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RESUMO

A dependéncia quimica é uma doenca crénica e complexa, caracterizada
por recaidas frequentes. Estimulos ambientais associados ao uso de
substancias psicoativas reforcam o comportamento de busca e consumo.
O fentanil, um potente opioide, pode modificar a associa¢do entre os efeitos
da droga e o ambiente, promovendo alteracdes nos circuitos neurais da
recompensa e consolidando memoarias patoldgicas. Entre os mecanismos
envolvidos, destaca-se a plasticidade sinaptica mediada pela proteina Arc
(Proteina Associada ao Citoesqueleto Regulada por Atividade), essencial
para processos de memoaria e aprendizagem relacionados a dependéncia,
como a sensibilizacdo comportamental e o condicionamento. Este estudo
investigou os efeitos do fentanil (10 e 20 pg/kg) na sensibilizacao
locomotora, na formacdo de uma memoaria de contexto e na expressado da
Arc em regides cerebrais associadas a dependéncia: cortex pré-frontal
medial (CPF), nucleo accumbens (NAc), amigdala basolateral (BLA),
hipotalamo lateral (LH), hipocampo dorsal (dCA1) e area tegmental ventral
(VTA). Para isso foram realizados dois experimentos com ratos Wistar. No
Experimento 1, os animais foram submetidos a diferentes protocolos de
exposicao a arena de campo aberto: sessfes de 30 minutos por 6 dias (1A),
sessdo Unica de 30 minutos (1B), sess6es de 5 minutos por 6 dias (1C) e
sessao Unica de 5 minutos (1D), todos precedidos por trés dias de
habituacdo. Observou-se sensibilizagdo locomotora com a dose de 10
pg/kg no protocolo de 5 minutos (1C). A dose de 20 pg/kg também produziu
sensibilizacdo (1D), embora com menor magnitude inicial. A expresséo da
Arc aumentou de forma dependente da dose, especialmente com 20 pg/kg
no NAc, CPF e VTA. No Experimento 2, o protocolo de preferéncia
condicionada por lugar (PCL) demonstrou que ambos os grupos tratados
com fentanil passaram a preferir o compartimento associado a droga,
indicando formacdo de memodria associativa. A expressao de Arc
acompanhou os dados comportamentais, sendo elevada nos grupos
condicionados, mas nao no grupo controle avaliado ap6s o pré-

7

condicionamento. Assim, € mostrado que o fentanil induz plasticidade



sinaptica em regides-chave do sistema de recompensa, com ativacao da
Arc. Essa ativacao sugere alteracbes moleculares duradouras associadas
a dependéncia. Arc pode atuar como marcador funcional de vulnerabilidade
a neuroadaptacao por opioides.

Palavras-chaves: Sensibilizacdo comportamental; Condicionamento;

Fentanil; ARC; Neuroplasticidade; Opioides.



ABSTRACT

Addiction is a chronic and complex disease, characterized by frequent
relapses. Environmental stimuli associated with the use of psychoactive
substances reinforce drug-seeking and consumption behaviors. Fentanyl, a
potent opioid, can alter the association between the drug’s effects and
environmental cues, leading to changes in neural circuits involved in reward
and the consolidation of pathological memories. Among the underlying
mechanisms, synaptic plasticity mediated by the Arc protein (Activity-
regulated cytoskeleton-associated protein) stands out as essential for
learning and memory processes related to addiction, such as behavioral
sensitization and contextual conditioning. This study investigated the effects
of fentanyl (10 and 20 pg/kg) on locomotor sensitization, contextual memory
formation, and Arc expression in brain regions associated with addiction:
prefrontal cortex (PFC), nucleus accumbens (NAc), basolateral amygdala
(BLA), lateral hypothalamus (LH), dorsal hippocampus (dCA1), and ventral
tegmental area (VTA). Two experiments were conducted using Wistar rats.
In Experiment 1, animals were subjected to different open-field arena
exposure protocols: 30-minute sessions for 6 consecutive days (1A), a
single 30-minute session (1B), 5-minute sessions for 6 days (1C), and a
single 5-minute session (1D), all preceded by three days of habituation.
Locomotor sensitization was observed with the 10 pg/kg dose in the 5-
minute protocol (1C). The 20 pg/kg dose also induced sensitization (1D),
although with lower initial magnitude. Arc expression increased in a dose-
dependent manner, especially with 20 pg/kg in the NAc, PFC, and VTA. In
Experiment 2, the conditioned place preference (CPP) protocol showed that
both fentanyl-treated groups preferred the drug-paired compartment,
indicating associative memory formation. Arc expression paralleled
behavioral results, being elevated in the conditioned groups but not in the
control group assessed after pre-conditioning. Thus, fentanyl is shown to
induce synaptic plasticity in key reward system regions, with prominent Arc
activation. This activation suggests long-lasting molecular changes
associated with addiction. Arc may serve as a functional marker of

vulnerability to opioid-induced neuroadaptation.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) dependéncia
guimica € uma doenca cronica, progressiva e multifatorial, que envolve
alterac6es neurobioldgicas e psicossociais. Essa condicdo € caracterizada
por uma compulsdo persistente para o uso de substancias psicoativas,
mesmo diante de consequéncias adversas, além de uma elevada
propensédo a recaida (Koob e Le Moal, 1997; Volkow, 2010). As opcdes
terapéuticas atualmente disponiveis sé@o limitadas, em parte devido ao
conhecimento ainda insuficiente sobre as modificagdes neurais subjacentes
ao desenvolvimento e manutencao da dependéncia. Essa condicédo resulta
de uma interacdo complexa entre fatores genéticos, neurobioldgicos,
ambientais e sociais, que modulam a vulnerabilidade individual a instalagéo

da doenca e sua progresséo. (Volkow; Koob; Mclellan, 2016).

A dependéncia de opioides representa um dos maiores desafios de
salde publica na atualidade, especialmente em paises como os Estados
Unidos. A chamada "crise dos opioides" tem sido marcada por um
crescimento alarmante no uso, abuso e dependéncia dessas substancias,
sejam elas prescritas ou ilicitas, resultando em consequéncias
devastadoras para individuos, familias e comunidades (Ciccarone, 2018).
De acordo com o Relatério Mundial sobre Drogas (UNODC, 2023), o fentanil
— um opioide sintético altamente potente — transformou significativamente
o mercado de opioides na América do Norte. Em 2021, a maioria das quase
90 mil mortes por overdose relacionadas a opioides na regiao envolveu

fentanil de fabricacgéo ilicita.

No Brasil, embora a crise relacionada ao uso de opioides ainda ndo
atinja 0s mesmos niveis observados em paises como os Estados Unidos,
os dados apontam uma tendéncia preocupante de crescimento. Segundo
informacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 0 nimero
de prescricbes médicas de opiaceos comercializados em farmécias
aumentou de 1.601.043 em 2009 para 9.045.945 em 2015, representando
um crescimento de 465% (Krawczyk et al., 2018). Além do uso terapéutico,

nos ultimos anos, a Policia Federal tem registrado apreensdes significativas



de fentanil e outras substancias opioides, indicando também sua circulacao

ilicita no pais.

O fentanil € um agonista potente dos receptores u-opioides e induz
dependéncia por meio de mecanismos neurobiolégicos complexos. A sua
ligacdo a esses receptores desencadeia a liberacédo de neurotransmissores,
como a dopamina, em circuitos cerebrais relacionados a recompensa e a
motivagcdo (Han et al., 2019). A ativagao repetida desses circuitos ocorre
por meio de processos de aprendizagem e promove neuroplasticidade
sinaptica, facilitando a formacdo de memdrias associativas entre os efeitos
do fentanil e os estimulos ambientais relacionados ao seu uso. Essas
memoarias mal adaptadas sao consolidadas em regiées como o cértex preé-
frontal e o nucleo accumbens, sustentando o comportamento compulsivo

de busca pela droga (Milton e Everitt, 2012).

Os processos de aprendizagem envolvidos no condicionamento e na
sensibilizacdo comportamental sdo mediados por mecanismos de
neuroplasticidade. Durante o condicionamento classico e operante, a
formacdo de associacbes entre estimulos e respostas desencadeia
modificacdes na conectividade sinptica entre neurénios (Volkow et al.,
2019). O crescimento dendritico, em particular, € uma manifestacao
estrutural importante da neuroplasticidade induzida por aprendizagem,
envolvendo a expansdo e a ramificagdo dos dendritos — estruturas
especializadas na recepcao de sinais sinapticos. Esse processo amplia a
area disponivel para formacdo de novas sinapses, faciltando a
comunicacdo entre neurbnios envolvidos na consolidacdo da memoria

(Kutlu e Gould, 2016).

A proteina Proteina Associada ao Citoesqueleto Regulada por
Atividade (Arc), € uma molécula de expressdo induzida por atividade
neuronal, que desempenha papel central na regulacdo da plasticidade
sinaptica e na consolidacdo da memdria. Sua expressao é rapidamente
induzida por estimulos que provocam atividade neuronal intensa e
prolongada, como nos processos de aprendizagem (Tzingounis e Nicoll,

2006). Uma vez sintetizada, a Arc é transportada para as sinapses, onde



influencia a morfologia dendritica e a composi¢cdo sinaptica. Estudos
demonstram que essa proteina promove a formacdo de novas espinhas
dendriticas e modula a for¢a sinaptica, destacando-se como um elo
fundamental entre atividade neural, plasticidade sinaptica e memdria
(Nikolaienko et al., 2017).

A preferéncia condicionada de Ilugar (PCL) € um modelo
experimental amplamente utilizado para investigar aprendizagem
associativa, no qual o animal associa determinado ambiente aos efeitos de
uma substancia ou estimulo especifico. No contexto dos opioides, estudos
demonstram que animais expostos a essas drogas em ambientes
especificos desenvolvem preferéncia pelos locais associados ao uso,
refletindo o poder reforcador e os efeitos prazerosos induzidos por essas
substancias. A compreensao dos mecanismos envolvidos na PCL induzida
por opioides fornece subsidios importantes sobre 0s circuitos neurais e
processos de aprendizagem relacionados a dependéncia (Piccin et al.,
2022).

O presente estudo tem como objetivo investigar o efeito de diferentes
doses de fentanil na habituagdo ao ambiente experimental e no
desenvolvimento de uma resposta locomotora sensibilizada, dependente do
contexto. Além disso, pretende-se examinar o papel do fentanil na aquisicédo
de uma memoria associativa a droga, por meio do modelo de preferéncia
condicionada de lugar, e avaliar a expressédo da proteina Arc em regides
encefélicas relacionadas a dependéncia: cortex pré-frontal medial (CPF),
nicleo accumbens (NAc), éarea tegmental ventral (VTA), amigdala
basolateral (BLA), hipotalamo lateral (LH) e hipocampo dorsal (dCA1). Ao
explorar esses aspectos, o estudo busca contribuir para o entendimento dos
mecanismos neurobioldgicos que sustentam os efeitos comportamentais e
moleculares do fentanil em estruturas cerebrais envolvidas nos circuitos de

recompensa e no desenvolvimento da dependéncia a opioides.

2. JUSTIFICATIVA

A exposicao repetida a drogas de abuso pode induzir alteragGes

duradouras no sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, o qual



desempenha papel crucial na modulacdo de estimulos relacionados a
recompensa. Essas mudancas neuroadaptativas afetam a sensibilidade
dos circuitos neurais envolvidos na percepc¢do e busca por recompensas,
favorecendo o uso compulsivo de substancias e o desenvolvimento da
dependéncia (Robinson e Kolb, 1997).

O sistema mesocorticolimbico, com origem na area tegmental ventral
(VTA), projeta-se para diversas regides encefélicas, incluindo o nucleo
accumbens (NAc), o cértex pré-frontal medial (CPF), a amigdala basolateral
(BLA) e o hipotalamo lateral (LH), constituindo um circuito fundamental para
0s processos de motivacdo, recompensa, tomada de decisdo e
aprendizagem associativa. A amigdala basolateral esta envolvida na
atribuicdo de valor emocional aos estimulos, especialmente no
processamento de pistas associadas ao uso de drogas, contribuindo para
a formacdo de memodrias relacionadas ao reforco. O hipotalamo lateral, por
sua vez, integra sinais motivacionais e homeostéticos, modulando a busca
por recompensas € a ativacdo de comportamentos dirigidos a obtencéo da
droga (Steketee, 2003; Baik, 2013; Mai et al., 2019; Nieh et al., 2016).

