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RESUMO

INFLUENCIA BENEFICA DE DIFERENTES TEMPOS DE EXERCICIO FiSICO
SOBRE A DROGADICAO INDUZIDA POR MORFINA EM RATOS: ASPECTOS
COMPORTAMENTAIS E MOLECULARES

AUTOR: Higor Zuquetto Rosa
ORIENTADORA: Prof.* Dra. Marilise Escobar Biirger
CO-ORIENTADORA: Dra. Raquel Cristine Silva Barcelos

A morfina ¢ um opioide de elevado emprego clinico, cujas propriedades analgésicas sdo
acompanhadas de euforia e bem estar, favorecendo assim a drogadi¢cdo, o que configura um
sério problema de saude publica. A drogadi¢cdo por opioides tem impulsionado a busca por
novos tratamentos, porém, até agora, os utilizados clinicamente sdo apenas paliativos. O
exercicio fisico tem mostrado beneficios na adi¢do. Porém a caréncia de dados na literatura
estimulou o desenvolvimento deste estudo, cujo objetivo foi avaliar possiveis adaptacdes
moleculares e comportamentais decorrentes de diferentes tempos de exercicio fisico em
animais expostos a morfina. Ratos Wistar foram subdivididos em sedentarios, exercicio de
curto, médio e longo prazo e submetidos ao protocolo de natagdo por 0, 14, 28 e 42 dias,
respectivamente. Na ultima semana de exercicio, os animais foram submetidos ao paradigma
de preferéncia de lugar condicionado (PLC) por morfina (4 mg/Kg), seguida de analises
moleculares envolvendo o sistema dopaminérgico e receptor de glicocorticdide no nucleus
accumbens e hipocampo (CEUA 9373231116-UFSM). Nossos resultados apontam, que além
da menor preferéncia pela droga, grupos exercitados mostraram menor imunorreatividade do
transportador de dopamina (DAT), dos receptores dopaminérgicos tipo 1 ¢ 2 (DIR e D2R) e
glicocorticoide (GR), em relacdo ao grupo sedentario. Nosso estudo demonstra que o
exercicio fisico, independentemente do tempo de atividade, modificou parametros
comportamentais de adi¢ao por morfina, possivelmente através de adaptagdes moleculares em
alvos relacionados ao sistema de recompensa. A partir deste estudo é possivel propor o
exercicio fisico como uma abordagem terapéutica a ser estrategicamente incluida nos
tratamentos de drogadicdo por opioides.

Palavras-chave: Abuso de drogas. Adi¢do. Exercicio fisico. Opioide.



ABSTRACT

BENEFICIAL INFLUENCE OF DIFFERENT PHYSICAL EXERCISE TIME ON
MORPHINE INDUCED DRUG ADDICTION IN RATS: BEHAVIORAL AND
MOLECULAR ASPECTS

AUTHOR: Higor Zuquetto Rosa
ADVISOR: Prof.* Dra. Marilise Escobar Biirger
CO-ADVISOR: Dra. Raquel Cristine Silva Barcelos

Morphine is an opioid of high clinical employment, whose analgesic properties are
accompanied by euphoria and well being, thus favoring drug addiction, which constitutes a
serious public health problem. Drug addiction by opioids has driven the search for new
treatments, but so far, those used clinically are only palliative. Physical exercise has shown
beneficial in addition. But the lack of data in the literature stimulated the development of this
study, whose objective was to evaluate possible molecular and behavioral adaptations
resulting from different times of physical exercise in animals exposed to morphine. Wistar
rats were subdivided into sedentary, short, medium and long term exercise and submitted to
swimming protocol for 0, 14, 28 and 42 days, respectively. In the last week of exercise, the
animals were submitted to a paradigm of morphine-conditioned place preference (CPP) (4
mg/Kg), followed by molecular analyzes involving the dopaminergic system and
glucocorticoid receptor in the nucleus accumbens and hippocampus (CEUA 9373231116-
UFSM). Our results show that addition of minor preference for drug in exercised groups
showed less of the transporter dopamine (DAT) immunoreactivity , dopaminergic receptors
type 1 and 2 (DIR and D2R) and glucocorticoid (GR) compared to sedentary group. Our
study demonstrates that physical exercise, regardless of uptime, was able to modify
behavioral parameters of addition per morphine, possibly through molecular adaptations in
targets related to the reward system. From this study it is possible to propose physical exercise
as a therapeutic approach to be strategically included in the treatment of opioid drug
addiction.

Keywords: Drug abuse. Addition. Physical exercise. Opioid.
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APRESENTACAO

Esta dissertagdo esta estruturada em segdes dispostas em: Introdugdo, Justificativa,
Objetivos, Desenvolvimento (Manuscrito Cientifico), Conclusdes, Perspectivas e Referéncias.

Os itens Materiais ¢ Métodos, Resultados, Discussdao dos resultados e Referéncias
encontram-se inseridos na se¢do Desenvolvimento, subse¢do Manuscrito Cientifico,
representando a integra deste estudo.

As Referéncias (Item 6) referem-se somente as citacdes que aparecem na se¢ao

Introducao desta dissertagao.



14

1. INTRODUCAO

1.1. A ADICAO

O consumo de drogas abusivas ¢ alarmante em nivel mundial e ocorre devido as
propriedades hedonicas dessas substancias (BUTTNER, 2011; 2017; CONNOR et al., 2014;
KARCH; DRUMMER, 2016). Segundo o Escritorio das Nagdes Unidas sobre Drogas e
Crime (UNODC, do inglés Unites Nations Office on Drugs and Crime, 2017), cerca de 250
milhdes de pessoas, ou seja, 5% da populagdo adulta mundial usaram drogas pelo menos uma
vez no ano de 2015 e cerca de 29,5 milhdes desses consumidores de drogas, ou seja, 0,6% da
populagdo adulta global, sofram com transtornos por uso de drogas. O abuso de drogas ¢ um
grande problema de satide publica mundial (GONCALVES et al., 2016; POTENZA et al.,
2011), afetando negativamente ndo apenas os individuos dependentes, mas também seus
familiares, empregadores e a sociedade em geral (UHL; GROW, 2004; VOLKOW; BALER;
GOLDSTEIN, 2011) e esta relacionado com alteragdes dos valores pessoais e sociais devido a
um conjunto de fenomenos comportamentais, cognitivos e fisiologicos (PERGOLIZZI et al.,
2017). A adicdo por drogas abusivas estd intimamente relacionada a elevados custos médico-
hospitalares, perda de atividade cotidiana, marginalizagdo e criminalidade, sendo assim uma
das desordens psiquiatricas mais caras (UHL; GROW, 2004). Conforme o Instituto Nacional
sobre Abuso de Drogas (NIDA, do inglés National Institute on Drug Abuse — USA, 2018), o
custo anual de um paciente em tratamento ¢, aproximadamente, 4.700 dolares.

O uso ocasional, mas limitado, de um farmaco passivel de abuso ¢ clinicamente
distinto do uso escalonado de uma droga, da perda de controle sobre a limitagdo do seu
consumo ¢ da ocorréncia da busca compulsiva cronica que caracteriza a dependéncia (KOOB;
VOLKOW, 2010). Assim, a adigdo ¢ caracterizada pela compulsao da procura e utilizacao da
droga com a perda do controle em limitar seu uso, podendo gerar disforia, ansiedade e
irritabilidade quando o individuo ¢ impedido de utilizé-la (KOOB; LE MOAL, 1997; 2008).
A restricdo do acesso a droga pode levar a sindrome de abstinéncia motivacional, definida
como dependéncia de substancia segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5) da Associagdo Americana de Psiquiatria (2014). O uso crénico de drogas
aditivas leva a dependéncia fisica e psicoldgica e a retirada da droga desencadeia sintomas
aversivos conhecidos como sindrome da abstinéncia (O’BRIEN, 1997).

As substancias psicoativas possuem um alto poder aditivo, levando o individuo adicto

a perda do controle emocional e ao comportamento compulsivo, resultando em consequéncias
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sociais e sobre a satde (MILTON; EVERITT, 2012). Um quadro psiquiatrico-motivacional,
fonte para a dependéncia de drogas abusivas, tem aspectos tanto de transtornos do controle
impulsivo, quanto de transtornos compulsivos (EVERITT; ROBBINS, 2005; MOELLER et
al., 2001). Os distarbios do controle dos impulsos sdo caracterizados por um crescente
sentimento de tensdo ou excita¢do antes de cometer um ato impulsivo e prazeroso, e pela
gratificacdo ou alivio no momento de cometer o ato. Tais fatores estdo amplamente
associados a mecanismos de refor¢o positivo. Por outro lado, os transtornos compulsivos sdao
caracterizados por ansiedade e estresse antes de cometer um comportamento compulsivo
repetitivo, e alivio do estresse por realizar tal comportamento. Esses fatos estdo associados a
mecanismos de refor¢o negativos (KOOB; VOLKOW, 2010). A drogadicao tem, geralmente,
a impulsividade dominando os primeiros estagios, que combinada com a compulsividade,
dominam os estagios posteriores. Nesse contexto, & medida que o individuo passa da
impulsividade para a compulsividade, ocorre uma mudanga de refor¢o positivo, levando o
comportamento motivado a um reforco negativo e a automacdo direcionando o
comportamento motivado (KOOB, 2004). Esses estagios interagem entre si, tornando-se mais
intensos e culminam, finalmente, no estado patologico denominado de dependéncia (KOOB;
LE MOAL, 1997) e a transicdo do uso ocasional de drogas para a adicdo envolve a
neuroplasticidade (KOOB; KANDEL; VOLKOW, 2008).

