules (FA-

Nc) or non-encapsulated FA (F-FA) during morphine-preference extinction; following 

memory performance evaluation in the novel object recognition test (NORT), animals were 

re-exposed to morphine reinstatement. Whereas morphine-preference extinction was 

comparable among all experimental groups, FA-Nc treatment prevented morphine 

reinstatement, preserving also the memory performance, which was impaired by morphine-

conditioning. In the nucleus accumbens (NAc) morphine-reinstatement increased D1R, 

D3R, DAT, ΔFosB immunoreactivity. FA-Nc treatment decreased D1R, D3R and ΔFosB 

and increased D2R, DAT and NRF2 in the NAc. In conclusion, FA-Nc treatment prevented 

morphine-reinstatement, modified the dopaminergic neurotransmission, NRF2 and ΔFosB in 

the NAc, what may indicate an antioxidant- and neuroprotective-role of this 

nanoformulation. 

 

 

Keywords: opioid addicton, conditioned place preference (CPP), ΔFosB, NRF2 Dopamine 

receptor, Nucleus accumbens (NAc), nanoencapsulated- ferulic acid    
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Introduction 

 

Ferulic acid (FA) is a well-known phenolic compound (Figure 1) found in fruits, 

cereals, coffee and vegetables, thus exerting beneficial antioxidant activity in different 

situations, including neurodegenerative diseases (Barone et al., 2009; Zhao et al., 2008). 

Polyphenols like FA are effective scavengers of free radicals and superoxide anions, being 

frquently used to prevent lipoperoxidation of foods (Srinivasan et al., 2007). Furthermore, 

FA is also considered an inhibitor of enzymes that catalyze free radical generation, thus 

ameliorating its protective activity (Zduńska et al. 2018).  

In addition to antioxidant properties, experimental studies have demonstrated that the 

FA presents extensive range of therapeutic effects, such as anti-inflamatory, antimicrobial, 

anticancer, and antidiabetic effects (Gao et al., 2018; Bumrungpert et al., 2018; Zduńska et 

al. 2018).  

Considering the central nervous system (CNS), FA showed neuroprotective activity 

(Kim et al., 2004), useful on neurological disease such as focal cerebral ischemia (Cheng et 

al., 2008; Kim et al., 2004), epilepsy (Hassanzadeh et al., 2017), Parkinson‘s- (Askar et al., 

2019) and Alzheimer‘s-disease (Benchekroun et al., 2016), besides depression (Xu et al., 

2013).  

In spite of its promissor important pharmacodynamics feature, FA presents 

significant limitations, what hinders its therapeutic use (Barrone et al., 2009). Due to 

hydrophobic nature, FA presentes poor solubility in aqueous solution, representing a barrier 

in its bioavailability and clinical efficiency. Thus, when administered orally, FA undergoes 

marked first-pass effects which pose limitations on its bioavailability (Trombino et al., 

2013). The development of new technologies has a great interest in developing a nano 

carrier system to improve therapeutic properties of bioactives (Mukherjee et al., 2015). 

Nanosystems permit a long-term administration of hydrophilic and lipophilic drugs to the 

target tissue. In this way, nanoparticles improve their pharmacokinetic properties, 

optimizing the delivery and pharmacological activity of the drug in the target tissue (Bairagi 

et al., 2018). Currently, nanoencapsulated FA is used in various topical formulations for 

aesthetic treatments and skin care (Harwansh et al., 2015).  

Oxidative stress is frequently associated to different cronic diseases, including drug 

addiction. At molecular level, development of addiction and reinstatement modify different 

brain areas, evoking neuroadaptive and neurochemical mechanisms to dysregulate the 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Harwansh+RK&cauthor_id=26437269
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reward system (Ikemoto et al., 2015). In this sense, opioids are able to produce significant 

changes in dopaminergic neuronal pathways, leading to neurotoxic events, which are also 

related to oxidative stress, excitotoxicity and mitochondrial dysfunction (Goncalves et al., 

2014, Xu et al., 2006). Considering an increasing of the DA release, favoring its 

accumulation in the synaptic cleft (Robertson et al., 2009), such excess is susceptible to 

autoxidation and generation of DA-quinones, which can damage neurons and other cells 

(Teixeira et al., 2009). 

Opioid addiction is recognized as a psychiatric disorder characterized by chronic 

neuroadaptation and behavioral alterations that play a central role on a high risk of 

reinstatement (Koob, Wolkow 2016). In fact morphine, a pivotal opiod representative, 

stimulates dopamine transmission in the nucleus accumbens (NAc), unbalancing the 

mesocorticolimbic brain area, thus exerting a critical role in the resintatement (Milanesi et 

al., 2019). Morphine has a highly additive power and its misuse is characterized by the 

uncontrolled drive to obtain the substance and failure to limit its use despite adverse 

(Kalivas et al., 2005).  According to The United Nations World Drug Report 2019, the use 

of opioids is responsible for two thirds of the deaths attributed to drug use disorders. In 

addition, opioid addiction is also associated with excess morbidities and social costs 

(UNODC, 2019). The effective treatments for opioid addiction are still lacking since the 

current treatments, methadone or buprenorphine for example, have a known limited ability 

to attract and retain patients in treatment (Mattick et al., 2014), being also related to abuse. 

The identification of brain mechanisms that can be responsible for the recognized 

vulnerability to reinstatement to opioid drugs is crucial for implamentation of an effective 

treatment for drug addiction (Georgiou et al., 2015). Exogenous antioxidants could restrain 

the oxidative stress, even alleviate opiod reinstatement in addicted animals (Zhou, Kalivas et 

al., 2008) also FA has gained considerable attention as a low-toxicity dietary supplement for 

its potential antioxidant  (Mancuso et al., 2014). The current study was developed to 

investigate possible beneficial influences of the FA loaded-nanocapsules (FA-Nc) on the 

prevention of morphine reinstatement, also acessing molecular changes in the dopaminergic 

system, transcription factors related to, besides antioxidant cascade in the mesolimbic brain 

area, which is closely related to reward and addiction. 
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Figure 1: Chemical compost of ferulic acid. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1 Animals  

Thirty six male Wistar rats (60-day old) from the breeding facility of the Federal 

University of Santa Maria (UFSM), RS, Brazil, were kept in Plexiglas cages with free access 

to food and water in a room with controlled temperature (22 ± 2 °C) and on a 12-h light/dark 

cycle. This study was approved by the Animal Ethics Committee of the Federal University of 

Santa Maria (7948130516-UFSM) affiliated to the Council for the Control of Animal 

Experiments (CONCEA).  

 

2.2 Drugs and solutions 

Morphine sulfate (Cristália®, São Paulo, Brazil) was diluted in 0.9% NaCl solution 

and intraperitoneally injected (i.p.) in a dose of 4 mg/kg for conditioning (Vey et al., 2015; 

Roversi et al., 2016; Milanesi et al., 2017), and 2 mg/kg for reinstatement (Milanesi et al., 

2019) and vehicle injections were 0.9% NaCl solution in a 1mL. Ferulic acid and sorbitan 

monooleate were obtained from Sigma-Aldrich (São Paulo, Brazil); polysorbate 80 and 

medium chain triglycerides were acquired from Delaware (Porto Alegre, Brazil) and 

ethycellulose was donated by Colorcon
®

 (Cotia, Brazil). 