O hipocampo, por sua vez, exerce papel central na orientagao
espacial e na formacao de memoria contextual. A acdo dos opioides pode
alterar a plasticidade sinaptica nessa regido, desencadeando
comportamentos relacionados ao desejo intenso e a busca por drogas.
Evidéncias indicam que as conexdes do hipocampo com a concha do NAc

sdo essenciais para o controle funcional dessa estrutura (Britt et al., 2012).

A morfologia dendritica € considerada uma medida fundamental da
plasticidade sinaptica, uma vez que os espinhos dendriticos representam
0s principais locais de contato sindptico entre neurbnios. Alteragbes
estruturais nesses espinhos — como o0 aumento de seu volume — estao
associadas ao fortalecimento sinaptico por meio da potenciacdo de longo
prazo (LTP). Tais mudancgas refletem adapta¢des funcionais nos circuitos
neurais e influenciam diretamente a eficiéncia da comunicagéo sinaptica e
0 processamento da informag&o no sistema nervoso central (Matsuzaki et
al., 2004).



A proteina Arc exerce papel central na plasticidade sinaptica,
atuando como reguladora da expressdo génica e da internalizacdo de
receptores de neurotransmissores. Sua expressdo esta associada a
estimulos de longa duracao e a processos de aprendizagem e consolidacao
da memodria. Adicionalmente, aspectos morfolégicos dendriticos — como a
densidade e a forma dos espinhos — afetam diretamente a eficacia da
transmissao sinaptica. Assim, a andlise integrada da expresséo da proteina
Arc e da morfologia dendritica permite uma compreensdo mais abrangente
dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos nos processos de

aprendizagem e memoria (Yakout et al., 2020).

Apesar de alteragcdes na complexidade dendritica induzidas por
morfina e pelo contexto ambiental nas estruturas do circuito de recompensa
ja estarem bem descritas na literatura (Robinson; Kolb, 1999; Kobrin et al.,
2016; Spiga et al., 2005; Diana, 2006), ainda se sabe pouco sobre essas
alterac6es induzidas pelo fentanil — um opioide sintético com poténcia
estimada entre 50 a 100 vezes superior a da morfina —, que tem se tornado

um grave problema de saude publica nos ultimos anos (Han et al., 2019).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Dependéncia de Opioides, Sensibilizagdo Comportamental
3.1.1. Conceito de Dependéncia e Sensibilizacéo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
dependéncia quimica é definida como um "conjunto de fenémenos
comportamentais, cognitivos e fisioldgicos que se desenvolvem apds o0 uso
repetido de uma substancia". Essa condicdo envolve uma série de
mudancas no encéfalo e no comportamento do individuo, tornando
compulsiva a busca e o consumo da droga apesar das consequéncias
adversas. A dependéncia quimica é classificada como uma doenca cronica
e progressiva, ou seja, se desenvolve lentamente, piora ao longo do tempo
e pode perdurar por toda a vida. Além disso, € marcada por uma alta
propenséo a recaida, o que significa que mesmo apos periodos sem 0 uso

da substancia, a pessoa pode voltar ao uso da droga devido a compulsao



e a incapacidade de controlar o impulso, e por isso, é de dificil tratamento
(Hornberger e Chhatwal, 2021).

A dependéncia, embora possa se desenvolver em relacdo a
diferentes tipos de substancias, tem ganhado destaque, especialmente no
cenario norte americano, em torno do uso de opioides. Os Estados Unidos,
tém enfrentado uma grave crise de opioides, 0 uso dessas substancias,
especialmente o fentanil, uma das formas mais potentes, tem resultado em
um alarmante numero de overdoses no pais (Friedman e Shover, 2023.).
Os Estados Unidos registraram um numero recorde de mais de 106 mil
mortes por overdose, resultado tanto do uso de drogas ilicitas quanto de
opioides prescritos. Esse nimero marcou o pior indice ja observado na crise
de opioides e outras substancias no pais. (UNODC, 2021). Entre os
principais fatores que contribuiram para essa crise estdo a prescricao
excessiva de opioides por profissionais de salde, a falta de conscientizacao
sobre o0s riscos associados a essas substdncias e a crescente

disponibilidade de opioides ilicitos, como a heroina.
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Embora no Brasil ndo se observe um cenario semelhante a crise dos
Estados Unidos, o aumento no abuso dessas substancias e a dependéncia
decorrente desse uso sdo preocupacfes relevantes. De acordo com
(Piovezan et al. 2021), a literatura médica ainda apresenta poucas
informacgdes atualizadas sobre o uso de opioides no contexto brasileiro,
porém, o 4° Informe do Subsistema de Alerta Rapido sobre Drogas (SAR)
de Maio de 2023 informou que desde 2009, a Policia Federal registrou
diversas apreensdes, entre elas 990 frascos de Fentanest na operacao
"Batizado" em 2015 e a prisdo de envolvidos no desvio de fentanil de
hospitais para comercializagdo por traficantes em 2019, durante a
"Operacdo Ampulla”. Mais recentemente, em 2023, a Policia Civil do
Espirito Santo apreendeu 31 frascos, reforcando a preocupagdo com o0
desvio dessa substancia. Esse cenario de apreensdes e desvios de
opioides no Brasil levanta a necessidade de compreender 0s processos que

tornam essas substancias tdo desejadas e dificeis de abandonar.



Panorama da droga
Crescimento na demanda gera alerta entre especialistas

—— Oxicodona Formulagdes de Fentanil Formulagdes de Codeina

Prescrigtes de Fentanil e Oxicodona (milhées)

) 0 foi 0 aumento de
0.204 < 465 / prescricoes de opiaceos
0 de 2009 a 2015

0.15

Y
e

*Avenda de Fentanil
€ muito baixa no pais,
010 - Passando de 0,02

) para 0,05 prescrigbes
a cada 1000 pessoas

0.05- i

0l
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Fonte: Anvisa
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Public Health (AJPH) em abril de 2018.

Entre as diversas abordagens para compreender os mecanismos
subjacentes a esse problema, surge a teoria da formacdo de memorias
aberrantes ou mal adaptadas. Essa teoria sugere que a dependéncia
guimica pode, em parte, ser atribuida a alteracbes na formacdo e
consolidacdo de memdrias associadas ao uso de substancias (Diciano e
Everitt, 2004). Em condicbes normais, o cérebro humano é capaz de
aprender com as experiéncias, formando memorias que Sao essenciais
para a adaptagdo e sobrevivéncia. No entanto, quando se trata da
dependéncia quimica, esse processo pode ser desviado de maneira
prejudicial. A exposicao repetida a substancias psicoativas pode levar a
criacdo de memoérias mal adaptadas, que perpetuam o ciclo da
dependéncia (Hyman, Malenka, e Nestler, 2006).



Esse conceito esta intimamente relacionado a ideia de sensibilizac&o
comportamental, um fenbmeno que descreve como a exposicao repetida a
um estimulo pode intensificar a resposta comportamental a ele. No contexto
da dependéncia, a sensibilizacdo comportamental ocorre quando, apds o
uso repetido de uma droga, o individuo se torna cada vez mais sensivel aos
estimulos que se associam a droga ou ao seu consumo (Li et al.,2022). Em
ratos, a administracdo repetida de morfina leva a uma sensibilizagdo no
comportamento do animal, o que significa que, com o tempo, ele
desenvolve uma resposta mais intensa a mesma dose de morfina. Esse
aumento nas respostas comportamentais, como a atividade locomotora, &

um exemplo claro de sensibilizacdo comportamental (Dias et al., 2021).

3.1.2. Mecanismos Neuronais da Dependéncia em Opioides

A dependéncia em substancias esta correlacionada com alteragdes
generalizadas no encéfalo, sendo crucial destacar um dos sistemas neurais
fundamentais afetados pelas drogas de abuso: o circuito cortico-estriatal
limbico ou sistema de recompensa (Everitt et al., 2001). Este circuito
desempenha um papel essencial na regulacédo da motivacao, recompensa,
aprendizagem e memodria, e é altamente conservado entre diversas
espécies, abrangendo humanos, primatas e roedores. A pesquisa que
investiga os circuitos neurais relacionados a dependéncia frequentemente
utiliza modelos de roedores, oferecendo resultados valiosos nesse campo
(Milton e Everitt, 2012).

O sistema de recompensa desempenha um papel crucial na
formacgéo de memorias associadas ao prazer. Quando um individuo realiza
atividades que sdo percebidas como gratificantes, como comer, socializar,
ou alcancar metas pessoais, ocorre uma liberagdo de dopamina no nucleo
accumbens. Essa liberacdo de dopamina cria uma sensacao de prazer e
recompensa, motivando o individuo a repetir o comportamento que levou a
essa experiéncia positiva (Somalwar et al., 2018). A dopamina € um
neurotransmissor endoégeno que pertence a familia das catecolaminas. Sua
sintese ocorre tanto na substancia nigra quanto na area tegmental ventral

(VTA. O sistema dopaminérgico compreende pelo menos cinco tipos de
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receptores, conhecidos como D1, D2, D3, D4 e D5. Os receptores D1 estao
envolvidos na mediacdo dos efeitos reforcadores da dopamina, enquanto
0s receptores D2 estdo associados ao controle da motivacao e da busca
por recompensas. A dopamina desempenha um papel fundamental no
controle de diversas funcdes cerebrais, incluindo cognicdo, humor,

aprendizado, memoria e regulacdo emocional (Matsumoto et al., 2005).

Existem vérios tipos de receptores opioides no encéfalo, incluindo os
receptores y (mu), & (delta) e k (kappa). Os receptores p-opioides sdo os
principais alvos dos opioides exdgenos e endogenos (produzidos pelo
corpo). Quando os opioides se ligam aos receptores p-opioides em
neurdnios, inibe a liberagdo de neurotransmissores, incluindo a glicina e
GABA, levando a um aumento da dopamina circulante no sistema nervoso
central (Yamakage e Namiki, 2002). Quando uma substancia quimica é
introduzida no organismo, especialmente aguelas que estimulam o sistema
de recompensa, o0 cérebro associa a experiéncia a sensa¢fes agradaveis.
Essas associacdes podem ser tdo intensas que o cérebro passa a priorizar
a busca por essas substancias em detrimento de outras atividades
essenciais. A exposicao repetida a substancias psicoativas pode alterar a
estrutura e a funcao cerebral, resultando em comportamentos compulsivos.
A aprendizagem associativa € um conceito-chave nessa teoria. Quando
uma pessoa consome uma substancia que causa prazer (como os opioides
mencionados anteriormente), o cérebro associa a experiéncia do uso da
substancia com sentimentos de recompensa e prazer (Feltenstein e See,
2013).

3.1.3. Areas do Circuito de Recompensa

O circuito de recompensa € composto por uma rede de estruturas
encefalicas interconectadas que regulam a motivacdo, o aprendizado
associativo, a tomada de decisdo e o0 comportamento dirigido a
recompensa. Esse sistema tem como base a via mesocorticolimbica
dopaminérgica, que se origina na area tegmental ventral (VTA) e projeta-se
para regides como o nucleo accumbens (NAc), cortex pré-frontal medial

(CPF), amigdala basolateral (BLA), hipotalamo lateral (LH) e hipocampo. A
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integracdo funcional dessas estruturas esta diretamente envolvida nos
efeitos neurobiologicos das drogas de abuso, inclusive no desenvolvimento
da dependéncia quimica (Steketee, 2003; Baik, 2013).

A VTA exerce papel central na modulacdo da atividade
dopaminérgica no sistema de recompensa. A ativacdo dos neurdnios
dopaminérgicos da VTA por opioides, como o fentanil, promove a
desinibicdo desses neurdnios via inibicdo de interneurbnios GABAErgicos,
resultando em aumento da liberacdo de dopamina no NAc e em outras
regides-alvo (DU et al., 2021). Tal mecanismo esta associado a ativacao
reforcadora da droga e ao reforco de comportamentos relacionados a sua
busca e consumo (Feltenstein e See, 2013).