A retirada de drogas em individuos adictos ¢ caracterizada por ansiedade, agitagdo e
irritabilidade que estdo associadas ao estado emocional negativo e contribuem para a recaida
apo6s periodos de abstinéncia (KOOB; LE MOAL, 2008). Nesse contexto, o ambiente pode
contribuir para o uso continuado da droga, bem como para o alto risco de recaida apds
abstinéncia uma vez que o uso repetido da droga proporciona uma forte associagdo entre os
seus efeitos heddnicos e o ambiente de administracio (HYMAN; MALENKA; NESTLER,
2006). A busca pela droga ¢ influenciada por esses estimulos condicionados associados, que
levam a recaida ap6s um periodo de abstinéncia. Além disso, na abstinéncia, ocorre aumento
dos niveis de cortisol sanguineo, o qual ¢ indicativo de estresse e ansiedade, devido a
alteragdes no eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (ROY et al., 2006). A incidéncia de
recaidas ¢ muito alta em individuos adictos e ¢, geralmente, acompanhada de prejuizos
neuropsiquiatricos que envolvem instabilidade emocional, depressdo, anedonia,
impulsividade, agressividade, déficit de atencdo, entre outros (MAJEWSKA, 1996). Por tudo
isso, 0 abuso de drogas representa uma séria questdo de saide em todo o mundo (BUTTNER,

2011).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA: USO INDISCRIMINADO DE OPIOIDES

A partir do inicio do século XXI a UNODC comegou a monitorar a producao de 6pio
em nivel global e verificou que entre 2016 e 2017 a sua producdo aumentou 65%, atingindo
10.500 toneladas, a mais alta estimativa ja registrada (UNODC, 2017). Neste mesmo relatorio
foi mencionado que o uso ndo medicinal de medicamentos sob prescricdo estd se tornando
uma enorme ameaca para a saude publica, sendo os opioides responsaveis pelos maiores
danos, contabilizando 76% de mortes envolvendo distirbios relacionados ao uso de drogas
(UNODC, 2017).

Anteriormente, a UNODC (2014) relatou que 1,45% da populacdo brasileira fizeram
uso abusivo de opioides e 0,1% fizeram uso de 6pio ou heroina. Em 2010, o Brasil ja
apresentava uma das maiores taxas de uso de opioides da América do Sul (0,5% da populacdo
entre 15 e 64 anos) e o uso extraterapéutico de opioides licitos correspondem pela maioria dos
casos de abuso (INCB, 2012). Segundo levantamento realizado pelo Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas em 2005 (CEBRID, 2010) envolvendo 108 cidades do pais, 1,3%
da populacdo fez uso de analgésicos opioides pelo menos uma vez na vida em todas as faixas
etarias, havendo predominio de uso em mulheres em relacdo aos homens. Uma andlise
realizada com estudantes de ensino fundamental e médio de escolas publicas e privadas nas
capitais brasileiras mostrou que na capital do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, entre 1.725
estudantes, 0,5% j& usaram oOpio/heroina durante a vida (CEBRID, 2010), revelando uma
realidade muito preocupante. Do ponto de vista clinico, a prescricio de opioides ¢
problematica, pois a administracdo continua pode levar a tolerancia e dependéncia (ZHU et
al., 1999).

O uso abusivo de opioides ocorre tanto por pacientes detentores de prescri¢ao, quanto
por profissionais da saide. Uma pesquisa realizada no Brasil com 198 médicos em tratamento
de dependéncia quimica residentes em Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Minas
Gerais, indicou que 26,7% fizeram uso de opioides, demonstrando assim, que os profissionais
da saude passam por situagdes facilitadoras para o uso e abuso de drogas (ALVES et al.,
2005; 2012). E, mesmo apds o desaparecimento dos sintomas fisicos da dependéncia, ex-
usuarios cronicos de opioides exibem grandes taxas de recaidas ao uso dessas drogas, o que
pode estar relacionado a uma interacdo entre o sistema opioide e o de recompensa encefalico

(NESTLER, 1996).
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1.3. OPIOIDES: FARMACODINAMICA E ACOES NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL (SNC)

Algumas substancias que sdao desenvolvidas para o tratamento de doengas e por
apresentarem efeitos euforizantes ou hedonicos podem ser utilizadas com finalidade
recreacional (BAILLIF-COUNIOU et al., 2015). Neste sentido, o uso abusivo dessas
substancias pode levar a dependéncia, tolerancia, sindrome de abstinéncia e recaida
(GRUBER; SILVERI; YURGELUN-TODD, 2007; SILVA, 2002). Entre essas substancias,
pode ser citado o grupo dos opioides (YARGEAU et al., 2014).

A palavra “opio” deriva-se da palavra grega opion (“suco da papoula” - Papaver
somniferum) e as substancias derivadas do 6pio s@o denominados de opioides (STOELTING
et al., 2017). Os opioides podem ter origem natural (alcaloides derivados do Opio, como a
morfina), semissintética (a partir da simples modificacdo da molécula de morfina que produz
compostos com propriedades distintas, como a oxicodona, dionina, metopon, oximorfona e
heroina) ou ainda inteiramente sintética (os quais sao moléculas sintetizadas, ou seja, ndo sao
produzidos pela modificagdo quimica da molécula de morfina, mas possuem atividade
farmacoldgica semelhante, como o fentanil, meperidina, remifentanil, metadona, levorfanol,
petazocina, buprenorfina e etorfina) (DINIS-OLIVEIRA, 2016; RANG et al, 2011;
STOELTING et al., 2017) (Fig. 1). De todas as substancias opioides, a mais conhecida e
utilizada na terapéutica ¢ a morfina, cujo nome ¢ derivado de Morfeu, o “Deus do sono”, na

mitologia grega (DUARTE, 2005).

Figura 1 - Representacdo das estruturas quimicas de substancias opioides natural (A),
semissintética (B) e sintética (C), respectivamente.
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Fonte: Adaptado de STOELTING et al. (2017).
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Opioides sdo substancias que reduzem a sensibilidade dolorosa (analgesia) e sdo
usados, principalmente, na terapia da dor cronica e da dor aguda de alta intensidade, sendo
também fundamentais para os cuidados perioperatorios modernos (STOELTING et al., 2017).
Quando administrados em doses elevadas provocam euforia, estados hipndticos, depressao
respiratdria, enquanto seu uso cronico favorece o desenvolvimento de drogadicao
(McDONALD; CARLSON; IZRAEL, 2012).

No Brasil, assim como em outros paises, a prescri¢ao e os aspectos €ticos relacionados
aos opioides estdo regulamentados, devendo ser seguidos pelos profissionais competentes.
Essa classe de medicamentos, também conhecidos como entorpecentes, faz parte do grupo Al
pela Portaria/SVS n° 344 de 12.05.1998, cuja prescri¢do exige a notificacdo da receita, ou
seja, o receituario do tipo A (cor amarela) de controle especial que deve ser emitido em duas
vias para a aquisicao licita desses farmacos em farmécias e drogarias (BRASIL, 1998). Essa
prescri¢ao so ¢ permitida para médicos, cirurgides-dentista (somente para uso odontologico —
Lei 5081/66) (BRASIL, 1966) e médicos veterindrios (somente para uso veterinario — Lei
5517/68) (BRASIL, 1968).

A compreensdo da farmacodindmica dos opioides ¢ muito importante para a pratica
clinica (PERGOLIZZI et al., 2017), pois, com base na interacdo com o0s receptores, 0s
opioides podem ser classificados como agonistas, agonistas parciais, agonista-antagonista
misto e antagonistas (PATHAN; WILLIAMS, 2012). Em nivel molecular, os receptores
opioides pertencem a familia dos receptores metabotropicos, os quais sao acoplados a uma
proteina G, sendo o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) o segundo mensageiro
principal (TRESCOT et al., 2008). A ativagdo do receptor, acoplado a proteina G inibitoria
(Gi), por um agonista opioide, resulta na inibi¢do da atividade da adenilato-ciclase,
conduzindo a uma redugdo nos niveis de AMPc intracelular, resultando no fechamento dos
canais de Ca’" dependentes de voltagem, dos canais de Na™ nas terminagdes pré-sinapticas,
inibindo a liberacdo de neurotransmissores como o glutamato e também de mediadores
inflamatérios como a substancia P, causadora de dor (PERGOLIZZI et al., 2017; SWIFT;
LEWIS, 2009). Além disso, também pode induzir a hiperpolarizagdo dos neurdnios pos-
sindpticos pela abertura dos canais de K' (FREYE; LEVY, 2008; PERGOLIZZI et al., 2017).

Os opioides se ligam a receptores fisioldgicos que recebem o mesmo nome genérico
do grupo, nomeadamente, receptores opioides. Assim, trés tipos de receptores opioides sdao
bem descritos na literatura, classificados em mu (u), kappa (x) e delta (6) (PATHAN;
WILLIAMS, 2012). Esses receptores estdo presentes em todo SNC e sua modulagao

fisiologica ¢ feita pelos opioides endogenos como as encefalinas, dinorfinas, endorfinas e
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endomorfinas (BOWERS; CHOI; RESSLER, 2012). Os receptores opioides podem também
estar presentes em terminagdes nervosas aferentes periféricas (BODNAR; KLEIN, 2005) e
em diversos outros o6rgdos como o intestino, glandulas adrenais, rins, pulmodes, bago,
testiculos, ovarios, utero, estobmago, figado e coracao (WITTERT; HOPE; PYLE, 1996).