2.3 Preparation of Ferulic acid-loaded nanocapsules 

 

Nanocapsule suspensions containing ferulic-acid were prepared by the interfacial 

deposition of a preformed polymer (Fessi et al., 1989), according to the experimental 

conditions described by Rampelotto (2020). The organic phase constituted of ferulic acid, 

ethylcellulose, sorbitan monooleate, medium chain triglycerides and acetone which were 

poured under magnetic stirring into an aqueous solution containing polysorbate 80. The 
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organic solvent and part of water were removed by evaporation under reduced pressure. 

EDTA was added to a final phase and the final volume was adjusted in order to obtain 0.5 

mg/mL of ferulic acid (NC-FA). Blank nanocapsules (B-NC) were prepared using the same 

protocol, but omitting the drug.  

 

2.3 General procedures 

After aclimatization, the animals were randomly assigned to two experimental groups 

(saline-0.9% NaCl n=6 per group, and morphine-4mg/Kg, n=30 per group) and submitted to 

the conditioned place preference (CPP) protocol with morphine (as described below). After 

the first CPP test, which was performed to verify morphine preference, the morphine group 

was re-assigned according to the following tratment by gavage for 9 days, during the CPP 

extintion: Vehicle (0.9% NaCl), Blank-Nc (B-Nc), ferulic acid nanocapsules (FA-Nc, 

0.5mg/kg) and non-encapsulated ferulic acid (F-FA, 0.5mg/kg). Thus, the experimental 

protocol was performed with five experimental groups (n=6): i) Saline-Saline ii) Morphine-

Vehicle, iii) Morphine-Blank-Nc, iv) Morphine-FA-Nc, v) Morphine-F-FA. Subsequently to 

the treatment, memory performance was assessed by Novel object recognition test (NORT). 

After treatments administration, the animals received an additional single dose of saline or 

morphine (2mg/kg) in the CPP paradigma to observe morphine-reinstatement (Milanesi et al., 

2019). Following 24h of the CPP-reinstatement protocol, all animals were anesthetized 

(isofluorane), euthanized by exsanguination and and the brain tissue was removed for 

molecular analysis (Figure 2).  
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Figure 2: Experimental design: Animals were conditioned with morphine (4 mg/kg, 

i.p.) for four days in the CPP paradigm. After morphine-CPP, animals were submitted to the 

different treatments, when the morphine-preference was monitored in the CPP paradigm 

every two days until drug preference extinction. After morphine-CPP extinction and during 

treatments, memory performance was assessed in the NORT paradigm. Sequentially, 

animals were challenged with morphine-reinstatement (2 mg/kg, i.p.) in the CPP apparatus. 

Abbreviations: CPP: Conditioned place preference; Ext: Extinction test in CPP; NORT: 

Novel object recognition task, FA-Nc: ferulic acid-loaded nanocapsules; F-FA: non-

encapsulated ferulic acid. 

 

2.4 Conditioned place preference (CPP) procedure 

The CPP procedure is a well-established behavioral paradigm that has been widely 

employed to assess symptoms of reward, extinction and relapse to addictive drugs (Thanos et 

al., 2010). It uses three compartments in the boxes, which are separated by manual guillotine 

doors: two compartments of equal size (45 cm × 45 cm × 50 cm) with different visual clues: 

one with white floor and striped walls and other with striped floor and smooth white walls. 

These two compartments converge to a third smaller compartment. The CPP procedure was 

performed following these steps:  habituation, pre-test, conditioning, test, extinction and 

reinstatement test (Milanesi et al., 2019). On day 1, rats were kept for 15 min in each 

compartment for habituation. On the next day, we performed the pre-test, that consists of 

letting the animal freely choose one of the compartments for 15 min. Animals that showed 

preference (more than 70%) for any compartment were excluded from the experimental 

protocol. On the following 4 days, animals were conditioned with morphine (4 mg/kg, i.p.) 

placed for 45 min in the compartment they spent less time during the pre-test, and then with 

the vehicle in the paired compartment, with an interval of 6 h between each conditioning. The 

control group was injected with the vehicle (0.9% NaCl, i.p.) on both sides of the apparatus. 

On the testing day, rats were individually placed in the center of the chosen chamber with free 

access to both compartments for 15 min, without any injection. Time spent in the drug-paired 

environment was interpreted as morphine preference. For extinction of morphine CPP, the 

animals were placed in the CPP apparatus every other day and were allowed to freely access 

all compartments for 15 min. The time spent, in each compartment was recorded and the 

conditioning score was calculated in the same way as in the pre-test and test. This procedure 

was repeated until the calculated conditioning scores in two consecutive extinction tests 
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became similar to those on the pre-conditioning day. After morphine-CPP extinction, the 

animals were challenged to morphine reinstatement to induce drug relapse. The reinstatement 

test was performed on the day following a successful extinction test. On the reinstatement 

day, animals received the vehicle or morphine (2 mg/Kg, i.p.) and the test was immediately 

measured by giving the animals free access to both sides of the apparatus for 15 min 

(Milanesi et al., 2019). 

 

2.5 Novel object recognition task (NORT) 

This protocol is related to the animal natural impulse to explore novelties, being considered 

an innate impulse to recognize their environment. An elevated score implies a higher 

recognition rate, indicating better memory. NORT was performed in the arena as previously 

described by de Lima et al., 2005: the arena floor was covered with sawdust (from bedding 

material) during the recognition memory training and test trials. On the first day (training 

trial), animals were exposed to two identical objects (O1 and O2, double Lego toys) that 

were positioned in two adjacent corners of the box. Rats freely explored the objects for 5 

min. After the training session, testing of short-term memory and long-term memory was 

performed 1 and 24 h, respectively. Animals explored the arena for 5 min in the presence of 

two objects: the familiar Object O1 and a second novel Object O3 or O4, which were placed 

on the same locations as in the training session. The objects were similar to each other 

(color, texture and size), but presenting different shapes. All objects were cleaned with a 5% 

alcohol solution between each trial. Exploration event was defined as sniffing/ touching the 

object with the nose. A recognition index calculated for each animal was expressed by the 

ratio TN/(TF + TN) (TF = time spent exploring the familiar object; TN = time spent 

exploring the novel object. 

 

2.6 Immunoblotting 

Nucleus Accumbens (NAc) was removed according to Paxinos and Watson (2013).  

The NAc was homogenized with a lysis buffer containing 137 mM NaCl, 20 mM Tris–HCl 

pH 8.0, 1% NP40, 10% glycerol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 μg mL-1 

aprotinin, 0.1 mM benzethonium chloride, and 0.5 mM sodium orthovanadate. Protein 

determination was performed in the supernatant after sample centrifugation according to the 

MicroBCA procedure (Pierce, IL, USA). Proteins were separated by electrophoresis on 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels (SDS–PAGE) and electrotransferred to PVDF 
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membranes. The membranes were incubated with primary antibodies (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA): anti-actin (1:1000), anti-dopamine transporter 

(DAT) (sc-14002, 1:500), anti-dopamine receptor 1 (D1R) (sc-33660, 1:500), anti-dopamine 

receptor 2 (D2R) (sc- 9113, 1:500), anti-dopamine receptor 3 (D3R) (sc-1362, 1:500), anti- 

GluA1 subunit (sc-55509, 1:500), anti-mu opioid receptor (MOR) (sc- 515933, 1:500) 

followed by anti-mouse or anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugate (1:40.000); 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Immune complexes were visualized by 

chemiluminescence using the ECL kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc., NJ, USA) and 

the band intensities were quantified with ImageJ software (NIH). Actin was used as an 

internal control and data was standardized according to its values. 