O NAc é uma estrutura-chave na avaliacéo de estimulos prazerosos
e no direcionamento da motivacdo. Em condicdes fisiologicas, participa da
regulacdo de comportamentos voltados a obtencdo de recompensas
naturais (Castro e Buchas, 2019). No entanto, no contexto da dependéncia,
0 uso repetido de opioides promove uma hipersensibilizacdo do NAc a
estimulos associados a droga, intensificando a liberacdo dopaminérgica e
favorecendo o comportamento compulsivo de busca (Liu et al., 2021). A
alteracdo da comunicacédo funcional entre o NAc e o CPF compromete a

capacidade de autocontrole e avaliacdo de consequéncias.

O CPF é responsavel por funcdes executivas, como tomada de
deciséao, controle inibitorio e planejamento. Em cérebros dependentes, sua
atividade é prejudicada, o que reduz a capacidade de resistir a busca
compulsiva pela droga e intensifica a vulnerabilidade a recaida (Goldstein
e Volkow, 2011; Koob ep Volkow, 2016). Além disso, a exposicdo a opioides
induz alteragBes na expressao de proteinas relacionadas a plasticidade
singptica no CPF, como a Arc, indicando seu envolvimento na consolidacao

de memodrias associativas a droga (Li et al., 2013).

A BLA contribui significativamente para a codificagdo emocional de
memarias associadas ao uso de substancias. Ela participa da formacgéao de
associacOes entre estimulos ambientais e os efeitos reforcadores da droga,
influenciando o comportamento de busca e o risco de recaida (Feltenstein

e See, 2008). Estudos demonstram que a BLA apresenta aumento na
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expressdo de proteinas relacionadas a plasticidade, como a Arc, apés

exposicao a opioides (Wang et al., 2019).

O hipocampo, especialmente sua por¢cdo CA1l dorsal, é essencial na
formacédo de memadrias contextuais associadas a experiéncia com a droga.
Suas projecdes glutamatérgicas para a concha do NAc séo criticas na
modulacdo do comportamento de busca por substancias (Portugal et al.,
2014; Britt et al., 2012). A inativacdo seletiva dessas vias reduz a
reinstalacdo do comportamento induzido por contexto, evidenciando seu

papel ha memoria associativa da dependéncia (Dias et al., 2021).

O LH, embora tradicionalmente relacionado a regulacéo da ingestéao
alimentar e da sede, esta envolvido em aspectos motivacionais e no
comportamento dirigido a recompensa. Ele recebe proje¢cdes do CPF, BLA
e hipocampo, e se conecta a VTA e ao NAc, influenciando a motivagéo para
buscar a droga (Berthoud, 2002; Nieh et al., 2016). Além disso, héa
evidéncias de que opioides modulam a expressdo de proteinas como Arc
no LH, contribuindo para alteracdes neuroadaptativas envolvidas na
dependéncia (Yakout et al., 2020).
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Figura 3. Fungéo do circuito de recompensa, cérebro saudavel versus no contexto

da dependéncia.

3.2. Proteina Associada ao Citoesqueleto Regulada por
Atividade (ARC)

A proteina Arc € um produto do gene precoce imediato (IEG)
expressa em neurdnios em resposta a atividade neural (Yakout et al., 2020).
Seu papel principal esta vinculado a regulacao da plasticidade sinaptica. A
Arc € uma molécula essencial em processos sinapticos associados a
formacdo e consolidagcdo da memoéria de longo prazo (Bramham et al.,
2010). Durante eventos de aprendizado, a expressao da Arc € induzida,
destacando seu papel como marcador molecular para a atividade sinaptica.
Uma das contribui¢cdes proeminentes da Arc é sua influéncia na organizagéo
do citoesqueleto neuronal. Ela desempenha um papel ativo na modulacao
da morfologia sinaptica, impactando a estrutura e a estabilidade das
conexdes entre neurdnios (Nikolaienko et al., 2017).

A plasticidade sinaptica refere-se a capacidade das sinapses, as
conexdes entre os neurdnios, de se modificar em resposta a atividade

neural. E um fenémeno essencial para o funcionamento do sistema
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nervoso, desempenhando um papel fundamental em processos como
aprendizagem e memoria. Existem dois tipos principais de plasticidade
sinptica: a potenciacdo de longa duracdo (LTP) e a depressédo de longa
duracdo (LTD) (Tzingounis e Nicoll, 2006). A plasticidade sinaptica,
especialmente a LTP, desempenha um papel critico na formacdo e
consolidagcéo da aprendizagem e memoéria no sistema nervoso. Durante a
aprendizagem, a exposicdo a estimulos relevantes ou a tarefas
desafiadoras pode levar a inducdo de LTP em sinapses especificas. Esse

fortalecimento sinaptico esta associado a aquisicdo de novas informacdes.

Apbés a aprendizagem, a consolidacdo da memdria envolve a
estabilizacdo de mudancas sindpticas induzidas pela LTP. Sinapses
fortalecidas pela plasticidade sinaptica proporcionam uma base fisica para
a retencdo de informacdes. A manutencdo dessas alteracfes sinapticas
sustenta a memoria ao longo do tempo. A proteina Arc desempenha um
papel essencial na formacdo da memoria de longo prazo, influenciando

diversas formas de plasticidade sinaptica. (Korb e Finkbeiner, 2011).

O circuito mesocorticolimbico desempenha um papel crucial na
regulacao de processos motivacionais, recompensa e emog¢ao no encéfalo.
A proteina Arc € um componente importante neste circuito, influenciando a
resposta a estimulos de recompensa (Yakout et al.,, 2020). A atividade
neuronal nesse circuito € influenciada por uma variedade de sinais,
incluindo estimulos ambientais e neuromoduladores como a dopamina.
Estudos indicam que a expressao da proteina Arc é regulada por atividades
sinapticas e estimulos de recompensa nesse contexto. Por exemplo, a
exposicdo a drogas de abuso, como a heroina ou a morfina, induz a
expressao rapida da Arc em areas do circuito mesocorticolimbico, como o
NAc e o CPF (Li et al., 2013).

Quando os opioides interagem com 0s receptores opioides no
encéfalo, especialmente os receptores p-opioides, eles ativam vias de
sinalizacao intracelular. Essas vias podem incluir a ativacéo de proteinas G
e a modulacao da liberagao de neurotransmissores, incluindo a dopamina.
A dopamina pode influenciar a expressdo génica em neurdbnios

dopaminérgicos e em neurdnios pds-sinapticos que expressam receptores
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de dopamina (Yamakage e Namiki, 2002). A ativacdo desses receptores
pode desencadear a fosforilagdo de fatores de transcricdo, regulando a
transcricdo de genes especificos, incluindo genes associados a plasticidade
singptica. Estudos sugerem que a expressdo da Arc € aumentada em
situacOes de alta atividade neuronal, como a estimulacdo dopaminérgica.
Isso pode ocorrer por meio da ativacdo de fatores de transcricdo que

regulam diretamente o gene ARC (Zhou et al., 2022).

A Arc é encontrada predominantemente no sistema nervoso central,
especialmente em regides do encéfalo relacionadas a memoria e ao
aprendizado, como o hipocampo, o cértex pré-frontal medial e a amigdala.
Ela € expressa em neurdnios e transportada para locais especificos dentro
da célula, como dendritos e espinhas dendriticas, onde exerce suas
funcdes de modulacdo da plasticidade sinaptica (Li et al., 2013). Uma
caracteristica Unica da proteina Arc € sua semelhanca funcional com
retrovirus, formando estruturas semelhantes a capsideos capazes de
transferir material genético entre neurbnios. Isso sugere que, além de
regular a plasticidade sinaptica, a Arc desempenha um papel na
comunicacéo intercelular, ampliando sua relevancia para processos neurais

mais amplos ( Mabb e Ehlers, 2017).

Pesquisas recentes tém investigado a relacéo entre a proteina Arc e
os efeitos dos opioides no cérebro (Lv, Han e Cui, 2011; Khalifa et al., 2024).
Os opioides sdo conhecidos por alterar a plasticidade sinaptica e a
expressdo de Arc em regides cerebrais criticas, como o nucleo accumbens
e o hipocampo, influenciando diretamente os circuitos de recompensa e
memodria associados ao comportamento de busca por drogas. Essas
alteracbes desempenham um papel central nos mecanismos de

dependéncia.

3.3. Preferéncia Condicionada de Lugar

A preferéncia condicionada de lugar (PCL) € um fendmeno
comportamental comumente observado em animais, onde a exposi¢ao a
estimulos positivos ou negativos em um local especifico leva ao
desenvolvimento de uma preferéncia por esse local. Este tipo de

aprendizado esta associado a processos de condicionamento classico e



16

envolve a formacéo de associacdes entre o local e as consequéncias das
experiéncias (Napier, Herrold e De Wit, 2013) Em experimentos tipicos que
exploram a preferéncia condicionada de lugar, um organismo, como um
rato, € colocado em um ambiente onde recebe uma recompensa (como
comida) ou um estimulo aversivo (como um choque elétrico). Ao longo do
tempo, o animal associa esse estimulo com o local especifico em que

ocorreu. Como resultado, ele desenvolve uma preferéncia ou evitagao por

esse lugar, dependendo da natureza do estimulo (Voigt et al., 2011)

Figura 4. Aparato de preferéncia condicionada por lugar composto por trés
compartimentos: dois laterais distintos onde sdo feitas as associagbes entre
ambiente e estimulo (droga ou salina), e um compartimento central neutro, que
permite o acesso livre entre os lados durante o teste. A preferéncia é avaliada pelo

tempo que o animal passa em cada compartimento.

A PCL em contextos relacionados a dependéncia quimica refere-se
a associacao entre ambientes especificos e o consumo de substancias
psicoativas. Essa relacéo é particularmente evidente em pesquisas sobre 0
condicionamento ambiental e seus impactos no comportamento de busca
de drogas. O condicionamento classico desempenha um papel crucial

nesse processo, onde um estimulo neutro, como o ambiente, torna-se
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associado a um estimulo incondicionado, como os efeitos da droga (Albino,
2014). Essa repetida exposicao pode resultar na formacéo de preferéncias
condicionadas por lugar, onde o ambiente especifico esta vinculado aos
efeitos psicoativos da substancia (Voigt et al., 2011). Comportamentos
relacionados a drogas podem ser desencadeados e perpetuados por
estimulos associados aos efeitos de uma substancia. Na auséncia da
propria droga, esses estimulos séo capazes de sustentar e reavivar a busca
pelo comportamento de uso de drogas em experimentos com ratos (Mueller,
Perdikaris ep Stewart, 2002). A Preferéncia Condicionada de Lugar em
ratos é uma metodologia experimental amplamente utilizada em estudos
neurocomportamentais para avaliar a relacdo entre a exposicdo a
substancias, como drogas de abuso, e as preferéncias condicionadas

associadas a ambientes especificos (Tzschentke,1995).

Estudos investigaram os efeitos da exposi¢cado prolongada a morfina
e outros estimulos considerados naturais, como comida, na formacéo de
preferéncia condicionada por lugar em ratos. Os resultados demonstraram
uma associacao entre o ambiente experimental e os efeitos reforcadores da
morfina que conseguem suprimir os outros estimulos, indicando a formacgéo
de preferéncia condicionada por lugar em resposta a exposi¢ao cronica a

esse opioide (Piccin et al., 2022).

Os experimentos de PCL ajudam a mapear os circuitos cerebrais e
0S mecanismos neurobiolégicos subjacentes ao desenvolvimento de
preferéncias condicionadas, contribuindo para a compreensao do vicio e
comportamento associado a substancias psicoativas. Esse paradigma
fornece um modelo comportamental valioso para estudar a relacdo entre
ambientes, experiéncias e resposta a substancias, sendo util para explorar

novos tratamentos e estratégias preventivas (Finlay et.al.,1988).

3.4. Fentanil

O fentanil, um opioide sintético, foi desenvolvido na década de 1960
por Paul Janssen como uma alternativa a morfina. Destacando-se por sua
poténcia cerca de 50 a 100 vezes maior que a morfina, ele oferece alivio
analgésico eficaz em doses relativamente baixas. Apesar de sua utilidade

clinica, o fentanil esta associado a sérios riscos. Sua elevada poténcia
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aumenta consideravelmente o perigo de overdose e a mistura de fentanil
com outras drogas, especialmente em substancias ilicitas, apresenta sérios
riscos a saude publica. A pratica de adulterar drogas com fentanil tem
contribuido significativamente para a crise de overdose de opioides (Han et
al., 2019).