De acordo com o subtipo do receptor e sua localizagdo no sistema nervoso, algumas
acOes sao bem definidas. Os receptores u estdo localizados principalmente no tronco cerebral,
no talamo medial, nas laminas III ¢ V do cértex cerebral, no talamo, substincia cinzenta
periaquedutal, substancia gelatinosa (corno posterior da medula) e trato gastrintestinal, e sdo
responsaveis pela analgesia, depressao respiratoria, diminui¢ao do transito intestinal, sedacao,
adicao e dependéncia (DHAWAN et al., 1996; TRESCOT et al., 2008). Os receptores x sao
encontrados na medula espinhal, tronco cerebral, areas limbicas, hipotdlamo e neurdnios
sensitivos periféricos, e contribuem para analgesia espinhal, sedagdo, dispnéia, dependéncia,
disforia, diurese, termorregulacdo, secre¢do neuroenddcrina e depressdo respiratoria
(DHAWAN et al., 1996; TRESCOT et al., 2008). Cabem aos receptores J, localizados nos
nucleos pontinos, amigdala, bulbo olfatorio, cortex cerebral e neurdnios sensitivos periféricos,
a analgesia espinhal e supraespinal, modulagao das fungdes cognitivas e de dependéncia
fisica, além da redu¢do da motilidade gastrica (DHAWAN et al., 1996; PATHAN;
WILLIAMS, 2012; TRESCOT et al., 2008).

Um importante local de a¢do dos opioides estd situado na area tegmental ventral
(ATV), na qual, fisiologicamente, interneuronios GABA¢érgicos causam a inibicao tonica dos
neurdnios dopaminérgicos responsaveis pela ativacdo da via de recompensa encefalica no
nucleus accumbens (NAc) (OMELCHENKO; SESACK, 2009; SADAT-SHIRAZI, et al.,
2018) (Figura 2A). Esses interneuronios GABAérgicos podem ser inibidos por encefalinas
endogenas, que se ligam a receptores x4 nas terminagdes GABAérgicas (KOOB, 1992;
SADAT-SHIRAZI, et al., 2018; SULZER, 2011) (Figura 2B). Os opioides exdgenos, como a
morfina, também se ligam aos receptores u, ativando-os. Além disso, ativam também a via de
recompensa encefalica mediante desinibi¢do dos neurdnios dopaminérgicos na ATV e
induzem, consequentemente, o aumento liberacdo de dopamina (DEVINE et al.,, 1993;
SADAT-SHIRAZI, et al., 2018; SULZER, 2011).

Os opioides induzem tolerdncia, que se resume na necessidade de doses
progressivamente maiores para obtencdo do mesmo efeito, e também a dependéncia, que
consiste no desejo de consumi-los (BELL; SALMON, 2009; PERGOLIZZI et al., 2017). A
administracdo continua da droga opioide permite a ativacao posterior de um ou mais fatores

de transcri¢do intranucleares, ativando a codificacdo do gene da adenilato-ciclase, provocando
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uma verdadeira modificagdo neuroadaptativa, reduzindo a resposta celular frente a mesma
dose inicial da droga opioide (SWIFT; LEWIS, 2009). A interacdo da substancia opioide a
seus receptores causa a regulacdo positiva da via do AMPc em neurdnios do locus coeruleus
(NESTLER; MALENKA, 2004) ¢ NAc (CHIENG; WILLIAMS, 1998). O refor¢o positivo
decorrente do uso de opioides parece estar ligado a um numero restrito de regides cerebrais,
incluindo corpos celulares dopaminérgicos dentro da ATV (WISE, 1987), assim como no
NAc que faz parte do sistema de recompensa cerebral (BROWN; JACOBUS; MCKENNA,
2016). De acordo com estudos anteriores, varios sistemas de neurotransmissores, incluindo
dopamina, glutamato, acetilcolina, acido gama-aminobutirico (GABA), histamina e 6xido
nitrico estdo envolvidos na recompensa da morfina (ALAEL; POURSHANAZARI; RAFATI,
2002; ZARINDAST, et al., 2004).

Figura 2 - Papel dos opioides na via de recompensa encefalica.

0 L__r Neurbnio inibitdrio B) \ s Neurdnio inibitdrio
F N £ 3\
® X . N Y X J
A r [ i
N A (A" ,"/ A
rF & | = N < [ ] |
W Y W 1
W\ ) . dh A\ | A
| % i V L \ / —
2 el Ol Y
Sovemmmle=l Liberagso s o
nddge | & |
bt e i GABA  Neurdnio dopaminérgico /' tbnica de = A aasa Aumento da
=g dopaming Encelalinas ({._‘\d Neurdnio dopaminérgico [ liberacao de
® endégenas N dopamina
J = ® |
RECOMPENSA - RECOMPENSA
Area tegmental ventral Nucleus accumbens
Area tegmental ventral Nucleus accumbens

Fonte: DAVID; GOLAN, 2009.

A exposi¢do cronica aos opioides pode reduzir a neurogénese, alterando assim, a
transmissao sinaptica do hipocampo (EISCH et al., 2000). De particular importancia, essas
regides cerebrais estdo envolvidas na informagdo associada a adi¢do (GIRAULT, 2012;
NESTLER, 2001; SADAT-SHIRAZI, et al., 2018), participando de respostas relacionadas ao
sistema de recompensa (KATZ et al., 2007; REZAYOF et al., 2003) e ao comportamento de
busca pela droga, mesmo ap6s a desintoxicagdo (PERGOLIZZI et al., 2017). Desse modo, os
opioides sdo bem conhecidos por sua capacidade de produzir euforia, motivando certos
individuos a se envolver com uso recreacional com consequéncias individuais e sociais

devastadoras (PERGOLIZZI et al., 2017; ROSENFELD; LOOSE, 2007).
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Os opioides podem alterar a morfologia do cérebro através de mecanismos
neurotoxicos vasculares, metabolicos e diretos (CUNHA-OLIVEIRA; REGO; OLIVEIRA,
2008). O uso continuo e cronico de opioides pode levar a danos neuronais ou a morte
(BUTTNER, 2011), a reducdo da densidade de substincia cinzenta no cortex pré-frontal
(YUAN et al., 2009), consistente com estudos que relatam alteracdes no fluxo sanguineo
cerebral no cortex pré-frontal e alteragdes comportamentais associadas (DAGLISH et al.,
2001; SELL et al., 1999). Outras regides envolvidas no sistema de recompensa que também
mostram volumes menores incluem o NAc (SEIFERT et al, 2015) e a amigdala
(UPADHYAY et al., 2010). As alteragdes relacionadas ao NAc envolvem comportamentos de
busca pela droga (CARLEZON; THOMAS, 2009) e as alteracdes relacionadas a amigdala
podem facilitar a vulnerabilidade a comportamentos de risco (LOVE; STOHLER; ZUBIETA,
2009).

1.4. MODELO ANIMAL PARA AVALIACAO DE ADICAO A DROGAS ADITIVAS

O uso repetido de drogas proporciona uma forte associa¢ao entre os efeitos hedonicos
da droga e o ambiente de administracdo, e esse pode contribuir para o uso continuado da
droga de abuso, bem como para o alto risco de recaida apoés abstinéncia (HYMAN;
MALENKA; NESTLER, 2006), como dito anteriormente. Nesse sentido, o protocolo de
preferéncia de lugar condicionado (PLC) tem sido amplamente utilizado para a pesquisa na
area da adicdo a drogas de abuso envolvendo experimentos animais (ANTONIAZZI et al.,
2014; KUHN et al., 2015; SEGAT et al., 2014; VEY et al., 2016). Tal teste se baseia na
capacidade de estimulos ambientais, originalmente neutros, desenvolverem propriedades
motivacionais positivas (preferéncia pelo lugar) ou negativas (aversao ao ambiente), apos
serem apresentados a esse ambiente repetidamente na presenca de uma substdncia com
potencial de abuso (SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006).

O aparato de PLC consiste em uma caixa com trés compartimentos separados por
portas de guilhotina manuais: duas caixas de igual tamanho (45%45%50cm) e intensidade
equivalente de luz, mas com diferentes caracteristicas internas das paredes e pisos. Um
compartimento possui piso branco e paredes listradas, enquanto o outro possui piso listrado e
paredes brancas lisas. O acesso a esses dois compartimentos ocorre através de um
compartimento central cinza (18x36x50cm), com piso liso. Estimulos variados como cor,

textura e odor podem ser usados na indu¢ao do PLC e tém sido amplamente empregados em
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modelos animais que utilizam ratos (ANTONIAZZI et al., 2014; KUHN et al., 2015; SEGAT
etal., 2014; VEY et al., 2016).

O protocolo de PLC ¢ dividido em varias fases: I) Habituacao: fase que os animais sao
alocados no aparato para excluir o seu comportamento exploratdrio natural; II) Pré teste:
realizado para excluir uma eventual preferéncia natural do animal por algum compartimento;
IIT) Condicionamento: administra-se a droga no animal e aloca-o em um dos compartimentos
e, no turno inverso, administra-se o veiculo e aloca-se o animal no compartimento oposto ao
anterior; IV) Teste:fase que o tempo gasto pelo animal no compartimento em que recebeu a
droga na fase de condicionamento ¢ avaliado. Ou seja, apds alguns dias de administragdo da
droga, ¢ permitido que os animais explorem livremente o aparato. O tempo gasto no ambiente
associado a droga ¢ considerado como um indice de preferéncia. Assim, um maior tempo
gasto no compartimento em que o animal recebeu a droga indica preferéncia, enquanto que o

menor tempo indica aversdo (HEINRICHS et al., 2010; VOIGT et al., 2011).

1.5. EXERCICIO FiSICO: HISTORICO E BENEFICIOS

Na historia da humanidade, o exercicio fisico ¢ uma das mais antigas atividades. No
estilo de vida ndmade do homem primitivo (10.000a.C.), a atividade fisica regular foi
impulsionada pelo desejo de sobreviver através da caga e coleta (KINLOCH, 1985; HHS,
1996). Ademais, foi um componente principal da vida nas celebragdes € nos jogos culturais,
além de ser uma pratica integrante da expressao religiosa, social e cultural (EATON;
SHOSTAK; KONNER, 1988).