 

2.7 Statistical analysis 

Comparison between saline group and morphine-conditioned group was analyzed by 

Student‘s t-test. Comparisons among the different treatments administered in the morphine-

exposed animals were analyzed by one-way ANOVA followed by Duncan‘s test (Software 

package Statistic 8.0 for Windows). The asterisk symbol (*) was used to compare saline 

versus morphine-vehicle group (Student‘s t-test), lowercase letters were used to show 

statistical difference (one-way ANOVA/Duncan‘s test) among all morphine-conditioned 

experimental groups: different lowercase letters indicate significant difference. All data were 

expressed as means ± standard error of the mean (S.E.M.). Values of p < 0.05 were 

considered statistic significant for all comparisons made. GraphPad Prism® (version 6) was 

used to design the figures.  

 

3. Results 

 

3.1 Morphine-conditioned place preference (CPP), morphine preference extinction and 

morphine reinstatement in CPP paradigm: Influence of FA treatments 

In the CPP test, as expected, student‘s t-test showed that morphine group spent 

longer time in the drug-paired compartment in relation to saline group, indicating morphine 

preference (Fig 3A). In the the three morphine-preference extinction tests, which were 

performed in the CPP paradigm, Student‘s t-test (saline versus morphine group) and 

Duncan's test (among all morphine conditioned experimental groups) showed no significant 

differences. The last extinction test is shown in the figure (Fig 3B). Subsequently to 
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morphine-preference extinction and treatments, animals were challenged to morphine-

preference reinstatement in the CPP paradigm: as expected, Student‘s t-test showed that 

morphine-exposed group spent  128.5% longer time in the drug-paired compartment in 

relation to saline, indicating drug reinstatement. Among morphine-conditioned groups, 

Duncan's test showed that FA-Nc treated group spent similar time in both CPP 

compartments, indicating no development of morphine-reinstatement, whereas other 

experimental groups stayed longer time in the morphine-paired compartment, indicating 

drug-reinstatement.  In fact, FA-Nc group showed no place preference, unlike F-FA group, 

which stayed 38.79% more time in the morphine-paired compartment (Fig. 3C).  

 

 

Figure 3: MORPH preference (CPP) (A) MORPH-preference extinction 3 (B) and 

MORPH-preference reinstatement in CPP (C): Influence of the FA treatments. Data are 

expressed as mean ± S.E.M. (p < 0.05). *indicates significant difference from saline; 

Different lowercase indicates significant difference among morphine-conditioned groups. 

Abbreviations: MORPH: morphine; B-Nc: blank; FA-Nc: ferulic acid-loaded nanocapsules; 

F-FA: non-encapsulated ferulic acid. 

 

3.2 Novel object recognition test (NORT) in morphine-conditioned rats: Influence of 

FA treatments 

After morphine-preference extinction and during the FA treatment, memory behavior 

was evaluated in two different periods. Student‘s t-test showed that morphine exposure 

impaired short-term recognition memory (1h) in relation to saline (Fig. 4A). Comparisons 

among morphine-conditioned groups showed that FA-Nc treatment increased the 

recognition index (1h) in relation to all other morphine-conditioned groups (Fig. 4A) 
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indicating a recover of the short-term memory. In the long-term recognition index test (24h) 

no statistical differences were observed among the experimental groups (Fig 4B). 

 

Figure 4: Influence of FA treatments in morphine conditioned rats on the novel 

object recognition test (NORT): Short-term memory (STM) and long-term memory (LTM) 

retention tests were performed 1 h (A) and 24 h (B) after training, respectively. Data are 

expressed as mean ± S.E.M. (p < 0.05). *indicates significant difference of saline; Different 

lowercase indicates significant difference among morphine-conditioned groups. 

Abbreviations: B-Nc: blank; FA-Nc: ferulic acid-loaded nanocapsules; F-FA: non-

encapsulated ferulic acid. 

 

3.3 Influence of morphine exposure and FA treatments  on ΔFosB and NRF2  

immunoreactivity in the NAc 

Student‘s t-test showed that morphine increased ΔFosB levels in the NAc in comparison   to 

saline group (Fig 5A). Among morphine-exposed animals, Duncan‘s test showed that both 

Nc-FA and F-FA decreased ΔFosB immunocontent in relation to vehicle group, whose 

levels were similar each other (Fig 5A). Furthermore, Nc-FA increased NRF2 in relation to 

both vehicle and B-Nc, presenting comparable NRF2 level in relation to F-FA group (Fig 

5B).  
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Figure 5: Influence of morphine exposure and FA treatments on the immunoreativity 

of ΔFosB (A) and NRF2 (B) in the NAc. Data are expressed as mean ± S.E.M. (p < 0.05). 

*indicates significant difference from saline group; Different lowercase indicates significant 

difference among morphine-exposed groups. Abbreviations: B-Nc: blank; FA-Nc: ferulic 

acid-loaded nanocapsules; F-FA: non-encapsulated ferulic acid; NAc: Nucleo accumbens.  

 

3.4 Influence of morphine exposure and FA treatments  on  dopaminergic targets 

immunoreactivity in the NAc 

Student‘s t-test showed that morphine increased D1R, D3R and DAT levels in relation to 

saline group (Fig 6 A, C and D).  As expected, among morphine-exposed animals, Duncan's 

test showed that both vehicle and Nc-B injected groups presented comparable 

immunoreactivity in all receptors and transporter here evaluated. Interestingly, FA-Nc 

treatment decreased D1R and D3R (Fig 6A, C) immunocontent in relation to vehicle, 

indicating be comparable to F-FA, which was similar to both vehicle and -B-Nc injected 

groups. Additionaly, FA-Nc treatment increased D2R and DAT (Fig 6B, D) immunocontent 

in relation to vehicle. In fact F-FA treatment presented both D2R and DAT levels similar to 

those observed in vehicle and -B-Nc administrations (Fig. 6B and 6D).  
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Figure 6: Influence of morphine exposure and FA treatments on the immunoreativity 

of D1R (A), D2R (B), D3R (C) and DAT (D) in the NAc. Data are expressed as mean ± 

S.E.M. (p < 0.05). *indicates significant difference of saline; Different lowercase indicates 

significant difference among morphine-exposed groups. Abbreviations: Abbreviations: B-

Nc: blank; FA-Nc: ferulic acid-loaded nanocapsules; F-FA: non-encapsulated ferulic acid; 

NAc: Nucleo accumbens; D1R: Dopamine 1 receptor D2R: Dopamine 2 receptor; D3R: 

Dopamine 3 receptor; DAT: Dopamine transporter. 

 

Discussion  

 

Drug reinstatement following periods of abstinence and treatment is a major obstacle 

in the addiction success and healing. In this study, we aimed to investigate the effect of FA 

loaded-nanocapsules (FA-Nc) on morphine reinstatement also acessing molecular changes 

and transcription factors besides antioxidant cascade in the dopaminergic system. 