O fentanil é classificado como um agonista opioide sintético e
lipofilico, pertencente a classe quimica da fenilpiperidina, diferentemente da
morfina, que € um alcaloide natural extraido da papoula do épio. Além disso,
€ interessante observar que a meia-vida de eliminacdo/depuracdo €
comparavel entre fentanil e morfina, com uma t1/2 de 2-4 horas para o
fentanil e 2 horas para a morfina (Comer e Cabhill, 2019). O fentanil é
associado a efeitos recompensadores, indicando um potencial de abuso. A
utilizacdo repetida dessa substancia conduz a progressiva tolerancia e
dependéncia. Os tratamentos disponiveis para a dependéncia de fentanil,
como a terapia medicamentosa com agonistas parciais ou antagonistas
opioides, podem ajudar a reduzir os sintomas de abstinéncia e os desejos,

mas ainda ha limitac6es em sua eficacia (Kuczynska, et al., 2018).

O principal alvo molecular do fentanil € o receptor opioide mu (MOR)
gue estdo acoplados a proteina G. Esses receptores, abundantemente
distribuidos no sistema nervoso central, desempenham um papel crucial na
regulacao da dor. Quando o fentanil se liga aos receptores mu, a proteina
G é ativada e, por sua vez, inibe a adenilato ciclase (AC) uma enzima que
converte o trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato de adenosina
ciclico (cCAMP). A reducéo na atividade da AC leva a uma diminuicdo nos
niveis intracelulares de cAMP, e com isso a reducdo da atividade da
proteina quinase A (PKA). A inibicdo da PKA interfere em processos como
a regulacdo do metabolismo, transducao de sinal, regulacdo da expressao

génica e modulacado da funcao celular (Trescot et al., 2008).

Além disso, afeta diretamente os canais iGnicos na membrana
neuronal. Os canais de potassio dependentes de voltagem (KV) séo
abertos, resultando na saida de ions potassio (K+) da célula e
hiperpolarizagdo da membrana. Por outro lado, os canais de calcio
dependentes de voltagem (CaV) sao fechados, reduzindo a entrada de ions
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célcio (Ca2+). (Comer e Cabhill, 2018; Vearrier e Grundmann, 2021). Os ions
célcio desempenham um papel crucial na fusdo das vesiculas sinapticas
com a membrana celular e na liberacdo do contetdo das vesiculas para a
fenda sinaptica. Portanto, a diminuicdo na entrada de calcio reduz a
liberacdo de neurotransmissores como 0 acido gama-aminobutirico
(GABA). Como resultado, a atividade neuronal é suprimida, levando aos
efeitos farmacoldgicos desejados do fentanil, incluindo analgesia e
sedacdo. Essa acéo ocorre em neurdnios das vias nociceptivas situadas na
medula espinal dorsal, onde ocorre a modulag&o da dor antes que os sinais

sejam transmitidos ao cérebro (Zhuang et al.,

2022).

1
Opioid agonist / /
O

Opioid receptor

Ca. channel

Decreased release
of neurotransmitter

Figura 5. Esquema do mecanismo de acéo de opioides. Os opioides ligam-se 0s
receptores [, kK € d (1), ativando proteinas G inibitérias (Gi/o), que irdo reduzir a
atividade da adenilato ciclase e diminui os niveis de AMPc (2 e fechar canais de
calcio (2), reduzindo a liberacdo de neurotransmissores, e abrir de canais de
potéssio (4), causando hiperpolarizacdo neuronal. O efeito final é a inibicdo da

transmissdo nociceptiva e a analgesia. Fonte: Opioid Receptors. Chapter:
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Essential pharmacology: Opioid Analgesics And Antagonists.

www.pharmacy180.com/article/opioid-receptors-1170

Com a inibicdo da atividade dos neurbnios que liberam GABA, o0s
neurdnios dopaminérgicos sdo liberados da inibicdo e tornam-se mais
ativos. Esses interneurbnios GABAérgicos estdo localizados
predominantemente na regido da area tegmental rostromediana
(Rostromedial Tegmental Area — RMTQ), que exerce controle inibitorio
sobre os neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA),
situada no mesencéfalo. A agéo do fentanil sobre os receptores p-opioides
nessas regides inibe a liberacdo de GABA, promovendo a desinibicdo dos
neurdnios dopaminérgicos do VTA. Como consequéncia, ocorre uma maior
liberacdo de dopamina em regides do encéfalo associadas a recompensa
e motivacdo, como o ndcleo accumbens e o cortex pré-frontal medial. O
aumento da dopamina em resposta ao uso de fentanil leva o encéfalo a
associar a droga com sensacfes de prazer e recompensa, favorecendo o
desenvolvimento de comportamentos de busca e consumo da substancia,
e contribuindo para o estabelecimento da dependéncia (Du et al., 2021;
Feltenstein e See, 2013).
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Figura 6: A acdo do fentanil sobre receptores u-opioides na RMTg inibe a
liberacdo de GABA, desinibindo os neurbnios dopaminérgicos da VTA. Isso
aumenta a liberagdo de dopamina em areas como o nucleo accumbens e o cortex
pré-frontal medial, promovendo sensacdes de recompensa e contribuindo para o
desenvolvimento da dependéncia. Fonte: Ineffective VTA Disinhibition in
Protracted Opiate Withdrawal, Michel Barrot- 2015 MODIFICADA

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais
e Investigar o efeito do fentanil nas doses de 10ug/kg e 20ug/kg nos
processos de sensibilizacdo comportamental e condicionamento, e
as possiveis alteragcbes neuroplasticas decorrentes dessas

aprendizagens.

4.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos recompensadores do fentanil nas doses de usando
o0 modelo de Preferéncia Condicionada por Lugar (PCL).

e Verificar o desenvolvimento de sensibilizagdo locomotora.

e Avaliar as alteracbes na expressdo da proteina Arc nas regides
ligadas ao circuito de recompensa: CPF, NAc, HL, BLA, VTA e dCA1.

5. METODOLOGIA
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5.1. Sujeitos

Foram utilizados 125 ratos machos, albinos, Wistar, pesando entre
200-300g, oriundos do Biotério Central da UENF, Campos Dos Goytacazes,
RJ. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de plastico com
acesso livre a comida e agua. As gaiolas estardo em uma sala do setor de
Farmacologia do Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal (LMPA),
com umidade e temperatura controlada (22 = 2.0°C), e com ciclo de luz claro
e escuro de 12 em 12 horas. O experimento foi conduzido na fase clara,
horario entre 09:00 e 14:00 horas. Os animais foram manipulados
individualmente, pelo tempo de 5 minutos durante 7 dias antes do inicio do
procedimento experimental. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
UENF (CEUA-UENF/Protocolo 461).

5.2. Farmaco

Fentanil (FEN) nas doses de 10 e 20 ug/kg por via subcutanea (s.c.),
(Cristélia, Brasil) adquirida pelo Hospital Veterinario da UENF. A solugéo
salina 0,9% foi usada como veiculo (VEI) num volume de administracéo

de 1ml/kg por s.c.

5.3. Ambiente Experimental

O experimento de campo aberto foi desenvolvido em quatro salas
experimentais contendo iluminacao vermelha, temperatura controlada (22 +
2,0 °C) e 0 som de um ventilador ligado como ruido de fundo. Em cada sala
conteve uma arena quadrada medindo 60x60x45cm, com assoalho e
paredes pintados na cor preta. Para o0 registro do comportamento
locomotor, foram utilizadas cameras posicionadas 60 cm acima da arena
experimental. As cameras foram acopladas a um computador PC
compativel, contendo o programa que fez a analise de imagens EthoVision,
0 qual estava localizado fora das salas de experimento, esse sistema

guantificou a atividade locomotora em distancia percorrida (m).

Para o teste de preferéncia condicionada por lugar (PCL) foram
usadas caixas de acrilico (Bonther Equipamentos), constituida de 3
compartimentos: um compartimento central menor (60 X 10 X 45 cm) com
paredes na cor cinza claro e assoalho em chapa inox polido e dois
compartimentos maiores (60 X 30 X 45 cm), sendo um compartimento com



23

paredes listradas em branco e preto horizontais e assoalho em chapa de
aco inox com furos redondos de 15 mm e o outro compartimento com
paredes listradas em branco e preto verticais, com assoalho em barras de
aco inox espacadas em 8 mm. Do compartimento central, pode-se ter
acesso aos dois compartimentos maiores através de portas tipo guilhotina.
As caixas estardo em uma sala (3 x 2 m) com iluminacdo vermelha,
temperatura 22 + 2°C e um sistema de ruido de fundo. Uma cémera foi
posicionada 60 cm acima das caixas e a camera estava acoplada a um
computador PC compativel para os registros dos comportamentos a fim de

analise posterior através do sistema EthoVision.

5.4. Procedimento Experimental

5.4.1. Experimento 1: Efeito do tratamento com fentanil na arena
experimental no desenvolvimento da locomocao sensibilizada e na

proteina Arc.
5.4.1.1. Experimento 1A- 6 dias de tratamento 30 minutos

Esse experimento foi constituido das seguintes fases

comportamentais:
a) Fase de habituacgéo (1°-3° dias)

Os animais receberam salina (s.c.) e foram colocados imediatamente
na arena experimental por 30 minutos por 3 dias consecutivos, sendo a
atividade locomotora registrada. Esta fase teve como objetivo habituar os
animais ao ambiente experimental e também para que no final da fase os

animais apresentassem locomocao equivalentes.
b) Fase de tratamento farmacoldgico (4°-9° dias)

Os animais receberam os tratamentos farmacolégicos e foram
colocados imediatamente na arena para o0 registro de sua atividade
locomotora por trinta minutos. Os animais foram divididos aleatoriamente

nos seguintes grupos:

o Veiculo (VEI; n=6) - Os animais receberam salina e foram
colocados na arena experimental por 30 minutos, sendo a locomocao

registrada.
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o Fentanil 10ug/kg (FEN-10; n=6) - Os animais receberam
fentanil 10 ug/kg e foram colocados na arena experimental por 30 minutos.
o Fentanil 20ug/kg (FEN-20 n=6) - Os animais receberam
fentanil 0,2 mg/kg e foram colocados na arena experimental por 30 minutos.

5.4.1.2. Experimento 1B- 1 dia de tratamento 30 minutos

a) Fase de habituacéo (1°-3° dias)

Os animais receberam salina (s.c.) e foram colocados imediatamente
na arena experimental por 30 minutos por 3 dias consecutivos, sendo a
atividade locomotora registrada. Esta fase teve como objetivo habituar os
animais ao ambiente experimental e também para que no final da fase os

animais apresentassem locomocao equivalentes.
b) Fase de tratamento farmacolégico (4° dia)

o Veiculo (VEI; n=6) - Os animais receberam salina e foram
colocados na arena experimental por 30 minutos, sendo a locomocao
registrada.

o Fentanil 10ug/kg (FEN-10; n=6) - Os animais receberam
fentanil 10 ug/kg e foram colocados na arena experimental por 30 minutos.

o Fentanil 20ug/kg (FEN-20 n=6) - Os animais receberam

fentanil 0,2 mg/kg e foram colocados na arena experimental por 30 minutos.

5.4.1.3. Experimento 1C- 6 dias de tratamento 5 minutos

a) Fase de habituacéo (1°-3° dias)

Os animais receberam salina (s.c.) e foram colocados imediatamente
na arena experimental por 30 minutos por 3 dias consecutivos, sendo a
atividade locomotora registrada. Esta fase teve como objetivo habituar os

animais ao ambiente experimental e também para que no final da fase os

animais apresentassem locomocao equivalentes.

b) Fase de tratamento farmacolégico (4°-9° dias)
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o Veiculo (VEI; n=6) - Os animais receberam salina e foram
colocados na arena experimental por 5 minutos, sendo a locomocao
registrada.

o Fentanil 10ug/kg (FEN-10; n=6) - Os animais receberam
fentanil 10 ug/kg e foram colocados na arena experimental por 5 minutos.

o Fentanil 20ug/kg (FEN-20 n=6) - Os animais receberam
fentanil 0,2 mg/kg e foram colocados na arena experimental por 5Sminutos.