A crenga de que o exercicio fisico poderia ser considerado medicamento ou parte da
medicina nao ¢ nova. No inicio do século XX, antes que o foco principal da medicina
ocidental se tornasse o cuidado com os doentes, uma grande parte dos deveres médicos
estavam focados na preservacdo e promocdo da saude, além da prevencdo da doenga
(CARVALHO et al., 2016). Essa forte énfase na saude, em detrimento da doencga, data de dois
médicos mais proeminentes do mundo antigo: Hipdcrates (460-370a.C.) e Galeno (129 -
210d.C.) (BERRYMAN, 2010). Foi Hipodcrates que escreveu dois livros sobre dietas
alimentares e observou que apenas comer ndo mantém um homem saudéavel; também deve-se
praticar exercicios fisicos. Assim, a alimenta¢do e a atividade fisica trabalhardo em conjunto
para produzir saide (ALLBUTT, 1924). Galeno, por sua vez, estruturou sua teoria médica em
torno das “coisas naturais” (da natureza - fisiologia), das “coisas nao naturais” (coisas nao

inatas) e das “coisas contranaturais” (contra a natureza - patologia). O centro dessa teoria era



23

a saude e os usos e abusos das seis “coisas ndo-naturais”: 1) ar, 2) alimentos e bebidas (dieta),
3) sono e vigilia, 4) movimento (exercicio fisico) e descanso, 5) excre¢des e retengdes, € 6)
paixoOes da mente. Se as coisas nao-naturais fossem observadas e praticadas com moderacao, a
saude seria o resultado. Mas se nao fossem seguidas, realizadas em excesso ou entrassem em
desequilibrio, resultariam em doenga ou enfermidade. Essas seis categorias contemplam todas
as atividades referentes a saude para as quais o individuo tem controle (BERRYMAN, 1989).
Atualmente, a atividade fisica permanece de fundamental importancia para a saude ¢ o bem-
estar, uma vez que trata-se de uma pratica de baixo custo e de facil acesso, além de ser uma
maneira simples e econdmica de reduzir os custos de saide para a sociedade, melhorar a
qualidade de vida e prevenir a morte precoce (BIZE; JOHNSON; PLOTNIKOFF, 2007;
PRATT etal., 2014).

Atividade fisica ¢ definida como qualquer movimento corporal produzido pelos
musculos esqueléticos que resulta em gasto energético (CASPERSEN; POWELL;
CHRISTENSON, 1985), dentro da qual estd o exercicio fisico. Entre os beneficios mais
importantes da atividade fisica regular estdo a reducao da prevaléncia de muitas doengas, bem
como a diminui¢do da mortalidade (CELIS-MORALES et al, 2012; LOLLGEN;
BOCKENHOFF; KNAPP, 2009; WILLIAMS, 2012), sendo que a redug¢do desses fatores sdo
independente de condi¢des socioecondmicas, como educacdo e renda (LANTZ et al., 1998).
O exercicio fisico ¢ frequentemente associado a reducao da mortalidade por todas as causas e
a associagdo inversa, entre exercicio fisico ¢ mortalidade, foi encontrada em ambos os sexos
(SABIA et al., 2012). Evidéncias apontam impacto favoravel do exercicio fisico sobre
condi¢des cronicas de saude que possuem as maiores ocorréncias de fatalidades na sociedade,
como disturbios cardiovasculares, obesidade, e cancer de mama ¢ de colon (WARBURTON;
BREDIN, 2017).

A Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) classifica a inatividade fisica como a quarta
principal causa de mortalidade global e um dos principais determinantes de varias doengas
cronicas (GAZIANO; GALEA; REDDY, 2007; WHO, 2008). Nesse contexto, o exercicio
fisico € reconhecido como um importante componente de um estilo de vida saudavel e ¢
recomendado por profissionais da saude e cientistas (DONALDSON, 2000;
WATTANAPISIT; TUANGRATANANON; THANAMEE, 2018). Evidéncias apontam que
maiores beneficios fisiologicos e psicoldgicos ocorrem se o exercicio fisico for realizado em
um ambiente natural, denominado exercicio verde (GLADWELL et al., 2013; SHANAHAN
et al., 2016).
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A relagdo entre o exercicio fisico regular e a saude fisica e psicoldgica tem sido bem
documentada na literatura (EIJKEMANS et al., 2012; HOLTERMANN et al.,, 2013;
STANTON; HANDY; MESTON, 2018). Estudos pré-clinicos demonstram os beneficios do
exercicio fisico na neurogénese e gliogénese (AKERS et al., 2014; MA et al., 2017; VOSS et
al., 2013), além de possuir efeitos benéficos para a saide em geral (LIANG; BELLO;
MORAN, 2015), os quais sdo mediados por alteracdes bioldgicas que ocorrem a longo prazo
e, assim, podem explicar seus multiplos beneficios em varios estados patologicos (BARDO;
COMPTON, 2015). Em concordancia com esses achados, estudos t€ém mostrado associacdes
positivas entre exercicio fisico e fungdes cognitivas, bem-estar e saide mental na populacdo
em geral (BIDDLE; ASARE, 2011; RACHELE et al., 2014). Além disso, tem se mostrado os
efeitos benéficos do exercicio fisico em variaveis relacionadas a cogni¢do, como a atengao e
funcdo executiva (DUNSKY et al., 2017; NORTHEY et al., 2018), da mesma forma que em
cérebros de individuos sauddveis e com transtornos psiquidtricos ou neurodegenerativos
(ANG; GOMEZ-PINILLA, 2007). Os beneficios fisicos, psicologicos, sociais € emocionais
alcancados a partir da atividade fisica podem ser obtidos por individuos de todas as idades
(MICHAELSSON et al., 2007; WARBURTON; NICOL; BREDIN, 2006). Uma evidéncia
disso foi demonstrada durante o periodo da adolescéncia em que o exercicio fisico foi
associado a redugdo da probabilidade de depressdo e transtornos de ansiedade (BOONE;
LEADBEATER, 2006), a menor probabilidade de iniciar o uso de de tabaco ¢ maconha
(LISHA; CRANO; DELUCCHI, 2014) e ao maior bem-estar (MILLER; HOFFMAN, 2009).

A influéncia do tempo de execugdo/pratica do exercicio fisico também tem sido
investigada. Evidéncias demonstram uma associa¢ao positiva entre os seus efeitos benéficos a
saude e o tempo de execugdo da atividade fisica, sugerindo uma mudanca de estilo de vida
sedentario para um estilo de vida com niveis recomendados de atividade fisica (GARBER et
al., 2011). Mesmo em curto prazo (agudo), o exercicio fisico j& demonstrou varios beneficios,
observados através da diminui¢do de parametros de depressdo e ansiedade (DUNN;
TRIVEDI; O’NEAL, 2001, FRITZ; O'CONNOR, 2016) e aumento das medidas de
autoestima e bem-estar (FOX, 1999). Além disso, o exercicio fisico pode reduzir a
impulsividade (WANG et al.,, 2016), aumentar o funcionamento cognitivo (NANDA;
BALDE; MANJUNATHA, 2013, WENG et al., 2015) e o controle executivo (LABELLE et
al., 2013). Assim, a cronifica¢do da pratica do exercicio fisico torna os seus beneficios mais
evidentes (AREM et al., 2014) e uma relagao entre a periodicidade/cronicidade de execugdo

do exercicio fisico e os desfechos em satde ja foi proposta (HASKELL et al., 2007),
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associando maiores beneficios a longos prazos da pratica de atividade fisica (GARBER et al.,

2011).

1.6. INTER-RELACAO ENTRE EXERCICIO FISICO E DROGAS ADITIVAS

O abuso de drogas, como os opioides, provoca alteracdes neurais de longa duracio que
podem estar relacionadas as anormalidades comportamentais associadas aos déficits
cognitivos, a tolerancia e a dependéncia (WILLIAMS; CHRISTIE; MANZONI, 2001). Por se
tratar de um disturbio cronico, a drogadicdo requer um tratamento a longo prazo e, dessa
forma, foram desenvolvidos medicamentos para aumentar os beneficios das intervengdes
psicossociais, reduzir o desejo pela droga e diminuir a probabilidade de recaida ao seu uso
compulsivo (HOSSEINI et al., 2009). No entanto, at¢ o momento, a maioria desses
tratamentos nao tiveram resultados satisfatorios (KAMPMAN, 2008; RIBEIRO; MARQUES,
2002) e varios pesquisadores t€ém empregado esforcos na descoberta de métodos adjuvantes
que, juntamente aos tratamentos convencionais, possam ser efetivos no tratamento da
drogadi¢ao, sendo o exercicio fisico uma dessas ferramentas estudadas (AARDE et al., 2015;
BARDO; COMPTON, 2015; SEGAT et al., 2014; 2017).