Interestingly, our findings are showing that, regardless of the nanoencapsulation, FA 

treatment (FA-Nc and F-FA) did not modify the extinction of morphine-preference, 

however,  the nanoencapsulated FA, but not the non encapsulated FA preserved short-term 
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memory, which was impared by morphine exposure. Sequentialy, we also observed the 

superiority of the FA nanoformulation, when this treatment was able to prevent morphine 

reinstatement, since non-ensapsulated FA did not show this beneficial effect. In fact, the 

absence of place preference observed in FA-Nc treated group was not related to memory 

loss, since this experimental group did not show memory impairment, as observed in the 

NORT paradigm.  Besides these beneficial behavioral changes, FA-Nc treatment was also 

capable to modify immunoreactivity of molecular targets in the NAc, a dopaminergic brain 

area closely related to addiction: i) increased the levels of the antioxidant NRF2; ii) restored 

the morphine-induced D1-R and D3-R increased levels, also increasing DAT levels, which 

is closely related to DA self-regulation pathway; iii) decreased ΔFosB levels, desactivating 

the addiction chronic cascade. Based in these outcomes, we propose an important role of the 

nanotechnology to optimize the beneficial effects of the FA, which was here used in the 

same dosis as its non-encapsulated, also contributing to a better understanding of the 

morphine reinstatement pathway.  

Continuing about argumentation of the subject proposed here, studies have shown 

that morphine and other opioidergic agents negatively affect cognitive and learning 

functions (Chen et al., 2016), whose impairments can are easily observed in the NORT 

paradigm (Gong et al., 2019). However, it is difficult to explain learning and memory 

deficits that are concurrent with drug triggered contextual memories (Dacher, Nugent 2011). 

In this context, rodents successfully learn CPP to morphine, suggesting that normal drug-

context learning occurs through the drug reinforcing effects. One possibility is that opiate 

use related cues are flagged as salient, so grabbing the drug users‘ attention and impairing 

the context-dependent memory in a natural environment (Wang et al., 2018). In view that 

our findings showed impaiments in the short- but not in long-term memory morphine-

induced itsel, FA-Nc treatment ameliorated the short-term memory of animals that were also 

exposed to morphine. Considerable evidences have shown positive effects of the FA on 

cognitive, learn and memory (Mori et al., 2019, Wang et al., 2017), but to the best of our 

knowledge, there are no data that have shown this effect with nanoencapsulated FA. The 

positive influence of the FA-Nc on learning and memory parameters deserves further study 

in the near future.  

Among other opioid drugs, morphine    induces changes on synaptic plasticity of the 

mesolimbic brain area such as NAc, which is directly involved in opioid-induced reward 

behaviors (Zhu et al., 2016). In this sense, in relation to other tissues, the brain is highly 
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susceptible to oxidative damages, especially due to   its vulnerability to neurotransmitters 

autooxidation processes together with its high oxygen consumption (Friedman et al. 2010). 

The nuclear factor erythroid 2 – related factor 2 (NRF2) is a master regulator of a complex 

biological network of both molecules and enzymes implicated in the redox homeostasis 

(Sivandzade et al., 2019). NRF2 signaling is indeed a critical cytoprotective system for the 

cells to survive oxidative stress stimuli and maintain the appropriate redox balance in the 

brain (Kansanen et al., 2013). 

Literature data showed that NRF2-knockout mice substantially presented increased 

susceptibility to diseases development consequent to oxidative damages (Kensler et al., 

2007). Hedonic effects related to reward system generated by addictive drugs are closely 

consequent to DA release in the mesolimbic region, whose cumulation may favor oxidative 

damages due to high susceptibility of this neurotransmitter to autoxidation and generation of 

DA-quinones able to damage macromolecules function (Segat et al., 2017). Indeed, our 

findings showed that while FA-Nc treatment increased the NRF2 immunoreactivity, non-

encapsulated FA treatment was not different of the vehicle, suggesting superiority of the 

nanotechnology on the antioxidant properties and also on FA neuroprotectionon the NRF2. 

ΔFosB and FosB are members of the Fos family, constituting transcription factors 

that are implicated in the addiction neural plasticity. Induced expression of ΔFosB is 

considered a biomarker of specific neural plasticity after chronic use of addictive drugs 

(Nestler, 2015). Previous studies have demonstrated that repeated exposure to morphine 

increases ΔFosB levels in brain regions related to the positive reinforcing effects of drugs, 

such as the NAc (Muschamp et al., 2012). The outcomes shown here indicate that morphine 

exposure increase the ΔFosB imunoreactivity in the NAc, whereas both tratments FA-Nc 

and F-FA reduced this effect.  Literature still lacks data that demonstrate effects of both F-

FA and FA-Nc on the ΔFosB, however, as far as we know, we are showing by the first time 

that the FA-Nc reduced this transcription factor closely related to drug addiction. 

ΔFosB accumulation serves a more general role in the formation and maintenance of 

compulsive behaviors by reinforcing the efficacy of neural circuits (Nestler 2013). It has 

also been shown that the induction of ΔFosB is mediated by the D1R pathway, since 

Morphine-induced  ΔFosB up-regulation in the NAc was partially blocked by pretreatment 

with SCH 23390, a selective D1R antagonist (Muller, Unterwald, 2005), suggesting that 

D1R is involved in the reguation of ΔFosB morphine-induced. Taken together, our findings 
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of D1R immunoreactivity were also increased by morphine exposure, while FA-Nc 

treatmentcompletely reduced and F-FA partially decreased these levels. 

The enhanced DA release as well the  activation of dopaminergic receptors have 

been proposed to mediate positive reinforcing effects of the addictive drugs, and may also 

highlight the motivational value of drugs, following their withdrawal, then promoting the 

drug reinstatement (Koob, Le Moal 2001). Through D1R and D3R in the NAc, 

dopaminergic pathway plays a key role in morphine addiction (Galaj et al., 2018) and 

reinstatement (Milanesi et al., 2017).  

Pharmacological studies have demonstrated that D1R activation in the NAc is critical 

for opioid reinstatement (Milanesi et al., 2019), whereas its antagonism prevents morphine 

reinstatement (Nazari-Serenjeh et al., 2020).  Literature data indicate the central role of D3R 

antagonism in the opioid addiction prevention (Hu et al., 2013) and reinstatement (You et 

al., 2019). Besides, both D1R and D3R, co-expressed in dopaminergic neurons, can interact 

physically by forming a functional interaction between them, in addition to forming 

heteromers (Cruz-Trujillo et al., 2013, Marcelino et al., 2008).  

There is few data on the effect of FA on the dopaminergic system however it is 

already known the protective effect of FA on striatal dopaminergic neuron against oxidative 

stress and apoptosis (Asano et al., 2017). From that, our current findings are showing 

increased D1R and D3R immunoreactivity in the same experimental groups that presented 

morphine-reinstatement, whereas FA-Nc treated group did not present drug reintegration, 

thus presenting decreased levels of both D1R and D3R. Given the involvement of D1 and 

D3 receptors in addiction-related behaviors, we suggest that the similar effect on both 

receptors caused by FA-Nc treatment may have prevented the morphine reinstatement. 