5.4.1.4 Experimento 1D- 1 dia de tratamento 5 minutos

a) Fase de habituacgéo (1°-3° dias)

Os animais receberam salina (s.c.) e foram colocados imediatamente
na arena experimental por 30 minutos por 3 dias consecutivos, sendo a
atividade locomotora registrada. Esta fase teve como objetivo habituar os
animais ao ambiente experimental e também para que no final da fase os

animais apresentassem locomocao equivalentes.
b) Fase de tratamento farmacoldgico (4° dia)

o Veiculo (VEI; n=6) - Os animais receberam salina e foram
colocados na arena experimental por 5 minutos, sendo a locomocao
registrada.

o Fentanil 10ug/kg (FEN-10; n=6) - Os animais receberam
fentanil 10 ug/kg e foram colocados na arena experimental por 5 minutos.

o Fentanil 20ug/kg (FEN-20 n=6) - Os animais receberam
fentanil 0,2 mg/kg e foram colocados na arena experimental por 5 minutos.
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Figura 7. Esquematizacdo da metodologia do experimento 1 (1A-1D).

5.4.2. Experimento 2: Efeito do tratamento com fentanil na

expressao da locomocéo condicionada e na proteina Arc.
5.4.2.1 Experimento 2A- 10 dias

Foi utilizado o modelo de preferéncia condicionada por lugar para
medir a memoria decorrente do efeito de recompensa (“memoria de
recompensa”) produzida pelo fentanil durante a fase de condicionamento.
Além disso, foi verificado os efeitos da expressao proteica relacionada a Arc
produzida pelo fentanil em regifes encefélicas relevantes. O protocolo foi
constituido de:

a) Pré-condicionamento (1 dia)
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Os animais foram colocados no compartimento central da caixa com
as portas tipo guilhotina abertas e, assim permitindo o acesso livre aos
outros dois compartimentos. A sesséo teve a duracdo de 15 minutos e foi
guantificado o tempo (minutos) de permanéncia em cada compartimento.
Além de permitir a familiarizagdo do animal ao ambiente experimental, esse
periodo dissipou alguma preferéncia, caso exista, do animal por algum
compartimento e, assim foi utilizado o protocolo “unbiased”. Entretanto, os
ratos que permanecerem mais de 60% (540 s) do tempo total (900 s) em
gualquer um dos compartimentos foram eliminados do estudo (Yang et al.,
2021).

b) Condicionamento (8 dias)

Os animais foram designados de forma aleatéria e contrabalancada
para receber os tratamentos farmacoldgicos. Para isso, as portas de
entrada aos compartimentos estiveram fechadas de modo que cada animal
teve acesso e permaneceu somente no compartimento em que foi
colocado. Os animais dos grupos fentanil receberam os tratamentos (s.c.)
e foram colocados imediatamente em um dos compartimentos maiores
onde permaneceram por 30 minutos. No dia seguinte, 0s animais
receberam veiculo e foram colocados no compartimento oposto ao do dia
anterior. Assim, em um dia o animal recebeu fentanil em um compartimento
e no dia seguinte recebeu veiculo no outro compartimento, tornando
alternados os dias de administracdo da droga e a ocupacdo nos
compartimentos. O grupo veiculo recebeu veiculo nos dois compartimentos.
Essa fase permitiu o estabelecimento de uma associacdo entre o
compartimento e os efeitos do fentanil, estabelecendo um aprendizado
entre o estimulo incondicionado (efeito do fentanil) e o estimulo

condicionado (compartimento da caixa).
Os grupos experimentais serdo os seguintes:

o Veiculo (VEI; n=5): os animais receberam veiculo (s.c.) e
foram colocados alternadamente nos dois compartimentos da caixa por 30
minutos.

o Fentanil 10 ug/kg (FEN-10; n=6): nos dias 4, 6, 8 e 10 os

animais receberam fentanil 10 ug/kg (s.c.) e foram colocados em um dos
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compartimentos da caixa por 30 minutos. Nos dias 5, 7, 9 e 11 os animais
receberam veiculo (s.c.) e foram colocados no outro compartimento da
caixa por 30 minutos.

o Fentanil 20 ug/kg (FEN-20; n=6): nos dias 4, 6, 8 e 10 os
animais receberam fentanil 20 ug/kg (s.c.) e foram colocados em um dos
compartimentos da caixa e nos dias 5, 7, 9 e 11 receberam veiculo (s.c.) e

foram colocados no outro compartimento.
c) Teste de Preferéncia Condicionada ao Lugar (1 dia)

Vinte e quatro horas apés o término da fase de condicionamento, os
animais foram colocados no compartimento central da caixa sem receber
nenhum tratamento farmacolégico. As portas guilhotinas estiveram
levantadas com acesso livre a toda caixa por 15 minutos. Foi quantificado
0 tempo, em minutos, que o0 animal permaneceu em cada compartimento.
Foi possivel verificar se foi estabelecida uma associacao entre os efeitos da
droga e o compartimento no qual os efeitos do fentanil foram manifestados,
criando uma preferéncia por este ambiente e, consequentemente,
resultando numa preferéncia condicionada ao lugar. A preferéncia foi
determinada pelo tempo gasto no compartimento associado com o fentanil

menos o0 tempo no compartimento associado com o veiculo.

5.4.2.2. Experimento 2B- 1 dia

a) Pré-condicionamento (1 dia)

Os animais foram colocados no compartimento central da caixa com
as portas tipo guilhotina abertas e, assim permitindo o acesso livre aos
outros dois compartimentos. A sessao teve a duracdo de 15 minutos e foi
guantificado o tempo (minutos) de permanéncia em cada compartimento.
Mesmo procedimento utilizado no Pré- Condicionamento do experimento

2A. Os animais foram perfundidos 2 horas apds a sesséo.

Em todos os experimentos, apds 2 horas a sessao final, seja arena
ou o teste de preferéncia condicionada por lugar, os animais foram
eutanasiados e se procedeu a metodologia de imunoistoquimica para a

deteccdo da expressao da proteina ARC.
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Figura 8. Esquematizacdo do experimento 2 (2A-2B).

5.5. Analise da Proteina Arc

5.5.1. Imunoistoquimica

Duas horas ap0s a Ultima sessdo experimental, os animais foram

eutanasiados com carbamato de etila por via intraperitoneal (IP) 3000

mg/kg perfundidos transcardiacamente com solug¢édo salina (NaCl 0.9%)

seguido de formol (paraformoldeido 4%) por 30 minutos. Imediatamente

apos a perfusdo, os ratos foram decapitados e os encéfalos retirados. Os

encéfalos foram colocados em tubos com formol

refrigeracao de 2-8°C por um periodo de 12 horas.

e mantidos sob
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Apos esse periodo, os encéfalos foram mantidos sob refrigeracao em
solucdo de Sacarose 20% por 48 horas para crioprotecdo. Entdo, os
encéfalos foram imersos e crioprotegidos com uma solucdo de glicois e
resinas hidrosoluveis, Tissue Plus O.C.T. ® (Fisher HealthCare®, USA). Em
seguida congelados em nitrogénio liquido e posteriormente cortados em um

criostato (Leica) mantido a temperatura de -27° C.

Os cortes foram realizados com espessura de 30 um e recolhidos 4
cortes em sequéncia para cada estrutura encefalica. As areas de interesse
foram: nucleo accumbens (core e shell aproximadamente +1.70 mm de
Bregma), Cértex pré-frontal medial (+2,70 mm de Bregma), Hipotalamo
Lateral ( -1,80 mm de Bregma), Amigdala Basolateral (-2,80 mm de
Bregma), Hipocampo CAL1 dorsal (-3,60 mm de Bregma) e area tegmental
ventral (-5,60 mm de Bregma) (Paxinos e Watson, 2007). Os cortes séo
fixados em laminas gelatinizadas. Depois, os cortes foram lavados com
solugcéo de PBS 10mM por 3 vezes, sob agitacédo, durante 30 minutos no
total. Apés a lavagem, foram incubados a 22°C com solucéao 3% de peréxido
de hidrogénio diluido em PBS 10mM. Na sequéncia, incubados durante 2
horas a 22°C com solugédo tampao bloqueio (soro normal de cabra 3% e
0,25% de Triton X-100 diluidos em PBS 10mM).

Apods, os cortes foram incubados por 12 horas a 2 com anticorpo
primario anti- Arc (mouse anti-Arc antibody, 1:500 dilution in 10 % normal
goat sérum; sc-166461, Santa Cruz Biotechology, Inc; Santa Cruz, CA)
diluido na solucdo tampéao de bloqueio (Li et al., 2009). Apéds, lavados com
PBS 10mM por 3 vezes com duracdo de 10 minutos cada lavagem. Os
cortes foram incubados a 22°C por 2 horas com solugéo contendo anticorpo
secundario biotinilado de coelho anti-lIgG (BA1000 Vector Laboratories®,
Burlingame, CA, USA), em uma solugéo de 1:100 contendo soro normal de
cabra 1% e 0,25% de triton X-100 diluida em PBS 10Mm. Apds esse tempo,
os cortes foram lavados novamente com solucdo de PBS 10mM por 3 vezes
de 10 minutos. Em seguida, os cortes foram processados com kit padréao
Vectastain® ABC Elite® (Vector Laboratories®, Burlingame, CA, USA).
Apos, foram lavados com PBS 10 mM por 3 vezes durante 10 minutos cada.
Em seguida, os cortes foram incubados com DAB (SK-4100, Vector
Laboratories®, Burlingame, CA, USA) a 22°C por 5 minutos.
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5.5.2. Contra-coloracao:

Depois do processo de revelagdo com imunoistoquimica os cortes
foram submetidos a lavagem com &gua corrente durante 7 minutos. Logo
apos, foi feita a coloracdo com Hematoxilina de Harris a 0,5% durante 30
segundos, seguida de lavagem com agua corrente por 3 minutos. Foi feita,
apo6s a lavagem, a desidratacdo com Alcool Etilico a 50%, 70%, 80%, 90%
por 5 minutos respectivamente. A desidratacdo com o Alcool Etilico & 100%
foi repetida trés vezes por 5 minutos. Logo apos foi utilizado a mistura de
Alcool 100% + Xilol (Xilol 860 G P.A.-A.C.S.- Synth) na proporcéo de 1:1

por 5 minutos, seguido por Xilol repetida trés vezes, também por 5 minutos.

As laminas foram, imediatamente apdés serem retiradas do Xilol,
montadas com laminulas usando-se o DPX Mountant for histology®
(Sigma®, ST. Louis, MO, USA) como substancia de montagem para
posterior andlise. As fotomicrografias dos cortes cerebrais foram obtidas por
meio de camera CCD (Photometrics cool snap, Roper Scientific Inc.,
Trenton, NJ) acoplada a um microscopio optico Nikon usando a ampliacdo
de 10 vezes. A area padronizada para a contagem da densidade da Arc foi
de 200 000 um?2 para cada um dos hemisférios a cada estrutura cerebral
analisada. A contagem da densidade da Arc foi realizada dentro do espaco

delimitado como area padréo segundos as imagens capturadas utilizando.

A analise da densidade de expressédo da proteina Arc foi realizada
de forma semiquantitativa, baseada em um sistema de pontuacao ordinal.
Para cada regido encefélica de interesse, atribuiu-se uma nota de 0 a 5,
conforme a intensidade relativa de imunorreatividade observada nas
laminas coradas. O escore O representava a auséncia de marcacao
detectavel (0% de expressdo), enquanto o escore 5 correspondia a
intensidade maxima de marcacao observada (aproximadamente 100% de
densidade proteica, considerada como referéncia interna de saturacdo para
cada corte) (Payano et.al., 2023; Martinelli et.al., 2020).
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5.6. Estastistica

Os resultados comportamentais do periodo de habituacdo foram
analisados utilizando-se a Anélise de Variancia (ANOVA) de um fator (dias).
Nas analises onde se obteve valores de F de acordo com os critérios
estatisticos de p<0,05, as diferencas entre os dias foram testadas através

do teste de Tukey.