O exercicio fisico exerce seus efeitos sobre o cérebro através de varios mecanismos,
incluindo neurogénese e liberacdo de opioides enddogenos (McGOVERN, 2005). Evidéncias
mostraram que os niveis de endorfina, principalmente a B-endorfina, sdo elevados com o
exercicio fisico (LETT et al., 2002), podendo produzir euforia semelhante aos opidceos, €
melhora o humor (McGOVERN, 2005). Ja foi sugerido que o exercicio fisico pode elevar a
produg¢do enddgena de catecolaminas quando os niveis estdo reduzidos apds o uso
descontinuado de drogas, e atuar como um catalisador na promog¢ao do crescimento neuronal,
de tal forma que o exercicio fisico poderia ser usado como uma ajuda valiosa no tratamento
da adicdo (HOSSEINI et al., 2009). Outras evidéncias mostram que o exercicio pode alterar
os niveis de alguns neurotransmissores que também sdo envolvidos nos efeitos hedonicos das
drogas aditivas, como a dopamina, noradrenalina e epinefrina (MEEUSEN et al., 1997,
SKRIVER et al., 2014). Além disso, o exercicio fisico pode aumentar a expressao da tirosina
hidroxilase, a enzima limitante na sintese de dopamina, sendo assim capaz de aumentar a
produgdo de catecolaminas (JI et al., 2014).

Os transtornos ndo relacionados as drogas aditivas, como os transtornos alimentares e
os jogos de azar, foram conceituados dentro do quadro da adi¢cao, com dados neurobiologicos

que suportam a semelhanca entre a dependéncia de substincias, a obesidade e o jogo
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patolégico (FRASCELLA et al., 2010; GRANT et al., 2010; KENNY, 2011; POTENZA,
2008). Nesse contexto, o exercicio fisico também tem sido demonstrada como um evento
gratificante (AZRIN; EHLE; BEAUMONT, 2006; BRENE et al., 2007), pois a longo prazo
leva a neuroadaptagdes importantes, sugerindo que ativa o circuito neural de recompensa
(LETT et al., 2002; SMITH et al., 2008). Outros estudos demonstram que o exercicio fisico
provoca alteracdes em varios sistemas de neurotransmissores (DE OLIVEIRA et al., 2010),
como o sistema dopaminérgico (EDDY; STANSFIELD; GREEN, 2014; YOON et al. 2007),
que tem sido relacionado ao abuso de drogas em estudos clinicos (STICE et al., 2008;
VOLKOW et al., 2008; WANG et al.,, 2004) e pré-clinicos (WU et al., 2009). Dados
comportamentais mostram que numa situacao de escolha em que a atividade fisica e as drogas
aditivas estdo disponiveis concomitantemente, o exercicio fisico pode substituir o uso de
drogas (BARDO; COMPTON, 2015). Além disso, individuos que se envolvem em atividades,
como o exercicio fisico, durante o curso do tratamento para transtornos por uso de
substancias, mostram melhores resultados em relagdo aos individuos nao exercitados
(BROWN et al., 2010; WEINSTOCK; BARRY; PETRY, 2008). Estudos pré-clinicos
demonstraram consistentemente que ratos que receberam acesso livre a rodas de corrida em
sua gaiola a curto (22 horas) e a longo (6 semanas ou mais) prazo, autoadministraram menos
cocaina, metanfetamina e outros estimulantes psicomotores que ratos sedentarios (AARDE et
al., 2015; MILLER et al., 2012; SMITH et al., 2012). Outros estudos observaram que o
exercicio de curto prazo reduziu os sintomas associados a abstinéncia de nicotina
(ABRANTES et al., 2014; PRAPAVESSIS et al., 2014; WILLIAMS et al., 2011) e o desejo
por nicotina e metanfetamina (ELIBERO; VAN RENSBURG; DROBES, 2011; HAASOVA
et al., 2013; WANG et al., 2016). Além disso, o exercicio fisico de longo prazo reduz a
recompensa da 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), além de reduzir a liberagdo aguda
de dopamina estimulada por MDMA no NAc (CHEN et al., 2008). A recompensa apos o
exercicio fisico ¢ mediada por opioides enddgenos (EPLING; PIERCE, 1992), de tal forma
que agonistas e antagonistas opioides podem reforcar e atenuar, respectivamente, os efeitos
prazerosos da atividade fisica (BOER et al., 1990; SISTI; LEWIS, 2001). Neste sentido, o
efeito de recompensa do exercicio fisico pode ser gerado por ativar os mesmos sistemas

cerebrais/neuronais ativados pela morfina e outros opiaceos (LETT et al., 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

O exercicio fisico promove a saude e a fung¢do neural, uma vez que apresenta
reconhecida capacidade de induzir neurogénese (HOSSEINI et al., 2009), além de melhorar a
funcdo cognitiva (AHMADIASL; ALAEI; HANNINEN, 2003; ARCHER, 2011; SUTOO;
AKIYAMA, 2003). Por outro lado, a drogadi¢do configura como um grave problema de
saude publica mundial, influenciando negativamente as relacdes familiares, os valores
pessoais e sociais (GONCALVES et al., 2016; PERGOLIZZI et al., 2017). Considerando, que
os tratamentos atualmente disponiveis para a drogadi¢do sdo escassos, ineficazes e apenas
paliativos (KAMPMAN, 2008; RIBEIRO; MARQUES, 2002), nosso grupo de pesquisa tem
empregado esforcos no estudo de novas abordagens terapéuticas para auxiliar no tratamento e
prevencdo da drogadigdo e, entre estas, esta o exercicio fisico (SEGAT et al., 2014; 2017),
uma vez que tal pratica pode modificar funcionalmente os sistemas dopaminérgico,
noradrenérgico e serotonérgico no SNC (LU; CHOW, 1999; SCHINDER; POO, 2000). De
particular importancia para o desenvolvimento do presente estudo, o exercicio fisico e a
drogadi¢do podem ativar os mesmos circuitos cerebrais (BARDO; COMPTON, 2015;
CZOTY; MARTELLE; NADER, 2010; ZERNIG et al., 2007), o que torna essa abordagem
interessante e promissora. E importante ressaltar que, até o presente, nenhum estudo mostrou
a influéncia do tempo (curto, médio e longo prazo) de pratica do exercicio fisico sobre
parametros moleculares e comportamentais relacionados a drogadi¢ao por drogas opioides,

em particular a morfina, o que enfatiza a importancia inovadora do presente estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes comportamentais e adaptacdes moleculares consequentes a

pratica de exercicio fisico em curto, médio e longo prazo, em ratos expostos a morfina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Verificar a influéncia de diferentes tempos de pratica de exercicio fisico sobre a
preferéncia por morfina;

» Verificar a influéncia de diferentes tempos de pratica de exercicio fisico sobre
comportamentos de memoria de trabalho e locomogao em ratos previamente expostos
a morfina;

» Avaliar a efetividade do protocolo de exercicio fisico;

* Quantificar marcadores moleculares relacionados ao sistema dopaminérgico e receptor
de glicocorticoide no hipocampo e nucleus accumbens de ratos submetidos a pratica

de diferentes tempos de exercicio fisico e expostos a morfina.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1. MANUSCRITO CIENTIFICO

Os resultados inseridos nesta dissertagdo apresentam-se sob a forma de um manuscrito
cientifico, o qual se encontra aqui estruturado. Os itens Materiais e Métodos, Resultados,
Discussao e Referéncias encontram-se no proprio manuscrito, seguindo as normas exigidas

pelo periddico internacional, para o qual foi submetido.
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Abstract

Addiction is a devastating disorder that distresses the entire world. The search for effective
non-pharmacological therapies to treat abusive drug addiction is urgent. Physical exercise is a
useful tool to treat addictions because addictive drugs and exercise share a common neural
circuit. Considering this, we evaluated molecular adaptations due to time of physical exercise
in opioid exposed animals. Rats performed one among three swimming protocols: sedentary
(SED), short-term exercise (S-EXE), medium-term exercise (M-EXE) and long-term exercise
(L-EXE) for 14, 28 and 42 days, respectively. On the last exercising week, the animals were
concomitantly submitted to a paradigm of morphine-conditioned place preference (CPP), and
sub sequentially in the y-maze task. In sequence behavioral assessments and euthanasia were
performed and the brain areas: nucleus accumbens (NAc) and hippocampus were dissected
for molecular measurements (DAT, DIR, D2R and GR). Our findings showed that, besides
minor morphine-CPP, all exercised groups showed a decreased DAT, DI1R, D2R and GR
immunoreactivity, in comparison to the SED group. Regardless of training time, our results
show that even a short-term exercise is able to modify behavioral parameters related to drug
withdrawal and still exert significant adaptations in molecular targets of the dopaminergic
system and in glucocorticoid receptors, which are closely linked to drug addiction. Our
proposal is that the physical exercise can be definitively included in drug addiction detox
programs, acting as an important tool together with the pharmacological treatment, which

alone has shown low efficacy.

Keywords: Opioid  addiction; DAT,; DIR; D2R; GR; Morphine-CPP.
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1. Introduction

Addiction is a devastating disorder found all over the world (Biittner, 2017),
comprising a set of physiological, behavioral and cognitive phenomena, which together, alter
personal, family and social values. The main addictive drugs predominantly consumed around
the world, include opiates, cannabis, cocaine and correlates, amphetamine and its derivatives
(Karch and Drummer, 2016; Connor et al., 2014). Over the last decades, opioid drugs
prescription has dramatically increased in well-developed countries, being interconnected to
the rising rates of abuse and addiction following the medical treatment (Rudd et al., 2016).
The non-clinical use of opioid drugs is variable, ranging from a rare use (up to twice a year),
to frequent and compulsive use, fitting in the addiction issue (Compton et al., 2016). These
substances are able to increase dopamine (DA) levels in the Nucleus accumbens (NAc)
(Carboni et al., 1990; Di Chiara and Imperato, 1988b), a brain area closely involved in
addiction. Our study focuses on the fact that, in the last years, opioid overdose reports are at
an all-time high (Calcaterra et al., 2013; Jones et al., 2015). In this context, morphine, an
opioid drug, is related to physical and psychological signs, including anxiety and depression
besides autonomic-somatic symptoms (Bates et al., 2017; Miladi-Gorji et al., 2012). Chronic
morphine exposure is connected to modifications in the neural circuits plasticity, especially
affecting the brain reward processing system (Wang et al., 2015), leading to craving, desire to
reinforce an abusive use, besides potential relapse symptoms years after drug withdrawal
(Bates et al., 2018; Marchant et al., 2013).