Following release, clearance of dopamine from the extracellular space is primarily 

determined by uptake by the dopamine transporter (DAT) (Ford et al., 2010). Moreover, D2-

autoreceptors also regulate DA neurotransmission by decreasing the neuronal excitability, 

reducing DA synthesis (Ford, 2014) and inhibiting DA release (Congar et al., 2002). In light 

of this, our findings showed that morphine-reinstatement increased DAT immunoreactiviy, 

causing no changes in the D2R immunoreactivity in the NAc. Additionally, our findings of 

FA-Nc treatment, which did not present morphine-reintegration, showed increased 

immunoreactivity of bothDAT and D2R in the NAc. From these findings we can infer that 

greater DAT and D2R immunoreactivity may contribute for reducing dopaminergic 

signaling, thus preventing morphine reinstatement. 
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It is known that both regulatory transcription factors, NRF2 and ΔFosB, as changes 

in dopaminergic system in the mesolimbic region are related to morphine-addiction and -

reinstatement. So far, literature lacks data showing favorable effects of both non-

encapsulated- and nanoencapsulated-ferulic acid on the addiction parameters analyzed here. 

Bringing this context for our findings, we are showing for the FA-Nc treatment was able to 

prevent morphine reinstatement, also increasing levels of transcription factors of the 

antioxidant cascade, NRF2,  dopaminergic negative feedback, thus decreasing ΔFosB and 

dopaminergic pathway activation. Indeed, a better understanding of both plasticity and 

reinstatement morphine-induced is needed in order to provide more effective therapies for 

opioid addiction disorder. 

 

Conclusion 

 

The recent rise in opioid addiction has made development of new treatments a public 

health priority. In order to ameliorate this public health crisis, the development of effective 

pharmacotherapies for the prevention and treatment of opioid abuse and addiction is urgent. 

In summary, our study is showing the FA-Nc treatment prevensts morphine-reinstatement, 

confering an antioxidant neuroprotective role to this innovative nanoformulation. 

 

Acknowledgements and funding 

 

This study was financed in part by the Coordenaç˜ao de Aperfeiçoamento de Pessoal de 

Nível Superior – Brasil (CAPES) – Finance Code 001. This study is part of the National 

Institute of Science and Technology in Pharmaceutical Nanotechnology: a transdisciplinary 

approach INCT-NANOFARMA, which is supported by S˜ao Paulo Research Foundation 

(FAPESP, Brazil) Grant #2014/50928–2, and by ―Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnol´ogico‖ (CNPq, Brazil) Grant # 465687/2014–8. Authors thank the 

Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq, Brasil); CAPES, 

Brasil; Fundaç˜ao de Amparo `a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS, 

Brasil) and PRPGP-UFSM (PROAP) for their fellowships and financial support. 

 

 

 



58 
 

References 

Asano, T., Matsuzaki, H., Iwata, N., Xuan, M., Kamiuchi, S., Hibino, Y., Sakamoto, T. 

Protective Effects of Ferulic Acid against Chronic Cerebral Hypoperfusion-Induced 

Swallowing Dysfunction in Rats. Int J Mol Sci. 2017 Mar 3;18(3):550.  doi: 

10.3390/ijms18030550. 

 

Askar MH, Hussein AM, Al-Basiony SF, Meseha RK, Metias EF, Salama MM, Antar A, El-

Sayed A. Effects of Exercise and Ferulic Acid on Alpha Synuclein and Neuroprotective 

Heat Shock Protein 70 in An Experimental Model of Parkinsonism Disease. CNS Neurol 

Disord Drug Targets. 2019;18(2):156-169. doi: 10.2174/1871527317666180816095707. 

 

Barone E, Calabrese V, Mancuso C. Ferulic acid and its therapeutic potential as a hormetin 

for age-related diseases. Biogerontology, 10, 97–108 (2009). 

 

Benchekroun M, Romero A, Egea J, León R, Michalska P, Buendía I, Jimeno ML, Jun D, 

Janockova J, Sepsova V, Soukup O, Bautista-Aguilera OM, Refouvelet B, Ouari O, Marco-

Contelles J, Ismaili L. The Antioxidant Additive Approach for Alzheimer's Disease 

Therapy: New Ferulic (Lipoic) Acid Plus Melatonin Modified Tacrines as Cholinesterases 

Inhibitors, Direct Antioxidants, and Nuclear Factor (Erythroid-Derived 2)-Like 2 Activators. 

J Med Chem. 2016 Nov 10;59(21):9967-9973. 

 

Bumrungpert A, Lilitchan S, Tuntipopipat S, Tirawanchai N, Komindr S. 

Ferulic Acid Supplementation Improves Lipid Profiles, Oxidative Stress, 

and Inflammatory Status in Hyperlipidemic Subjects: A Randomized, Double-Blind, 

Placebo-Controlled Clinical Trial. Nutrients. 2018 Jun 2;10(6):713. doi: 

10.3390/nu10060713. 

 

Chen, Y., Fu, Y., An, Y., Cao, J., Wang, J., Zhan, J. Interactive Effects of Morphine and 

Dopamine Receptor Agonists on Spatial Recognition Memory in Mice. Clin Exp Pharmacol 

Physiol. 2018   doi: 10.1111/1440-1681.12889.  

 

Cheng CY, Su SY, Tang NY, Ho TY, Chiang SY, Hsieh CL (2008) Ferulic acid provides 

neuroprotection against oxidative stress-related apoptosis after cerebral ischemia/reperfusion 

injury by inhibiting ICAM-1 mRNA expression in rats. Brain Res 1209:136–150 27.  

 

Congar P, Bergevin A, Trudeau LE. D2 receptors inhibit the secretory process 

downstream from calcium influx in dopaminergic neurons: implication of K+ channels. J 

Neurophysiol. 2002; 87:1046–1056. [PubMed: 11826068] 

 

Cruz-Trujillo, R., Avalos-Fuentes, A., Rangel-Barajas, C., Paz-Bermudez, F., Sierra, A., 

Escartín-Perez, E., Aceves, J. Erlij, D., Florán, B. D3 Dopamine Receptors Interact With 

Dopamine D1 but Not D4 Receptors in the GABAergic Terminals of the SNr of the Rat. 

Neuropharmacology. 2013 doi: 10.1016/j.neuropharm.2012.11.032. Epub  

 

Dacher M, Nugent FS. Opiates and plasticity. Neuropharmacology. 2011 Dec;61(7):1088-

96. doi: 10.1016/j.neuropharm.2011.01.028. Epub 2011 Jan 25. 

 

Nestler, E.J. FosB: a transcriptional regulator of stress and antidepressant responses, Eur. J. 

Pharmacol. 753 (2015) 66–7 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30113007/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30113007/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27736061/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27736061/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27736061/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29865227/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29865227/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29865227/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21272593/


59 
 

 

Fessi, H., Puisieux, F., Devissaguet, J.Ph., Ammoury, N., Benita, S., 1989. Nanocapsule 

Formation by Interfacial Polymer Deposition Following Solvent Displacement. Int. J. 

Pharm. 55, r1-r4. https://doi.org/10.1016/0378-5173(89)90281-0. 

 

Ford CP, Gantz SC, Phillips PE, Williams JT. Control of extracellular dopamine at dendrite 

and axon terminals. J Neurosci. 2010; 30:6975–6983. [PubMed: 20484639] 

 

Ford, C.P. The role of D2-autoreceptors in regulating dopamine neuron activity and 

transmission. Neuroscience. 2014. Dec 12;282:13-22.  