Nos experimentos 1A e 1C, para a analise dos resultados da fase de
tratamento farmacoldgico, utilizou-se ANOVA por medidas repetidas de
dois fatores a fim de se avaliar a locomocé&o ao longo dos dias, determinar
o efeito do grupo, bem como a interacdo entre as variaveis, grupo e dias.
Quando se avaliou a locomocao por intervalos (Exp. 1A), a locomocao total
de 30 minutos foi dividida em 6 intervalos de 5 minutos cada e utilizou-se a
ANOVA por medidas repetidas de trés fatores a fim de se avaliar as
variaveis grupos, dias e intervalos, bem como a interacéo entre as variaveis.
Para o desdobramento da interacdo entre intervalos X grupos, utilizou-se a
ANOVA de um fator. Nos experimentos 1B e 1D, a ANOVA de um fator foi
utilizada para se verificar o efeito dos grupos de tratamento. Nas analises
onde se obteve valores de F de acordo com os critérios estatisticos de

p<0,05, as diferencas foram testadas através do teste de Tukey.

No experimento 2, tanto para a analise dos resultados do dia de pré-
condicionamento quanto para a analise do teste de preferéncia
condicionada por lugar utilizou-se o teste t de Student para amostras
dependentes para comparar o tempo gasto entre 0os dois compartimentos

da caixa experimental.

Para a avaliacdo da expressdo da proteina Arc nas diferentes
estruturas encefalicas, a ANOVA de um fator foi usada para determinar o
efeito do grupo. Nas analises onde se obteve valores de F de p<0,05, as
diferengcas foram testadas através do teste de Tukey. Na andlise da
comparacado da avaliagcdo da Arc entre os experimentos, utilizou-se a
ANOVA de dois fatores para avaliar o efeito dos grupos, dos experimentos

e a interagdo entre os fatores. Para analisar a interagdo grupos X
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experimentos, o teste t para amostras independentes foi utilizado na

comparacao entre 0sS mesmos grupos de experimentos diferentes.

6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1: Efeito do tratamento com fentanil na
arena experimental no desenvolvimento dalocomocao sensibilizada e

na proteina Arc.

A Fig. 9 apresenta a resposta locomotora produzida por fentanil
durante 6 dias consecutivos, com sessao experimental de 30 minutos
(Experimento 1A). Para o periodo de habituacdo (Fig. 9A), a ANOVA de um
fator seguida do teste de Tukey mostrou que houve uma diminui¢cdo
significativa na locomoc¢éo ao longo dos dias [F (2, 62) = 10,24, p<0,01],
com o dia 1 apresentando atividade locomotora superior ao dia 3 (p<0,05).
Esses resultados mostram o desenvolvimento da habituacdo ao ambiente
novo e corroboram os resultados do nosso e de outros grupos de pesquisa
(Cerbone e Sadile, 1994), assegurando que antes do inicio do tratamento
farmacolégico o0s animais apresentaram atividades locomotoras
equivalentes. Para a fase de tratamento farmacoldgico (Fig. 9B), a ANOVA
de medidas repetidas de dois fatores mostrou que houve interacdo entre
grupos e dias [F (10, 90) = 5,30; p<0,01], houve efeito dos grupos [F (2, 18)
= 16.61; p<0,01] e houve efeito dos dias de tratamento [F (5, 90) = 5,65;
p<0,01]. Para a analise dos grupos dentro dos dias utilizou-se a ANOVA de
um fator seguida do teste de Tukey. Os resultados mostraram que no dia 1
[F (2, 18) = 9,41; p<0,01], dia 2 [F (2, 18) = 10,60; p<0,01], dia 3 [F (2, 18)
= 14,10; p<0,01], dia 4 [F (2, 18) = 16,20; p<0,01], dia 5 [F (2, 18) = 18,13;
p<0,01] e dia 6 [F (2, 18) = 21,10; p<0,01], o grupo FEN-10ug apresentou
maior locomocgao do que os grupos VEI e FEN-20ug. Nao houve diferenca
entre os grupos VEI e FEN-20ug (p>0,05). Com relacdo a analise dos dias
dentro dos grupos, a ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey
mostrou que para os grupos VEI [F (5, 41) = 0,5; p>0,05], FEN-10ug [F (5,
41) = 2,0; p>0,05] e FEN-20ug [F (5, 41) = 0,53; p>0,05], ndo houve
diferenca entre os dias mostrando que n&o houve o desenvolvimento da

sensibilizagao locomotora.



34

EXPERIMENTO 1A: LOCOMOGAO
SESSAO DE 30 MIN. POR 6 DIAS NA ARENA
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Figura 9. Efeitos do fentanil sobre a locomog&o em arena durante sessdes de 30
minutos por 6 dias consecutivos. (A) Durante o periodo de habitacdo (dias 1 a 3,
sem administracdo de farmaco), houve reducédo na distancia percorrida ao longo
dos dias, indicando habituagdo ao ambiente novo. *Indica diferenca significativa
em relacdo ao dia 3 (p<0,05). (B) Durante o periodo de tratamento farmacoldgico
o grupo FEN-10 ug apresentou atividade locomotora significativamente maior em
comparacao aos grupos VEI e FEN-20 uyg em todos os dias de tratamento. *Indica

diferenca significativa entre o grupo FEN-10 pg e os demais grupos (p<0,05).
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Como nédo se alcancou significancia estatistica para a analise do
desdobramento dos dias dentro dos grupos, particularmente para o0 grupo
FEN-10ug, que mostraria o desenvolvimento da sensibilizagéo locomotora,
decidiu-se realizar a avaliacdo dos resultados comportamentais e, para
iss0, 0 tempo total da sessdo na arena (30 min) foi dividido em 6 intervalos
de 5 min de duracédo cada. A ANOVA de medidas repetidas de 3 fatores
mostrou que houve efeito dos intervalos [F (5, 540) = 217,0; p<0,01], efeito
dos grupos de tratamento [F (2, 108) = 83,60; p<0,01] e interacdo entre
intervalos X grupos de tratamentos [F (10, 540) = 13,0; p<0,01]. N&o houve
efeito dos dias de tratamento [F (5, 108) = 1,0; p>0,05], interacdo entre
intervalos X dias [F (25, 540) = 1,25; p>0,05], interacdo entre grupos X dias
[F (10, 108) = 0,75; p>0,05] e nem interacdo entre intervalos X grupo X dias
[F (50, 540) = 0,93; p>0,05]. Para o desdobramento da interacdo entre
intervalos X grupos, a ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey
mostrou que em todos os intervalos o grupo FEN-10ug apresentou maior
locomocgéo do que os grupos VEI e FEN-20ug (p<0,01). Os resultados
também mostraram que houve um decréscimo na atividade locomotora ao
longo dos intervalos para os grupos VEI [F (5, 251) = 77,70; p<0,01], FEN-
10ug [F (5, 251) = 43,75; p<0,01] e FEN-20ug [F (5, 251) = 32,0; p<0,01],
mostrando o desenvolvimento da habituacdo. Entretanto, esses resultados
mostram que a locomog¢ao foi maior no primeiro intervalo observado
principalmente no grupo FEN-20ug que na andlise do tempo total de 30
minutos apresentou atividade locomotora menor do que 0S outros grupos.

A Fig. 22 apresenta a atividade locomotora dos grupos nos intervalos.
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EXPERIMENTO 1A: LOCOMOGAO
SESSAO DE 30 MIN. POR 6 DIAS NA ARENA
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Figura 10. Atividade locomotora distribuida em 6 intervalos de 5 minutos durante
cada sessao de 30 minutos (Experimento 1A). * indica maior locomocéo do grupo
FEN-10 ug em todos os intervalos comparado aos grupos VEI e FEN-20 ug
(p<0,01); ANOVA de trés fatores e ANOVA de um fator seguidas do teste de
Tukey. + indica menor locomog¢é&o do ultimo intervalo em relagéo ao primeiro em

todos os grupos.

A Fig. 22 apresenta os resultados da proteina Arc para o experimento

1A. Para o NAc (Fig. 22A), o grupo FEN-20ug apresentou densidade maior
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de Arc do que todos os grupos; o grupo FEN-10ug apresentou densidade
maior do que o grupo VEI [F (2, 17) = 22,33; p<0,01]. Para o VTA (Fig. 22B),
a ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey mostrou que houve
diferenca entre os grupos [F (2, 17) = 10,41; p<0,01] e o grupo FEN-20ug
apresentou densidade maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo
diferenca entre o grupo FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também néo
diferenca entre os grupos VEI e FEN-10ug. Para o PFC (Fig. 22C), o grupo
FEN-20ug apresentou densidade maior de Arc do que todos 0Ss grupos
(p<0,05). Os resultados também mostraram que o grupo FEN-10ug
apresentou densidade maior do que o grupo VEI (p<0,05). Para a amigdala
(Fig. 22D), o grupo FEN-20ug apresentou maior densidade do que os
demais grupo [F (2, 16) = 10,40; p<0,01], ndo havendo diferenca entre os
grupos VEI e FEN-10ug. Para o hipotalamo lateral (Fig. 22E), o grupo FEN-
20ug apresentou densidade maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo
diferenca entre o grupo FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também nao
diferenca entre os grupos VEI e FEN-10ug [F (2, 17) = 9,10; p<0,01]. Para
0 hipocampo dorsal (Fig. 22F), o grupo FEN-20ug apresentou densidade
maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo diferenca entre o grupo
FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também néo diferenca entre os grupos
VEI e FEN-10ug [F (2, 17) = 8,60; p<0,01].
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EXPERIMENTO 1A: ARC
SESSAO DE 30 MIN. POR 6 DIAS NA ARENA
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Figura 11. Densidade da proteina Arc nos diferentes grupos (VEI, FEN-10 ug e
FEN-20 ug) apds sessbes de 30 minutos por 6 dias na arena. (A) Nucleo
accumbens (NAc), (B) Area tegmental ventral (VTA), (C) cortex pré-frontal (PFC),

(D) amigdala, (E) hipotdlamo lateral e (F) hipocampo dorsal. Os dados sé&o
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apresentados como média * erro padrédo da média (EPM). p < 0,05 e p < 0,01
indicam diferengas estatisticamente significativas em compara¢cdo com o grupo
VEI (controle) ou entre grupos, conforme descrito no texto, determinados por
ANOVA de um fator seguida pelo teste de Tukey. * diferenca significativa em
relacéo ao grupo VEI (controle) com p < 0,05. ** diferenca significativa em relagéo

a todos os demais grupos com p < 0,01.
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Figura 12. Imunomarcacéao da proteina Arc em diferentes regiées encefélicas do
experimento 1A. Nicleo accumbens (NAc); Area tegmental ventral (VTA); Cortex
pré-frontal medial (PFC); Amigdala basolateral (BLA); Hipotalamo lateral (LH);
Hipocampo dorsal (dCAl), nos grupos VEI, FEN-10ug/kg e FEN-20 pg/kg.f
Indicando marcag6es de dendritos e A indicando marcagdes do corpo celular.
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A fim de se verificar o efeito agudo dos tratamentos com fentanil na
resposta locomotora e na expressao da Arc um outro experimento foi
realizado (experimento 1B), no qual houve apenas uma sessao
experimental de 30 minutos na arena. A Fig. 25 apresenta os resultados
comportamentais. Para os resultados da fase de habituacéo (Fig. 25A), a
ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey mostrou que houve uma
diminuicao significativa na locomocéao ao longo dos dias [F (2, 62) = 27,30,
p<0,01], com o dia 1 apresentando atividade locomotora superior ao dia 3
(p<0,05). Para a fase de tratamento farmacoldgico (Fig. 25B), a ANOVA de
um fator seguida do teste de Tukey mostrou que houve diferenca entre os
grupos [F (2, 20) = 33,33, p<0,01], com o grupo FEN-10ug apresentando
maior locomocéo do que todos os grupos (p<0,05) e o grupo FEN-20ug

apresentando a menor locomocéo (p<0,05).
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EXPERIMENTO 1B: LOCOMOGAO
SESSAO DE 30 MIN. POR 1 DIA NA ARENA
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Figura 13. Atividade locomotora apds exposi¢cdo aguda ao fentanil (Experimento
1B). (A) Durante a fase de habituagéo, observou-se redugéo significativa da
locomogdo ao longo dos dias, com maior atividade no primeiro dia. * indica
diferenca significativa em relacéo ao dia 3 na fase de habituacdo (p < 0,05). (B) Na
fase de tratamento, o grupo FEN-10 ug/kg apresentou maior atividade locomotora

em comparagao com os demais grupos, enquanto o grupo FEN-20 pg/kg exibiu a
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menor locomocédo. Valores expressos como média * erro padrdo da média (EPM).
** jndica aumento significativo da locomoc¢édo em relacdo aos outros grupos. +

Indica diminuicéo significativa da locomocdo em relagdo aos outros grupos.