In this sense, an effective treatment to opioids addiction is in fact scarce and only
palliative, leading to frequent relapsing episodes. Currently, the use of opiates by addicted
people is being replaced by synthetic opioid drugs; for example methadone and/or
buprenorphine because they are able to develop minor abstinence symptoms following the
drug withdrawal (Wakeman, 2017; Mauger et al., 2014). Regarding this, the search for new
strategies that may contribute to the treatment of opioid addiction is an urgent and challenging
issue (Lynch et al., 2013). Physical exercise is a potential non-pharmacological treatment that
shares the system involved in the early and late stages of the addiction process (Greenwood et
al.,, 2011). Evidences have shown that both physical exercise and addictive drugs activate
common reward neural circuits (Lett et al., 2002; Smith et al., 2008), modifying different
neurotransmitter systems (de Oliveira et al., 2010), especially the dopaminergic system (Eddy
et al., 2014), which exerts a pivotal role in the addiction (Wu et al., 2009). Considering the

practice of physical exercise as a favorable tool against drug addiction, several studies have
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shown such benefits (Segat et al., 2014; 2017; Lacy et al., 2014; Sanchez et al., 2015);
however, so far no study discussing the influence of physical exercise practice time on drug
addiction was developed. This study aimed to evaluate behavioral changes and consequent
molecular adaptations following the practice of different time points of physical exercise in

animals exposed to morphine conditioning in conditioned place preference (CPP) paradigm.

2. Experimental Procedure
2.1.  Animals and experimental protocol

Thirty three male adult Wistar rats (60 day-old) were separated in groups of four (£1)
animals per Plexiglas® cage with free access to food (standard chow; Supralab®, Alisul
Alimentos LTDA, Sao Leopoldo, RS, Brazil) and water in a room with controlled temperature
(23£1°C), on a 12h light/dark cycle with lights on at 07:00a.m. Before starting the
experimental protocols, the animals underwent a 7-day-period of acclimatization. The Animal
Ethical Committee of the Federal University of Santa Maria (9373231116-UFSM), which is
affiliated to the Council of Animal Experiments (CONCEA), following international norms of
animal care and maintenance approved all procedures. All efforts were made to minimize
animal suffering and to reduce the number of animals used in the experiment.

Animals were randomly placed in five experimental groups, according to the physical
protocol regimen: (I and IT) Sedentary, vehicle- or morphine-injected group (SED; n=13), (III)
Short-term exercise, morphine-injected group (S-EXE; n=7), (IV) Medium-term exercise,
morphine-injected group (M-EXE; n=7) and (V) Long-term exercise, morphine-injected
group (L-EXE; n=6). While SED groups were only placed in the water without swimming, S-,
M- and L-EXE were submitted to the swimming test protocol for two, four and six weeks,
respectively. Morphine administration was carried out according to CPP, which
concomitantly occurred with the last week of aerobic physical exercise protocol. Group I
received the vehicle (solution 0.9% sodium chloride, intraperitoneal (i.p.) and groups II to V
received morphine sulfate (4 mg/kg, i.p.) (Vey et al., 2016). After (24h) CPP paradigm,
working memory and locomotor activity behaviors of the animals were assessed in Y-Maze
paradigm. In sequence, the animals were euthanized for brain tissues collection and molecular

analysis (Figure 1).

2.2.  Physical exercise protocols
The exercise was performed in a swimming pool (diameter 180cmx>depth 45¢m) under

uninterrupted supervision, with water temperature set to 29+1°C, for 1h per day (two sessions
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of 30min with a 10min resting interval), five times per week, for 2, 4 and 6 weeks;
respectively, the short-term exercise, medium-term exercise and long-term exercise were
performed. During the resting interval, the animals were kept on a platform that allowed them
to rest without leaving the water (adapted Segat et al., 2014). The effectiveness of the physical
exercise protocol was monitored by body weight (BW) gain, levels of blood lactate and

bilateral epididymal fat weight.

2.3.  Drug
Morphine sulfate (10mg/mL, Dimorf®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
LTDA, Itapira, SP, Brazil) was used according to Vey et al. (2015). Morphine sulfate was

diluted in 0.9% sodium chloride solution to a standardized final concentration of 4 mg/kg.

2.4.  Conditioned place preference (CPP)

The CPP apparatus consisted of three compartments, two of equal size, but with
different textures, which are interconnected by a neutral central compartment separated by
manual guillotine doors, as broadly described in our studies (Segat et al., 2014, 2016, 2017,
Kuhn et al., 2013, 2015a; Vey et al., 2016). This experimental paradigm was performed and
adapted from Thanos et al. (2010).

CPP was performed according to the following steps: habituation, pre-test,
conditioning, and test. The habituation and pre-test took place as shown in our previous
studies (Segat et al., 2014, 2016, 2017; Kuhn et al., 2013, 2015a; Vey et al., 2016). The next
day of pre-test, the rats were assigned to receive saline or morphine (4 mg/kg; i.p.), as
described by Vey et al. (2015). After 4 days of conditioning, the rats were placed in the
neutral choice chamber with access to the entire apparatus, the longest time spent in the drug-
paired compartment was considered a preference. Quantifications in the CPP paradigm were

assessed by three observers who were unaware of the experimental groups.

2.5. Y-maze test

Y-maze apparatus consisted of three arms Y-shaped (32cm (long)x10cm
(wide)x26¢cm (walls)) (Chu et al., 2012). Briefly, each rat was placed in the center of the Y-
maze and was allowed to freely explore the maze during Smin. The total number and the
sequence of arms entered were quantified. The total number of arm entries was used as a
measure of locomotor activity for the animals. Alternation was defined as three consecutive

entries in three different arms, and this measures the memory work. To minimize odor cues,



35

the maze was wiped clean with ethanol 20°GL before each test. The percentage alternation

score was calculated in accordance with Segat et al. (2016).

2.6.  Measurement of lactate levels in blood

A blood sample was immediately collected after the last swimming session, i.e.,
experimental days 14, 28 and 42 for SED, S-EXE, M-EXE and L-EXE groups, respectively,
via a small cut in the tail tip vein (25uL) of exercised and sedentary groups (Teixeira et al.,
2011). Lactate levels were determined in a blood lactate analyzer (Accutrend® Lactate) to
determine the aerobic resistance of the animals that indicates the effectiveness of the

swimming protocol (Teixeira et al., 2011).

2.7.  Epididymal fat deposits collection
The epididymis is a conjoined tubule located above each testis. Epididymal fat
deposits collection from the SED, S-EXE, M-EXE and L-EXE groups was performed.
Epididymal fat weight (EFW)/BW ratio was calculated applying the following formula
(adapted from Rocha-Rodrigues et al., 2017):
EFW / BW ratio = EFW (g) x 100
BW (g)

2.8. Tissue preparations

One day after the last behavioral assessment, the animals were euthanized by
cervical decapitation under anesthesia (sodium thiopental, 50 mg/kg, i.p.). Brains were
removed and dissected, according to Paxinos and Watson (2007), to remove the hippocampus
and the NAc, which were used for molecular analysis. These brain structures were selected
due to the fact that the hippocampus is the main brain area connected to the environment
where a drug is taken and reward circuits are activated, becoming a potential target to study
drug addiction. The NAc is modulated by the dopamine, thus exerting a critical role in the
reward circuits. Furthermore, the motivated behaviors by neurochemical changes addictive
drugs-induced in mesocorticolimbic pathways are coordinated by these brain areas (Hyman et

al., 20006).

2.9. Immunoblotting analysis
Hippocampal and NAc tissues were homogenized with a lysis buffer (20mM Tris-

HCl pH=8.0, 137mM NaCl, 1% NP40, 10% glycerol, 10ug.mL 'aprotinin, 1mM
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phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), 0.5mM sodium vanadate, 0.lmM benzethonium
chloride). Homogenates were centrifuged to obtain supernatants where total protein
concentration was determined according to the MicroBCA procedure (Pierce, IL, USA), using
bovine serum albumin as standard. Briefly, the separation of protein samples were carried out
by electrophoresis on a 10 and 12.5% polyacrylamide gel (according to protein molecular
weight), and electrotransferred to a PVDF membrane (Millipore, MA, USA). Non-specific
binding sites were blocked in Tris-buffered saline (TBS), pH 7.6, containing 5% non-fat dry
milk. Membranes were rinsed in buffer (0.05% Tween 20 in TBS) and incubated with primary
antibodies: anti-actin (1:2000), anti-dopamine transporter (DAT) (1:500), anti-D1 receptor
(D1R) (1:500), anti-D2 receptor (D2R) (1:500) and anti-glucocorticoid receptor (GR)(1:500)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) followed by anti-rabbit or anti-goat IgG
horseradish peroxidase conjugate (1:40.000; Santa Cruz Biotechnology). The immune
complexes were visualized by chemiluminescence using the ECL kit (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., NJ, USA) according to manufacturer’s instructions. The film signals were
digitally scanned and quantified using Image]J® software. Actin was used as the internal

control for Western blot and the values were used for experimental data standardization.

2.10. Statistical analysis

Data was expressed by mean and standard errors. Statistical difference between negative
control (vehicle-SED group) and positive control (morphine-SED group) was analyzed by
Student's T test. The exercised groups (S-EXE, M-EXE, L-EXE) and the morphine-SED one
had their differences analyzed by one-way ANOVA, followed by the Tukey test when
appropriated (software package Statistica® 8.0 for Windows was used). Values of p<0.05
were considered statistically significant for all comparisons made. GraphPad Prism® (version

5.01) was used for figures.