 

Galaj, E., Ewing, S., Ranaldi, R. Dopamine D1 and D3 Receptor Polypharmacology as a 

Potential Treatment Approach for Substance Use Disorder. Neurosci Biobehav 

Rev. 2018 doi: 10.1016/j.neubiorev.2018.03.020. Epub 2018 Mar 22. 

 

Gao J, Yu H, Guo W, Kong Y, Gu L, Li Q, Yang S, Zhang Y, Wang 

Y.The anticancer effects of ferulic acid is associated with induction of cell cycle arrest and 

autophagy in cervical cancer cells. Cancer Cell Int. 2018 Jul 13;18:102. doi: 

10.1186/s12935-018-0595-y. eCollection 2018. 

 

Georgiou, P. Zanos, P., Garcia-Carmona, J.-A.,  Hourani, S., Kitchen, I.,  Kieffer, B.L., 

Laorden, M-L., Bailey, A. The oxytocin analogue carbetocin prevents priming-induced 

reinstatement of morphine-seeking: Involvement of dopaminergic, noradrenergic and MOPr 

systems, European Neuropsychopharmacology 25(12) (2015) 2459-2464. 

 

Goncalves, J., Baptista, S., Silva, A.P., 2014. Psychostimulants and brain dysfunction: a 

review of the relevant neurotoxic effects. Neuropharmacology 87, 135–149. http:// 

dx.doi.org/10.1016/j.neuropharm.2014.01.006. 

 

Gong, D., Zhao, H., Liang, Y., Chao, R., Chen, L., Yang, S., Yu, P. Differences in cocaine- 

and morphine-induced cognitive impairments and serum corticosterone between C57BL/6J 

and BALB/cJ mice. Pharmacol Biochem Behav. 2019 Jul;182:1-6.  doi: 

10.1016/j.pbb.2019.05.006. Epub 2019 May 16. 

 

Hassanzadeh, P.; Arbabi, E.; Atyabi, F.; Dinarvand, R. Ferulic acid exhibits 

antiepileptogenic effect and prevents oxidative stress and cognitive impairment in the 

kindlingmodel of epilepsy. Life Sci. 2017, 179, 9–14. [CrossRef] 

 

Hu, R., Song, R., Yang, R., Su, R., Li, J.The dopamine D3 receptor antagonist YQA14 that 

inhibits the expression and drug-primed reactivation of morphine induced conditioned place 

preference in rats. Eur J Pharmacol, 2013 720: 212-217. 

 

Ikemoto S, Yang C, Tan A (2015). Basal ganglia circuit loops, dopamine and motivation: a 

review and enquiry. Behav Brain Res 290:17–31. 

 

Kansanen, E., Kuosmanen, S.M., Leinonen, H. et al., The Keap1-Nrf2 pathway: mechanisms 

of activation and dysregulation in cancer (2013/09/12), Redox Biol. 1 (2013) 45–49, 

https://doi.org/10.1016/j.redox.2012.10.001. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30013454/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30013454/


60 
 

Kensler TW, Wakabayashi N, Biswal S. Cell survival responses to environmental stresses 

via the Keap1-Nrf2-ARE pathway. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2007; 47:89–116. 

[PubMed: 16968214] 

 

Kim HS, Cho JY, Kim DH, Yan JJ, Lee HK, Suh HW, Song DK (2004) Inhibitory effects of 

long-term administration of ferulic acid on microglial activation induced by 

intracerebroventricular injection of beta-amyloid peptide (1-42) in mice. Biol Pharm Bull 

27: 120–121 

 

Koob, G. F., Volkow, N. D., 2016. Neurobiology of addiction: a neurocircuitry analysis. 

Lancet Psychiatry 3, 760-773. 

 

Koob, G.F., Le Moal, M., 2001. Drug addiction, dysregulation of reward, and allostasis. 

Neuropsychopharmacology 24, 97e129. 

 

Mancuso, C.; Santangelo, R. Ferulic acid: Pharmacological and toxicological aspects. Food 

Chem. Toxicol. 2014, 65, 185–195. [CrossRef] [PubMed] 

 

Marcellino, D., Ferré, S., Casadó, V., Cortés, A., Le Foll B., Mazzola, C., Drago, F., Saur, 

O., Stark, H.,, Soriano, A.,, Barnes, C.,, Goldberg, A.R,  Lluis, C., Fuxe, K.,, Franco, R.. 

Identification of Dopamine D1-D3 Receptor Heteromers. Indications for a Role of 

Synergistic D1-D3 Receptor Interactions in the Striatum. J Biol Chem. 2008. doi: 

10.1074/jbc.M710349200.  

 

Mattick RP, Breen C, Kimber J, et al. Buprenorphine maintenance versus placebo or 

methadone maintenance for opioid dependence. Cochrane Database Syst Rev 

2014;66:CD002207. 

 

Milanesi, L.H., Roversi, K., Antoniazzi, C.T.D., Segat, H.J., Kronbauer, M., D'avila, L.F., 

Dias, V.T., Sari, M.H.M., Barcelos, R.C.S., Maurer, L.H., Emanuelli, T., Burger, M.E., 

Trevizol, F. Toxicological aspects of the interesterified-fat from processed foods: Influences 

on opioid system and its rewars effects in rats. Food Chem Toxicol. 2017 Dec;110:25-32. 

doi: 10.1016/j.fct.2017.09.048. Epub 2017 Sep 30. 

 

Mori T, Koyama N, Tan J, Segawa T, Maeda M, Town T.J  Combined treatment with the 

phenolics (-)-epigallocatechin-3-gallate and ferulic acid improves cognition and reduces 

Alzheimer-like pathology in mice. Biol Chem. 2019 Feb 22;294(8):2714-2731. doi: 

10.1074/jbc.RA118.004280. Epub 2018 Dec 18. 

 

Mukherjee, P.K. Harwansh, R.K., Bhattacharyya, S. Bioavailability of herbal products: 

approach toward improved pharmacokinetics, in: P.K. Mukherjee (Eds.), Evidencebased 

validation of herbal medicine, Elsevier, Amsterdam, 2015, pp. 217-245. 

 

Muller, L.D., Unterwald, E.M. D1 dopamine receptors modulate deltaFosB induction in rat 

striatum after intermittent morphine administration. J Pharmacol Exp Ther . 2005 

Jul;314(1):148-54.  doi: 10.1124/jpet.105.083410. Epub 2005 Mar 16. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marcellino+D&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ferr%C3%A9+S&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Casad%C3%B3+V&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cort%C3%A9s+A&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Le+Foll+B&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mazzola+C&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Drago+F&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Saur+O&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stark+H&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Soriano+A&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Barnes+C&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Goldberg+SR&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lluis+C&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fuxe+K&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Franco+R&cauthor_id=18644790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30563837/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30563837/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30563837/


61 
 

Muschamp, J.W., Nemeth, C.l., Robison, A.J., Nestler, E.J., Carlezon W.A. DeltaFosB 

enhances the rewarding effects of cocaine while reducing the pro-depressive effects of the 

kappa-opioid receptor agonist U50488, Biol. Psychiatry 71 (2012) 44–50. 

 

Nazari-Serenjeh F, et al. D1- but not D2-like dopamine receptor antagonist in the CA1 

region of the hippocampus reduced stress-induced reinstatement in extinguished morphine-

conditioning place preference in the food-deprived rats. Behav Pharmacol. 

2020. PMID: 32040018 

 

Paxinos, G., Watson, C., 2013. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 7th ed. Elsevier, 

Amsterdam. 