Com relacdo a expressao da proteina Arc do experimento 1B, a Fig.
20 apresenta os resultados da proteina Arc. Para o NAc (Fig. 20A), a
ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey mostrou que houve
diferenca entre os grupos [F (2, 17) = 15,0; p<0,01] e que os grupos FEN-
20ug e FEN-10ug apresentaram densidade de Arc equivalentes e maior do
gue o grupo VEI (p<0,05). Para o VTA (Fig. 20B), a ANOVA de um fator
seguida do teste de Tukey mostrou que houve diferenca entre os grupos [F
(2, 17) = 11,62; p<0,01] e que os grupos FEN-20ug e FEN-10ug
apresentaram densidade de Arc equivalentes e maior do que o grupo VEI
(p<0,05). Para o PFC (Fig. 20C), os resultados mostraram [F (2, 17) = 9,63;
p<0,01] que os grupos FEN-20ug e FEN-10ug apresentaram densidade
maior de Arc do que o grupo VEI (p<0,05), ndo havendo diferenca entre os
dois grupos que receberam fentanil. Para a amigdala (Fig. 20D), ndo houve
diferenca entre os grupos [F (2, 16) = 0,21; p>0,05]. Para o hipotalamo
lateral (Fig. 20E), ndo houve diferenga entre os grupos [F (2, 17) = 0,14;
p>0,05]. Para o hipocampo dorsal (Fig. 20F), o grupo FEN-10ug apresentou
densidade maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo diferenca entre
0 grupo FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também néo existindo diferenca
entre os grupos VEI e FEN-20ug [F (2, 17) = 6,0; p<0,01].
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EXPERIMENTO 1B: ARC
SESSAO DE 30 MIN. POR 1 DIA NA ARENA
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Figura 14. Expressao da proteina Arc apés administracdo aguda de fentanil
(Experimento 1B). Os grupos FEN-10 ug/kg e FEN-20 ug/kg apresentaram maior
densidade de Arc no NAc, VTA e PFC em comparacgéo ao grupo VEI.N&o houve
diferencas na BLA e LH. No dCA1, apenas o grupo FEN-10 pg/kg diferiu do grupo

VEI. Valores expressos como média £+ EPM. * indica diferenga significativa em
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relacéo ao grupo VEI, p <0,01. **indica diferenca significativa em relagéo ao grupo
VEI, p>0,05.
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Figura 15; Imunomarcacgédo da proteina Arc em diferentes regides encefalicas do
experimento 1B. Nicleo accumbens (NAc); Area tegmental ventral (VTA); Cortex
pré-frontal medial (PFC); Amigdala basolateral (BLA); Hipotalamo lateral (LH);
Hipocampo dorsal (dCAl), nos grupos VEI, FEN-10ug/kg e FEN-20 pg/kg.f
Indicando marcacdes de dendritos eA indicando marcacg@es do corpo celular.
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A fim de se verificar se a sensibilizagcdo locomotora ocorreria no
primeiro intervalo, ja que foi observado nos experimentos 1A e 1B que o
aumento da locomocdo aconteceu nesse intervalo, realizou-se um
experimento (experimento 1C) no qual os animais receberam os
tratamentos e foram para a sessdo experimental de 30 minutos na arena
durante 6 dias consecutivos. A Fig. 22 apresenta o0s resultados da
locomocgéao. Para a fase de habituacéo (Fig. 22A), a ANOVA de um fator
seguida do teste de Tukey mostrou que houve uma diminuig&o significativa
na locomocéo ao longo dos dias [F (2, 62) = 12,20, p<0,01], com o dia 1

apresentando atividade locomotora superior ao dia 3 (p<0,05).

Para a fase de tratamento farmacologico (Fig. 22B), a ANOVA de
medidas repetidas de dois fatores mostrou que houve interacdo entre
grupos e dias [F (10, 90) = 14,24; p<0,01], houve efeito dos grupos [F (2,
18) = 27,20; p<0,01] e houve efeito dos dias de tratamento [F (5, 90) =
29,20; p<0,01]. Para a andlise dos grupos dentro dos dias utilizou-se a
ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey. Os resultados mostraram
que no dia 1 [F (2, 20) = 22,0; p<0,01], o grupo FEN-10ug apresentou maior
locomogédo do que todos os grupos e o grupo FEN-20ug apresentou
locomocdo menor do que todos os grupos. Nos dias 2 [F (2, 20) = 14,45;
p<0,01], 3 [F (2, 20) = 25,03; p<0,01] e 4 [F (2, 20) = 17,0; p<0,01], o grupo
FEN-10ug apresentou maior locomog¢do do que todos o0s grupos, néo
havendo diferencga entre os grupos VEI e FEN-20ug. Nos dias 5 [F (2, 20) =
22,20; p<0,01] e 6 [F (2, 18) = 34,65; p<0,01], o grupo FEN-10ug apresentou
maior locomoc¢ao do que todos 0s grupos e o grupo FEN-20ug apresentou
locomocdo maior do que o grupo VEI. Os resultados também mostraram
gue para o grupo VEI [F (5, 41) = 1,02; p>0,05], ndo houve diferenca na
locomocgé&o ao longo dos dias. Entretanto, para os grupos FEN-10ug [F (5,
41) = 7,0; p<0,01] e FEN-20ug [F (5, 41) = 11,0; p<0,01], a locomogé&o
aumentou ao longo dos dias, mostrando que houve o desenvolvimento da

sensibilizacdo locomotora.
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EXPERIMENTO 1C: LOCOMOGAO
SESSAO DE 5 MIN. POR 6 DIAS NA ARENA
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Figura 16. Atividade locomotora no Experimento 1C. (A) Durante a fase de
habituacéo, observou-se reducéo significativa da locomocéo ao longo dos dias. (B)
Na fase de tratamento, houve interacdo entre grupos e dias, com aumento

progressivo da locomogé&o nos grupos FEN-10 pyg/kg e FEN-20 pg/kg, indicando o
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desenvolvimento de sensibilizacdo locomotora. O grupo FEN-10 ug/kg apresentou
locomocao superior em todos os dias. ** indica maior locomocao em relacdo aos
outros grupos. # indica maior locomoc¢éo em relacéo ao primeiro dia de tratamento.

§ indica maior locomocao no primeiro dia em relacdo ao ultimo.

A Fig. 22 apresenta os resultados da expresséo da proteina Arc do
experimento 1C. Para o NAc (Fig. 22A), a ANOVA de um fator seguida do
teste de Tukey mostrou que houve diferenca entre os grupos [F (2, 17) =
15,05,7; p<0,01] e que os grupos FEN-20ug e FEN-10ug apresentaram
densidade de Arc equivalentes e maior do que o grupo VEI (p<0,05). Para
o VTA (Fig. 22B), a ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey mostrou
gue houve diferenca entre os grupos [F (2, 17) = 10,24; p<0,01] e que os
grupos FEN-20ug e FEN-10ug apresentaram densidade de Arc
equivalentes e maior do que o grupo VEI (p<0,05). Para o PFC (Fig. 22C),
os resultados mostraram [F (2, 17) = 6,62; p<0,01] que o grupo FEN-10ng
apresentou densidade maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo
diferenca entre o grupo FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também nao
existindo diferenca entre os grupos VEI e FEN-20ug. Para a amigdala (Fig.
22D), nao houve diferenca entre os grupos [F (2, 16) = 1,10; p>0,05]. Para
o hipotalamo lateral (Fig. 22E), houve diferenca entre os grupos [F (2, 17) =
16,25; p<0,01], os grupos FEN-20ug e FEN-10ug apresentaram densidade
equivalentes e maiores do que o grupo VEI (p<0,05). Para o hipocampo
dorsal (Fig. 22F), o grupo FEN-10ug apresentou densidade maior de Arc do
gue o grupo VEI, ndo havendo diferenca entre o grupo FEN-20ug e o grupo
FEN-10ug e também nédo existindo diferenca entre os grupos VEI e FEN-
20ug [F (2, 16) = 4,10; p<0,01].
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EXPERIMENTO 1C: ARC
SESSAO DE 5 MIN POR 6 DIAS NA ARENA
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Figura 17. Expressdo da proteina Arc apds tratamento repetido com fentanil

(Experimento 1C). FEN-10 ug/kg e FEN-20 ug/kg aumentaram a expressao de Arc
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no NAc, VTA e LH em relagdo ao grupo VEI. No PFC e dCA1l, apenas FEN-
10 pg/kg diferiu do VEI. Nao houve diferenga na BLA. Valores expressos como

média £ EPM. * indica diferenca significativa em relagdo ao VEI.

VTIA dCA1 BLA LH PFC NAc

Figura 18. Imunomarcacéao da proteina Arc em diferentes regifes encefélicas do
experimento 1C. Nucleo accumbens (NAc); Area tegmental ventral (VTA); Cortex
pré-frontal medial (PFC); Amigdala basolateral (BLA); Hipotalamo lateral (LH);
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Hipocampo dorsal (dCAl), nos grupos VEI, FEN-10ug/kg e FEN-20 pg/kg. f
Indicando marcagdes de dendritos e 4 indicando marcagées do corpo celular.

A fim de se verificar a expressédo da proteina Arc apds uma unica
sessdo na arena por um periodo de 5 minutos, realizou-se o experimento
1D. A Fig. 25 apresenta a atividade locomotora desse experimento. Para a
fase de habituacdo (Fig. 25A), a ANOVA de um fator seguida do teste de
Tukey mostrou que houve uma diminuicdo significativa na locomog¢ao ao
longo dos dias [F (2, 53) = 10,0, p<0,01], com o dia 1 apresentando
atividade locomotora superior ao dia 3 (p<0,05). Para a fase de tratamento
farmacolégico (Fig. 25B), a ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey
mostrou que houve diferenca entre os grupos [F (2, 20) = 23,20, p<0,01],
com o grupo FEN-10ug apresentando maior locomogao do que todos os
grupos (p<0,05) e o grupo FEN-20ug apresentando a menor locomocéao
(p<0,05).
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EXPERIMENTO 1D: LOCOMOGAO
SESSAO DE 5 MIN. POR 1 DIA NA ARENA
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Figura 19. Atividade locomotora ap6s exposicao Unica de 5 minutos a arena
(Experimento 1D). (A) Durante a fase de habituagdo, houve reducéo significativa
da locomogéao ao longo dos dias. (B) Na fase de tratamento, o grupo FEN-10 pg/kg
apresentou maior locomocédo do que todos 0s grupos, enquanto o grupo FEN-

20 pg/kg apresentou a menor. Valores expressos como meédia £+ EPM. ** indica
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aumento significativo em relacdo aos demais grupos. + indica diminui¢do

significativa em relagéo aos demais grupos.