3. Results

3.1.  Influences of the physical exercise on BW gain, EFW and levels of blood lactate are
shown in Table 1.

All time points of exercise (S-EXE, M-EXE and L-EXE) were related to decreased BW gain,
minor EFW/BW ratio and increased levels of blood lactate in comparison to SED group

(»<0.05).
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3.2.  Influence of the physical exercise on morphine-CPP paradigm is shown in Figure 2.
Analyzing both sedentary groups, the morphine-conditioned animals spent higher time
in the drug-conditioned compartment (p<0.05), and all exercise protocols reduced this

preference (»p<0.05) in comparison to the sedentary group.

3.3.  Influence of the physical exercise on working memory and locomotor activity in Y-
maze paradigm is shown in Figure 3.
No differences among the experimental groups were observed in this experimental

paradigm.

3.4.  Influence of the physical exercise on different molecular markers DAT, DIR, and D2R
immunoreactivity in the Nucleus accumbens is shown in Figure 4.

Analyzing both sedentary groups, morphine conditioning increased DAT, DIR and
D2R in relation to vehicle group (Fig. 4A, B and C). Considering the exercised groups, both
DAT and DIR levels in the NAc were decreased by all exercise protocols in comparison to
the sedentary groups (Fig. 4A and B). However, the increased D2R immunoreactivity
morphine-induced in this brain tissue was decreased by the medium-term (M-EXE) and

longer-term exercise (L-EXE) (p<0.05) because of the similarity between values (Fig. 4C).

3.5.  Influence of the physical exercise on different molecular markers DAT, DIR, and D2R
immunoreactivity in the hippocampus is shown in Figure 5.

Morphine-conditioning in sedentary animals increased DAT, DIR and D2R in
comparison to vehicle-treated animals (Fig. 5A, B and C). Among the exercised animals, both
hippocampal DAT and DIR levels were decreased by the three exercise protocols in relation
to the sedentary group (Fig. SA and B). In addition, the increased D2R immunoreactivity
morphine-induced in this brain tissue was decreased only with the longer-term exercise (L-

EXE) (p<0.05), presenting comparable values to the sedentary group (Fig. 5C).

3.6.  Influence of physical exercise on GR levels in both nucleus accumbens and
hippocampus is shown in Figure 6.
Analyzing the sedentary groups, morphine conditioning increased GR immunoreactivity

in both NAc and hippocampus (Fig. 6A and B, respectively). Concerning the exercised



38

groups, while GR levels were decreased by all exercise protocols in the NAc, only the longer-

term exercise (L-EXE group) decreased this molecular marker in the hippocampus (Fig. 6B).

4. Discussion

The dopaminergic reward system, which was activated by morphine-conditioning,
showed different responses after distinct time points of physical exercise. Due to this, our
hypothesis is that depending on the length of physical activity, drug preference behaviors
resulting from morphine-conditioning may be attenuated by the physical exercise, what
modifies in a favorable way the molecular markers in the dopamine reward system. Our
findings showed: (i) the effectiveness of the physical exercise protocols by the increased
levels of blood lactate as well as the lower BW gain and reduced percentage of the EFW/BW
ratio. These markers were significantly different from SED group; (ii) sedentary animals
showed morphine-CPP; (iii) physical activity was able to prevent morphine-CPP, regardless
of running time, as observed by minor time spent in the drug-conditioned compartment.
Besides, (iv) morphine-conditioning increased DAT, D1R, D2R and GR immunoreactivities
in the hippocampus and NAc; (v) all protocols of physical exercise decreased these dopamine
molecular markers in NAc and hippocampus, being the L-EXE group more homogeneous.

The increase in blood lactate, immediately after training, considering the rested
animals, corresponds to the exercise practice (Jones and Carter, 2000). According to our
results, the exercised groups showed an average of 12% increase in blood lactate levels
compared to the sedentary group (SED groups), which indicates the effectiveness of the
physical exercise protocol, determining the aerobic resistance (Gobatto et al., 2001; Teixeira
et al., 2011). In addition, exercised groups presented minor BW gain (about 36%) together
with reduced body fat accumulation, indicating a higher caloric burn. Kiens et al. (1993)
demonstrated that physical exercise increases muscle capillarity allowing a greater uptake of
free fatty acids from the blood. This increased oxidation of lipids due to an enhanced uptake
of free fatty acids from plasma by the trained muscle (Kiens et al., 1993) can be related to
lower BW gain in the exercised groups, as observed in this study.

In sequence, our study evaluated the phenomena involved in the addiction that can be
better understood through animal models, such as CPP (Cruz et al., 2008). CPP paradigm
shows similarity to the Pavlovian classic conditioning, once an “unconditioned stimulus” can
be acquired in the repeated sections as ‘“conditioned stimuli” (Tzschentke, 1998). The
preference of humans and animals for some place over other is natural. This can be linked to

sensory characteristics of particular places, and it may also be acquired after events associated
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with those places (Huston et al., 2013). In this context, CPP paradigm assumed a crucial
importance and is commonly used in researches to study reinforced effects of natural and
pharmacological stimuli (Tzschentke, 1998). Our research group has widely employed the
CPP paradigm (Kuhn et al., 2013; Segat et al., 2014, 2016, 2017; Vey et al., 2016), because of
the above-mentioned advantages and because it is a protocol of prompt reproducibility and
simplicity.

Morphine is a potential addictive drug, which is able to develop place preference in
CPP paradigm. Therefore, our experimental protocol included a positive (morphine-
conditioned sedentary animals) and a negative control (non-conditioned sedentary animals) in
order to monitor the morphine-induced hedonic symptoms (Bao et al., 2007; Kauer and
Malenka, 2007). Our findings showed that the positive control showed morphine-CPP in
relation to the negative control, confirming that our CPP paradigm was successfully
conducted. This way, physical exercise prevented the drug conditioning, 25%, 45% and 26%
in the S-EXE, M-EXE and L-EXE groups, respectively, as observed by the short time spent in
the drug-conditioned compartment compared to SED group. In the Y-maze task 48h after the
last morphine administration, the locomotor activity and memory of all experimental groups
showed no significant difference as well as the total arm entries number and the percentage of
the alternations. The behavioral outcomes that were assessed during the drug abstinence
period indicate that morphine-CPP, which was observed in SED group, was not related to
locomotor influence or memory loss, according to previous studies (Segat et al., 2016;
Takamatsu et al., 2011). Furthermore, these results reinforce that the CPP findings are due to
the morphine-induced hedonic effects.

In pre-synaptic dopaminergic nerve terminals, DAT exerts control on the dopamine
levels available for binding to pre- and post-synaptic dopamine receptors (Amara and Kubhar,
1993). Our findings demonstrated that morphine-conditioning increased the immunoreactivity
of the DAT in the sedentary animals, which showed increased preference for morphine. As
the dopamine uptake through DAT provides the primary mechanism to eliminate dopamine
from synapses (Carboni et al., 1990), we can infer that the greatest amount of dopamine
released in the synaptic cleft after morphine-conditioning culminated in the increased DAT
immunoreactivity, as observed in both hippocampus and NAc of the SED group. However,
among exercised groups, lower DAT immunoreactivity may be related to the minor dopamine
releasing.

The role of dopaminergic receptors in drug addiction has received increased attention

(Milanesi et al., 2017). Our study also shows a decreased immunoreactivity of D1R and D2R
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in both hippocampus and NAc of the exercised animals, while such levels were increased by
morphine in SED group. The reward effects induced by the dopaminergic system are a
consequence of the opioid receptors activation (Ozaki et al., 2003). The D1 and D2 dopamine
receptors mediate reward effects induced by addictive drugs (Kuhn et al., 2015b). In this
sense, DIR activation is related to morphine-preference, since it can control the opioid
memory acquisition (Narita et al., 2005), while the blockade of this dopaminergic receptor
can prevent it. DIR contributes for the addiction development, while D2R mediates emotion
and reinforcement symptoms (Phillips et al., 1994). Thus, opposite outcomes in terms of
dopaminergic neurotransmission in the comparison made between the sedentary and exercised
animals indicated that both DIR and D2R can be modulated in different brain areas by
different time points of physical exercise.

After physical exercise, endogenous opioids preferentially bind to the p-opioids
receptors (MOR) and «-opioids receptors (KOR), being morphine a partial agonist of mu
opioid receptors (Goodman et al., 1988). In this sense, dopamine releasing can be decreased
by KOR (Spanagel et al., 1992) and increased by both MOR and 6-opioids receptors (DOR)
agonists inhibiting GABAergic neurons (Klitenick et al., 1992). Furthermore, KOR agonists
are not related to CPP or self-administration, but may cause aversion, inversely, agonists of
MOR and DOR exhibit self-administration by animals and CPP (Herz, 1997). These data
supports the idea that there are two opioid systems, an active and an opposite, which regulate
the dopamine release (Devine et al., 1993), i.e, KOR activation can regulates negatively the
dopaminergic system (Chefer et al., 2005; Narita et al., 2005), decreasing the morphine
reward effects. Chronic aerobic exercise can decrease the opioid receptor availability (de
Oliveira et al., 2010), consequently reducing the sensitivity to exogenous opioid agonists
(Smith and Lyle, 2006). When opioid drugs are chronically administered, comparable effects
may be observed (Bernstein and Welch, 1998), indicating a downregulation of the opioid
receptors physical exercise-induced, therefore determining tolerance to the effects of opioids
with extended training (Smith et al., 2018).