 

Rampelotto , C. R. Nanocápsulas contendo ácido ferúlico : desenvolvimento , avaliação da 
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9. DISCUSSÃO  

 

Esta tese está baseada em fatores ambientais que podem exercer influências sobre 

comportamento de drogadição induzido por morfina, em busca do conhecimento dos  

mecanismos neurobiológicos relacionados, como também de possíveis fatores da dieta e de  

intervenções farmacológicas a fim de reduzir os altos índices de recaída. A drogadição e sua 

recaída após período de abstinência é um problema de saúde pública mundial a qual 

apresenta diversas comorbidades como depressão, redução da qualidade de vida e social e 

familiar (STRONG et al., 2020). Diante dos dados epidemiológicos de recaídas sabe-se que 

os atuais protocolos de tratamento para drogadição são limitados e de difícil permanência 

pelos pacientes (MATTICK et al., 2014). 

A literatura já demonstra que manter hábitos dietéticos e estilo de vida saudável protege 

os indivíduos de uma série de enfermidades tanto metabólicas como psiquiátricas (COOPER 

et al., 2015). Por outro lado, manter hábitos alimentares prejudiciais pode tornar um 

indivíduo suscetível a desenvolver estes mesmos fatores (KUHN et al., 2015). Através de 

estudos comportamentais, foi demonstrado que hábitos alimentares podem operar como 

fatores suscetíveis a drogadição por morfina (ROVERSI et al., 2016). Aqui demonstramos 

que o consumo de uma dieta baseada na dieta mediterrânea, com concentrações adequadas 

de AG n-3 apresenta efeitos benéficos em relação a recaída pela morfina bem como efeitos 

ansiolíticos e na redução de efeitos de abstinência incluindo a ativação do eixo HPA. 

Por outro lado o consumo de dietas ocidentais, com altos índices de AGS como OP e GI 

apresentaram prejuízos comportamentais e moleculares a nível de SNC. O consumo de 

dietas ocidentais favoreceu a recaída por morfina após período de abstinência, favoreceu 

sintomas de abstinência como sensibilização locomotora e hipersensibilidade térmica, além 

de ativar a cascata dopaminérgica. Sabe-se que os AGE, estes consumidos pela dieta e não 

sintetizados pelo metabolismo, são os maiores formadores de membranas fosfolipídicas 

incluindo as presentes nas células neuronais (SONGUR et al., 2004; SALEM et al., 2001).  

Nesse sentido a presença de AGS e altos índices de AG n-6 conferem além de uma 

maior rigidez a membrana e alteração das macromoléculas presentes nela, como enzimas, 

receptores transportadores etc, incorpora AG o qual é substrato para a produção de citocinas 

pró-inflamatórias (HUSTED; BOUZINOVA, 2016). Por outro lado o consumo de AG n-3 e 

consequentemente a incorporação deste nas membranas fosfolipídicas, apresentam benéficas 

propriedades uma vez que são precursores de citocinas anti-inflamatórias (DYALL et al., 
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2010) além de se relacionarem a prevenção de diversas doenças neurológicas (BLOCH; 

QAWASMI, 2011; SONUGA-BARKE et al., 2013). Apesar de nosso estudo não fornecer 

dados de incorporação de AG nas membranas do cérebro dos animais que consumiram 

cronicamente diferentes dietas, foi possível demonstrar efeitos opostos tanto 

comportamentais na redução da adição a morfina, como moleculares no SNC a partir da 

influência do consumo de diferentes AG.  

Modelos animais de drogadição e recaída às drogas aditivas, especialmente PLC, 

permitem aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos de ação relacionados com este 

tema, o que nos fornece uma melhor base farmacológica para a busca de novos fármacos 

(TANAKA et al., 2011). A busca por novos fármacos e novas estratégias farmacológicas 

para redução de efeitos colaterais dos medicamentos podem ser úteis no combate a 

drogadição e recaída uma vez que esta apresenta tratamento limitado (MATTICK et al., 

2014). A partir de dados atuais demonstrando a influência da via glutamatérgica e alteração 

nos receptores AMPA na recaída por morfina os quais se demonstraram importantes na 

busca por fármacos para o tratamento da drogadição (POPIKE; WROBEL, 2002; ZHONG 

et al., 2006). 

O Topiramato (TPM), fármaco antiepilético, vem ganhando atenção para uso em 

transtornos psiquiátricos e abuso de drogas (STENLOF et al., 2007; MOORE et al., 2014) 

com exceção de opióides, os quais não há dados na literatura. A partir do uso da 

nanotecnologia a fim de reduzir os diversos e significativos efeitos colaterais deste fármaco, 

demonstramos neste trabalho os efeitos do tratamento com TPM nanoencapsulado durante o 

período de abstinência, frente a recaída por morfina. Foi possível observar alterações na 

subunidade do receptor AMPA, condizentes com os dados na literatura (ZHONG et al., 

2006) a partir da recaída da morfina e a partir disso o efeito benéfico do tratamento com 

TPM nanoencapsulado na prevenção de recaída bem como prevenção dos efeitos deletérios 

na memória causados pelo fármaco livre. Através destes dados, demonstramos que o sistema 

glutamatérgico possui um papel fundamental na drogadição além do sistema dopaminérgico 

e que a nanoteclogia é uma ferramenta útil e aliada na melhoria de fármacos já existentes e 

no seu uso extra-bula.  

O sistema dopaminérgico é o maior responsável pelos efeitos hedônicos das drogas 

aditivas e de maneira semelhante às outras drogas aditivas como anfetamina e cocaína, a 

morfina libera a DA na fenda sináptica o que resultam nos efeitos aditivos (WISE, 2002). A 

partir disso a DA exerce seus efeitos de recompensa além de estar disponível para sofrer 
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auto-oxidação quando presente na fenda sináptica (ROBERTSON et al., 2009). O uso de 

agentes antioxidantes em benefício da drogadição já foi documentado (ZHOU; KALIVAS, 

2008), porém o uso do ácido ferúlico (AF) nanoencapsulado no combate a recaída pela 

morfina constitui uma inovação terapêutica. 

Aqui estamos mostrando que o tratamento com AF nanoencapsulado foi capaz de 

prevenir comportamentos de recaída por  morfina,  tendo restaurado o prejuízo da memória 

de curta duração, o qual foi uma consequência da exposição à droga. Além disso, 

demonstramos que este agente antioxidante foi capaz de alterar positivamente a 

imunoreatividade dos fatores de transcrição relacionados à drogadição, tais como  a ΔFosB e 

o fator de transcrição relacionado  à capacidade antioxidante, como o NRF2. Através dessas 

alterações somadas àquelas relacionadas ao feedback negativo da via dopaminérgica na 

região mesolímbica, pode-se interpretar que tratamento com AF nanoencapsulado foi eficaz 

na prevenção do comportamento de  recaída pela morfina.  

Tomados em conjunto, os resultados  mostrados nesta tese indicam que a drogadição por 

opioides, incluindo os comportamentos de preferência e de  recaída pela droga, apresentam 

aspecto multifatorial,  passível de influências dos AG consumidos através da dieta, das 

diferentes neuro-adaptações nas  vias dopaminérgica e glutamatérgica, além de sofrer 

influência do estresse oxidativo, consequente ao excesso dopaminérgico hedônico, via 

comum da drogadição. Nesse sentido, foi possível observar adaptações sobre os diferentes 

alvos moleculares em áreas hedônicas encefálicas evocadas pela exposição e/ou recaída à 

morfina, os quais foram claramente modificados pela suplementação de diferentes AG da 

dieta e pela  administração de TPM e de AF, associados ou não à nanotecnologia, os quais se 

mostraram efetivos na prevenção dos comportamentos de recaída pela morfina. 
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10. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados e interpretações realizadas a partir deste estudo, foi possível 

concluir que: 

- O consumo crônico de uma dieta do tipo mediterrânea, rica em AGPI-3, é capaz de 

favorecer a prevenção de comportamentos de recaída por morfina, modificando alvos 

moleculares  dopaminérgicos na região mesolímbica, responsáveis pela recaída;  

-O consumo crônico de uma dieta do tipo ocidental, a qual possui altos níveis de AGS, 

GI e OP, pode favorecer a recaída pela morfina por aumentar comportamentos de ansiedade, 

atividade locomotora e sensibilidade térmica, também alterando o eixo HPA durante o 

período de abstinência da droga;  

- O consumo de dieta do tipo ocidental favorece alterações na via dopaminérgica em 

diferentes áreas da região mesolímbica após a recaída por morfina; 

 -O tratamento com nanocápsulas contendo topiramato após a PLC com morfina não 

alterou o período de extinção da preferência pela droga, porém preveniu o comportamento de  

recaída; 

- A memória de curto prazo foi reduzida durante o período de abstinência da morfina, 

igualmente ao grupo tratado com TPM livre. Diferentemente, o tratamento com nanocápsulas 

contendo TPM mostrou benefícios sobre a memória de curto prazo, demonstrando assim  

superioridade da nanoformulação sobre o efeito adverso de prejuízo de memória, comumente 

relacionado ao  fármaco livre; 

- A nanoformulação com TPM também mostrou superioridade em relação à sua forma 

livre em relação à ativação dopaminérgica e glutamatérgica no hipocampo dorsal e NAC. 

Nenhum tratamento modificou a resposta do receptor MOR nessas mesmas estruturas;  

- Após PLC com morfina, o tratamento com nanocápsulas contendo AF não alterou o 

período de extinção da droga, porém reduziu o comportamento de recaída pela droga, em 

relação ao AF livre, demonstrando a superioridade terapêutica  da forma nanoencapsulada; 

- A exposição à morfina provocou prejuízos na memória de curto prazo após o período 

de abstinência da droga; o AF nanoencapsulado demonstrou ser capaz de melhorar esta 

memória.  Nenhum tratamento alterou a memória a longo prazo. 

- O tratamento com AF nanoencapsulado ativou a autoregulação dopaminérgica, 

possivelmente reduzindo os efeitos hedônicos da dopamina, visualizados através da ausência 

do comportamento de recaída, o que indica os benefícios da nanotecnologia.  
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- O AF, independente de ser nanoencapsulado ou livre, reduziu a imunoreatividade do 

ΔFosB no NAc, sendo este um alvo  molecular  de manifestação crônica envolvida na 

drogadição. Ademais, observa-se que o tratamento com AF nanoensapsulado foi capaz de 

exercer influência molecular antioxidante, já que aumentou a imunoreatividade do NRF2, o 

qual e um fator nuclear responsável intimamente relacionado à homeostase redox e à 

sobrevivência celular frente ao estresse oxidativo. 

Os principais resultados desta tese estão demonstrados na seguinte figura (Figura 6): 

 

 

 

Figura 6: Resumo gráfico dos resultados apresentados na tese.  
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Os estudos conduzidos durante o doutorado sanduíche, através da concessão de uma  

bolsa CAPES-PRInt-USFM desde setembro de 2019 até março de 2020, sob orientação da 

professora doutora Rosário Moratalla no Departamento de Neurobiología Funcional y de 

Sistemas do Instituto Ramón & Cajal, vinculado ao Consejo Superior de Investigaciones 

científicas (CSIC) em Madri, Espanha. Durante esse período,  foi possível a realização de 

experimentação animal envolvendo  comportamentos de hipersexualidade em camundongos 

Aphakia (Pitx3-/-) para a Doença de Parkinson tratados com terapia de reposição de 

dopamina L-DOPA, seguidosde técnicas de imunohistoquímica. Os dados obtidos resumidos 

conforme segue, encontram-se incluídos em estudos e tese de alunos de doutorado do 

Instituto Cajal. As técnicas desenvolvidas no referido laboratório espanhol  estão sendo 

introduzidas no laboratório brasileiro de origem,  FARMATOX, UFSM. 

 

AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO DE HIPERSEXUALIDADE 

INDUZIDO POR L-DOPA EM CAMUNDONGOS APHAKIA 

 

A doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa complexa e progressiva 

associada à deficiência de dopamina e a déficits motores e não-motores. Atualmente o 

tratamento utilizando a terapia de reposição de dopamina (TRD) como a L-DOPA, apresenta 

diversos sintomas não motores relacionados a desordens de impulsividade como exemplo a 

hipersexualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de hipersexualidade 

induzido por L-DOPA utilizando camundongos nocaute para DP, e avaliar alterações na via 

dopaminérgica e fatores de transcrição na região mesolímbica. Foram utilizados camundongos 

selvagens e camundongos Aphakia nocaute (Pitx3-/-) para DP. Os camundongos foram 

tratados com salina (NaCl 0,9%, i.p.) ou L-DOPA (5mg/Kg, i.p.) por 15 dias 1 vez ao dia e 

após 20 minutos da administração de Benzeracida (10mg/Kg, i.p.) (n=6 por grupo). Nos 

últimos 5 dias de tratamento os animais foram isolados individualmente em gaiolas. As 

fêmeas utilizadas no teste de hipersexualidade foram tratadas para superovulação com a 

administração de PMSG (0,15ml/animal, i.p.) 48h antes do teste e HCG (0,10ml/animal, i.p.) 

10 minutos antes do teste. No dia do teste de hipersexualidade uma fêmea receptiva foi 

adicionada na gaiola do macho e durante 30 minutos foram contabilizado os seguintes 

parâmetros: Latência para primeira farejada, número de farejadas, número de montas e tempo 

total em montas. Os resultados demonstram uma redução no tempo da primeira farejada nos 
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grupos tratados com L-DOPA independente do genótipo e um aumento no numero de montas 

e tempo em montas no grupo Aphakia tratado com L-DOPA. O comportamento de 

impulsividade aqui avaliado é relatado em pacientes com DP e tratados com TRD, porém foi 

realizado pela primeira vez em estudos pré-clínicos o que permite uma melhor compreensão 

das alterações dopaminérgicas na via mesolímbica para redução dos sintomas causados pela 

TRD o que possibilita uma melhor adesão do paciente ao tratamento. 
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ANEXO A:  

Carta de aprovação do projeto ―Influência do consume de diferentes gorduras sobre 

parâmetros comportamentais, neuroquímicos e epigenéticos da prole previamente exposta a 

morfina‖ na Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria.  
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ANEXO B:  

Carta de aprovação do projeto―Desenvolvimento farmacotécnico de nanocápsulas 

poliméricas destinadas ao tratamento da dependência, síndrome de abstinência e recaída a 

drogas aditiva‖ na Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa 

Maria.  

 