One factor involved in specific aspects of drug addiction is the stress, which triggers
the relapse on drug abuse (Ambroggi et al., 2009; Sinha, 2008; Koob and Volkow, 2010). One
of the main features of the stress response is an increase in glucocorticoids release, and its
consequent interaction with GR (Navarro-Zaragoza et al., 2014). Our findings showed that
physical exercise, regardless of its length, was able to decrease the immunoreactivity of the
GR in the NAc. Previous studies have indicated that GR signaling plays a crucial role in drug

dependence, especially morphine and cocaine (Ambroggi et al., 2009; Wang et al., 2008). The
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administration of GR antagonist or the knocking out the gene GR in mice decreased the
dopamine concentration, thus inhibiting the cocaine-seeking behavior (Deroche-Gamonet et
al., 2003). Furthermore, glucocorticoids can increase dopamine levels in the NAc,
exacerbating the effect of addictive drugs, such as cocaine, on this dopamine concentration
(Graf et al., 2013). In the hippocampus, the GR are highly expressed, regulate the negative
feedback of the HPA axis, play a role in the response to stress (Zhou et al., 2008) and are
involved in the behavioral stress response. In the present study, the decrease in GR
immunoreactivity was only observed in the L-EXE group in the hippocampus in response to
physical exercise, demonstrating the need for a longer protocol of physical activity to observe
molecular changes in the brain region after morphine exposure. It has been reported that
dysregulation of the HPA axis can result from changes in hippocampal GR (Lui and Li, 2001)
and physical exercise may protect against such dysregulation. Based on these preliminary
findings, additional studies are necessary to confirm the relations described here to increase
knowledge about the opioids, as well as on the relation between physical exercise and
addiction.

Physical exercise maintains brain health and the synaptic plasticity (Pietropaolo et al.,
2008), in addition it is associated to a reduction in depression and anxiety in humans
(Greenwood and Fleshner, 2008) and rodents (Duman et al., 2008; Fox et al., 2008).
Furthermore, the voluntary exercise reduced the physical dependence severity and the anxiety
behavior in both morphine-dependent and withdrawn rats (Miladi-Gorji et al., 2012). Our
findings demonstrated that the protocols of the physical exercise were able to protect the
morphine-preference that can be related to the reward pathway activation and neuroplastic
changes following physical exercise (Greenwood et al., 2003). Furthermore, studies
demonstrated that the physical exercise stimulates the release of endogenous opioid peptides
and leads to the reduction in sensitivity to morphine and other Mu opioid agonists (Kanarek et
al., 1998; Smith and Yancey, 2003). Consequently, it has been proposed that chronic exercise
may induce the cross-tolerance development between endogenous opioid peptides released
during exercise and exogenously administered Mu opioid agonists (Houghten et al., 1986). In
accordance with our results, studies have shown that the running wheel reduces self-
administration and the craving for morphine (Hosseini et al., 2009) and the warding effects of
cocaine (Lett et al., 2002) in rats. Previous studies of our group have also shown that the
swimming decreased anxiety- and depression-like behaviors in amphetamine exposed animals
(Teixeira et al., 2011, Segat et al., 2014). In this sense, we can infer that physical exercise,

even when practiced during short-term, is able to decrease the morphine-induced rewarding
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effects, thus minimizing the seek for addictive drugs, such as opioids, consequently reducing

the risk of relapse following prolonged drug abstinence.

5. Conclusion

Currently, there are no published studies about the influence of different time points of
physical exercise on behavioral and molecular markers consequent to morphine-induced
addiction. From this, it is possible to propose that the short-term physical exercise causes
behavioral changes and molecular adaptations disfavoring the morphine-addiction. This
reinforces previous studies of our group regarding the useful role of physical exercise as a

non-pharmacological tool in the prevention of drug addiction.
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Table 1. Effect of physical activity on body weight gain, epididymal fat weight/body weight

ratio and blood lactate levels.

WEIGHT GAIN % EPIDIDYMAL FAT / LACTATE
(2 BODY WEIGHT (mmol/L)
SED 43.19 +2.68 1.15 + 0.065 5.28+0.014
S-EXE  28.57+0.81* 0.74 + 0.020* 6.57 +0.207*
M-EXE  21.71 +2.64* 0.76 + 0.044* 5.62 + 0.024*
L-EXE  22.16 + 1.54* 0.75 + 0.043* 5.65 + 0.048*

Data expressed as mean+SEM. Indicates significant difference of the sedentary (SED) group (P<0.05).
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Figure 1. Experimental protocol: adult male Wistar rats were divided in five groups: (I) sedentary vehicle group
(SED; n = 6); (II) sedentary morphine group SED (n = 7); (III) short-term exercise group (S-EXE; n = 7), (IV)
medium-term exercise group (M-EXE; n = 7) and (V) long-term exercise group (L-EXE; n = 6). The
experimental groups S-EXE, M-EXE and L-EXE were submitted to the physical exercise protocol for 2, 4 and 6
weeks, respectively. Concomitantly to the last exercising week, all experimental groups were submitted to the
condition place preference protocol (CPP) with morphine. 24h after CPP last CPP conditioning section, animals
were submitted to CPP test and Y-maze paradigm. In sequence, 24h after behavioral evaluations, animals were
euthanized for molecular analyses in hippocampus and nucleus accumbens.
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Figure 2. Drug place preference behavior induced by morphine (4 mg / kg for 4 days), was observed in CPP
paradigm after 2, 4 or 6 weeks of physical exercise, depending on the experimental group. * Indicates a
significant difference between the sedentary groups. ' indicates the significant difference between the exercised
groups and the sedentary group injected with the drug. Data are expressed as mean + S.E.M. for p < 0.05.
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Figure 4. DAT levels (a), DIR levels (b) and D2R levels (c) were analyzed in the nucleus accumbens of rats. *
Indicates a significant difference between the sedentary groups. = indicates a significant difference between the
exercised groups and the sedentary group injected with the drug. Data are expressed as mean = S.E.M. for p <

0.05.
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Figure 5. DAT levels (a), DIR levels (b) and D2R levels (¢) were analyzed in the hippocampus of rats. *
Indicates a significant difference between the sedentary groups. * indicates a significant difference between the
exercised groups and the sedentary group injected with the drug. Data are expressed as mean = S.E.M. for p <

0.05.
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significant difference between the sedentary groups. * indicates a significant difference between the exercised
groups and the sedentary group injected with the drug. Data are expressed as mean + S.E.M. for p < 0.05.
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5. CONCLUSOES

Tomados em conjunto, os resultados obtidos a partir do presente estudo demonstram a
influéncia benéfica da pratica do exercicio fisico, independentemente do tempo (curto, médio
e longo prazo), sobre a PLC por morfina, que nos permite propor:

* A morfina, na dose e periodos em que foi administrada, induziu PLC no grupo
sedentario, diferentemente dos grupos exercitados, nos quais foi observada uma
prevencdo da PLC, mesmo nos animais que foram exercitados pelo menor intervalo de
tempo;

= (s grupos experimentais ndo mostraram diferencas nas avaliacdes comportamentais
de memoria e locomogdo, confirmando que os resultados obtidos no paradigma de
PLC por morfina estdo diretamente relacionados aos efeitos heddonicos da droga,
porém nao a artefatos de perda de memoria ou de locomogao;

* Os niveis aumentados de lactato sanguineo, o menor ganho de peso corporal e a menor
razdo entre a gordura epididimal e o peso corporal observados em todos os grupos
experimentais expostos a pratica dos diferentes tempos de exercicio confirmando a
efetividade do protocolo de exercicio fisico aqui adotado;

» Andlises moleculares nas regides do hipocampo e nucleus accumbens dos animais
sedentarios expostos a morfina indicaram um aumento da imunoreatividade dos
marcadores moleculares dopaminérgicos, como também do receptor de
glicocorticoide, diferentemente do que foi observado nos animais exercitados, os quais
mostraram em sua maioria uma menor imunoreatividade destes mesmos marcadores
moleculares;

O exercicio fisico, independente do tempo praticado, pode constituir uma abordagem
terapéutica interessante frente a drogadicao por morfina, pois mesmo em um curto prazo,
apresenta efeitos benéficos sobre a drogadicao por morfina, como observado no paradigma de
PLC e andlises moleculares. Assim o exercicio fisico pode ser uma importante ferramenta

adjuvante, e pode proporcionar respostas rapidas no tratamento da drogadicao.
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6. PERSPECTIVAS

Os dados apresentados nessa dissertagdo mostram-se promissores, considerando que
os tratamentos empregados nas clinicas de desintoxicagdo de drogas sao apenas paliativos,
mostrando baixa efetividade no tratamento da drogadicdo. Neste contexto, a busca por
ferramentas adjuvantes aos tratamentos convencionais da adicdo vem sendo estudada por
nosso grupo, como o exercicio fisico, que pode contribuir nos aspectos comportamentais e
moleculares, mesmo em um curto tempo de pratica, na dependéncia a morfina. Na
continuidade do estudo, pretendemos avaliar o papel do mecanismo opioide endégeno sobre
os efeitos benéficos do exercicio fisico na drogadi¢do. Além disso, pretendemos verificar a
relagcdo da ativagdo endogena do sistema opioide apds o uso de drogas aditivas.

Considerando que a drogadi¢ao ¢ um grande problema mundial e que esta inserida em
todos os meios sociais, ¢ de extrema importdncia a busca de tratamentos adjuvantes a
farmacoterapia, que mostrem respostas positivas em um menor intervalo de tempo. Além
disso, pesquisar os mecanismos pelos quais o exercicio fisico € efetivo, contribuindo para o
tratamento da adicdo a drogas, reduzindo a recidiva ao uso de drogas aditivas e, assim, 0s

altos custos do tratamento de toxicodependéntes.
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ANEXO I - CERTIFICADO DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO
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