A Fig. 20 apresenta os resultados da expresséo da proteina Arc do
experimento 1D. Para o NAc (Fig. 20A), a ANOVA de um fator seguida do
teste de Tukey mostrou que houve diferenca entre os grupos [F (2, 17) =
4,02; p<0,05] e que o grupo FEN-20ug apresentou densidade maior que o
grupo VEI, ndo havendo diferenga entre os grupos FEN-20ug e FEN-10ug
e nem diferenca entre os grupos FEN-10ug e VEI (p<0,05). Para o VTA (Fig.
20B), a ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey mostrou que houve
diferenca entre os grupos [F (2, 17) = 4,40; p<0,05] e que o grupo FEN-
20ug apresentou densidade maior que o grupo VEI, ndo havendo diferenca
entre os grupos FEN-20ug e FEN-10ug e nem diferenca entre 0os grupos
FEN-10ug e VEI (p<0,05). Para o PFC (Fig. 20C), os resultados mostraram
[F (2, 17) = 4,32; p<0,05] que o grupo FEN-20ug apresentou densidade
maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo diferenca entre o grupo
FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também néo existindo diferenca entre os
grupos VEI e FEN-20ug. Para a amigdala (Fig. 20D), houve diferenca entre
os grupos [F (2, 17) = 9,12; p<0,01] e os grupos FEN-20ug e FEN-10ug
apresentaram densidade equivalentes e maiores do que o grupo VEI
(p<0,05). Para o hipotadlamo lateral (Fig. 20E), houve diferenca entre os
grupos [F (2, 17) = 6,40; p<0,01], o grupo FEN-20ug apresentou densidade
maior de Arc do que o grupo VEI, ndo havendo diferenca entre o grupo
FEN-20ug e o grupo FEN-10ug e também néo existindo diferenga entre os
grupos VEI e FEN-20ug. Para o hipocampo dorsal (Fig. 20F), ndo houve
diferenca entre os grupos [F (2, 17) = 2,24; p>0,05].
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EXPERIMENTO 1D: ARC
SESSAO DE 5 MIN. POR 1 DIA NA ARENA
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Figura 20. Expresséao da proteina Arc apés exposicdo Unica de 5 minutos a arena
(Experimento 1D). O grupo FEN-20 pg/kg apresentou maior densidade de Arc no
NAc, VTA, PFC, BLA e LH em comparacéo ao grupo VEI. No PFC e LH, ndo houve
diferenca entre FEN-10 uyg/kg e os demais grupos. Na BLA, ambos 0s grupos
tratados com fentanil apresentaram maior expressdo que o VEI. Nao houve

diferenca no dCAL. Valores expressos como média + EPM. * indica diferenca
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significativa em relacéo ao VEI.

o - )

VTA dCA1 BLA LH PFC NAc

Figura 21. Imunomarcagéo da proteina Arc em diferentes regides encefalicas do
experimento 1D. Nicleo accumbens (NAc); Area tegmental ventral (VTA); Cortex
pré-frontal medial (PFC); Amigdala basolateral (BLA); Hipotalamo lateral (LH);
Hipocampo dorsal (dCAl), nos grupos VEI, FEN-10ug/kg e FEN-20 pg/kg.f

Indicando marcacdes de dendritos e A indicando marcacdes do corpo celular.

A Fig. 22 apresenta a comparacdo entre os resultados da Arc do

experimento 1A (30 minutos por 6 dias consecutivos na arena) e 0



55

experimento 1B (sessao unica de 30 minutos na arena). Para o NAc (Fig.
22A), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve interacao entre grupos
X experimentos [F (2, 36) = 12,10; p<0,01], efeito dos grupos [F (2, 36) =
38,82; p<0,01] e efeito dos experimentos [F (1, 36) = 4,50; p<0,05]. Para
analisar a interacdo grupos X experimentos, 0 teste t para amostras
independentes foi utilizado na comparacdo entre oS mesmos grupos de
experimentos diferentes. Os resultados mostraram que o grupo FEN-20ug
do experimento 1A (6 sessdes diarias de 30 minutos) apresentou densidade
de Arc maior do que o grupo FEN-20ug do experimento 1B (uma sesséo de
30 minutos) [t (10) = 5,60; p<0,01], ndo havendo diferencas entre os demais
pares de grupos. Os resultados também mostraram que o grupo FEN-20ug
do experimento 1A apresentou densidade de Arc maior do que todos os
grupos [F (5, 35) = 21,25; p<0,01].

Para o VTA (Fig. 22B), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve
interacdo entre grupos X experimentos [F (2, 36) = 4,0; p<0,05], efeito dos
grupos [F (2, 36) = 17,70; p<0,01], mas nao houve efeito dos experimentos
[F (1, 36) = 0,05; p>0,05]. O teste t para amostras independentes mostrou
que o grupo FEN-10ug do experimento 2 (uma sessdo de 30 minutos)
apresentou maior densidade do que o grupo FEN-10ug do experimento 1A
(6 sessoOes diarias de 30 minutos) [t (10) = 2,24; p<0,05]. Por outro lado, o
grupo FEN-20ug do experimento 1A (6 sessdes diarias de 30 minutos)
apresentou densidade maior do que o grupo FEN-20ug do experimento 1B
(uma sesséo de 30 minutos) [t (10) = 2,53; p<0,05]. Os resultados também
mostraram que o grupo FEN-20ug do experimento 1 e o grupo FEN-10ug
do experimento 1B apresentaram densidades equivalente e maiores do que
os demais grupos [F (5, 35) = 8,70; p<0,01].

Para o PFC (Fig. 22C), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve
interacao entre grupos X experimento [F (2, 36) = 4,54; p<0,05], efeito dos
grupos [F (2, 36) = 21,44; p<0,01], mas nao houve efeito dos experimentos
[F (1, 36) = 2,82; p>0,05]. O teste t para amostras independentes mostrou
gue o grupos FEN-20ug do experimento 1A apresentou densidade maior do

gue o grupo FEN-20ug do experimento 1B [t (10) = 3,51, p<0,01].
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Para a amigdala (Fig. 22D), a ANOVA de dois fatores mostrou que
houve interacdo entre grupos X experimento [F (2, 36) = 4,0; p<0,05], efeito
dos grupos [F (2, 36) = 18,0; p<0,01], mas n&do houve efeito dos
experimentos [F (1, 36) = 0,10; p>0,05]. O teste t para amostras
independentes mostrou que o grupo FEN-10ug do experimento 1B (uma
sessdo de 30 minutos) apresentou densidade maior do que o grupo do

experimento 1A (6 sessdes diarias de 30 minutos) [t (10) = 2,71; p<0,05].

Para o hipotalamo lateral (Fig. 22E), a ANOVA de dois fatores
mostrou que houve interacdo entre grupos X experimento [F (2, 36) = 4,51,
p<0,01], efeito dos grupos [F (2, 36) = 13,40; p<0,01], mas ndo houve efeito
dos experimentos [F (1, 36) = 3,02; p>0,05]. O teste t para amostras
independentes mostrou que o grupo FEN-20ug do experimento 1A
apresentou densidade maior do que o grupo FEN-20ug do experimento 1B
([t (10) = 2,90; p<0,05]. Os resultados também mostraram que o grupo FEN-
20ug do experimento 1(6 sessdes diarias de 30 minutos) apresentou

densidade maior do que os outros grupos [F (5, 35) = 7,80; p<0,01].

Para o hipocampo dorsal (Fig. 22F), a ANOVA de dois fatores
mostrou que houve interacao entre grupos X experimento [F (2, 36) = 3,10;
p<0,05], efeito dos grupos [F (2, 36) = 11,42; p<0,01], mas ndo houve efeito
dos experimentos [F (1, 36) = 0,30; p>0,05]. O teste t para amostras
independentes mostrou que o grupo FEN-20ug do experimento 1A (6
sessoOes diarias de 30 minutos) apresentou densidade maior do que o grupo
FEN-20ug do experimento 1B (uma sesséo de 30 minutos) ([t (10) = 2,50;
p<0,05].

No geral, os resultados mostraram que, exceto na amigdala, houve
um aumento na expressao da Arc para o grupo FEN-20ug do experimento
1A (6 sessoes diarias de 30 minutos) em todas as areas encefalicas
avaliadas, provavelmente em decorréncia do aumento das administragées
do fentanil e do aumento da experiéncia na arena. Na amigdala, o grupo
FEN-10ug do experimento 1B (uma sessédo de 30 minutos) apresentou
maior densidade do que o seu grupo similar do experimento 1. Além disso,

no VTA também foi observado um aumento na expressdo da Arc para o
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grupo FEN-10ug do experimento 1B (uma sessdo de 30 minutos) em

relacdo ao experimento 1A (6 sessdes diarias de 30 minutos).

EXP 30 MIN POR 1 DIA VERSUS EXP 30 MIN POR 6 DIAS
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Figura 22. Comparagédo da expressao da proteina Arc entre os Experimentos 1A

e 1B. O grupo FEN-20 pg/kg do Experimento 1A apresentou maior expresséo de
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Arc em guase todas as regides encefalicas, exceto na amigdala. Na amigdala e
na VTA, o grupo FEN-10 ug/kg do Experimento 1B apresentou maior densidade
de Arc que seu grupo correspondente do Experimento 12 ** indica diferenca
significativa em relagédo aos demais grupos. § diferencga significativa em relagéo ao

grupo correspondente de 1 dia.

A Fig. 22 apresenta a comparagado entre os resultados da Arc do
experimento 1C (5 minutos por 6 dias consecutivos na arena) e 0O
experimento 1D (sessdo Unica de 5 minutos na arena). Para o NAc (Fig.
22A), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve somente efeito dos
grupos [F (2, 36) = 9,30; p<0,01]. Nao houve efeito dos experimentos [F (1,
36) = 0,23; p>0,05]e ndo houve interagcdo entre grupos X experimentos [F
(2, 36) = 0,24; p>0,05]. Os resultados mostraram que 0S grupos que
receberam fentanil apresentaram maior densidade de expressdao da

proteina Arc do que os grupos que receberam veiculo (p<0,05).

Para o VTA (Fig. 22B), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve
efeito dos grupos [F (2, 36) = 13,11; p<0,01] e efeito dos experimentos [F
(2, 36) = 21,23; p<0,05], mas ndo houve interacdo entre grupos X
experimentos [F (2, 36) = 0,30; p>0,05]. Os resultados mostraram que 0s
grupos FEN-20ug e FEN-10ug ambos do experimento 1C (sesséo na arena
de 5 minutos por 6 dias consecutivos) apresentaram densidades

equivalentes e maiores do que os demais grupos [F (5, 35) = 10,81; p<0,01].

Para o PFC (Fig. 22C), a ANOVA de dois fatores mostrou que houve
efeito dos grupos [F (2, 36) = 10,93; p<0,01] e efeito dos experimentos [F
(1, 36) = 4,15; p<0,05], mas ndo houve interacdo entre grupos X
experimentos [F (2, 36) = 0,60; p>0,05]. Os resultados mostraram que o
grupo FEN-20ug do experimento 1C (sesséo na arena de 5 minutos por 6
dias consecutivos) apresentou densidade maior que todos os grupos [F (5,
35) =5,44; p<0,01], exceto do grupo FEN-20ug do experimento 1D (sesséo

Unica de 5 minutos na arena), cujas densidades foram equivalentes.

Para a amigdala (Fig. 22D), a ANOVA de dois fatores mostrou que
houve efeito dos grupos [F (2, 36) = 7,0; p<0,01] e efeito dos experimentos
[F (1, 36) = 5,0; p<0,05], mas nao houve interagcdo entre grupos X

experimentos [F (2, 36) = 0,6; p>0,05]. Os resultados mostraram que o
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grupo FEN-20ug do experimento 1C (sesséo na arena de 5 minutos por 6
dias consecutivos) apresentou densidade maior que os grupos veiculos [F
(5, 35) = 4,0; p<0,01].

Para hipotalamo lateral (Fig. 22E), a ANOVA de dois fatores mostrou
gue houve efeito dos grupos [F (2, 36) = 19,0; p<0,01] e efeito dos
experimentos [F (1, 36) = 5,44; p<0,05], mas ndo houve interacdo entre
grupos X experimentos [F (2, 36) = 0,80; p>0,05]. Os resultados mostraram
gue os grupos FEN-20ug dos dois experimentos e o grupo FEN-10ug do
experimento 1C (sessdo na arena de 5 minutos por 6 dias consecutivos)
apresentaram densidades maiores que os outros grupos [F (5, 35) = 9,0;
p<0,01].

Para o hipocampo dorsal (Fig. 22F), a ANOVA de dois fatores
mostrou que houve efeito dos grupos [F (2, 36) = 10,04; p<0,01] e efeito dos
experimentos [F (1, 36) = 22,0; p<0,01], mas ndo houve interacdo entre
grupos X experimentos [F (2, 36) = 2,50; p>0,05]. Os resultados mostraram
gue o grupo FEN-20ug do experimento 1C (sessdo na arena de 5 minutos
por 6 dias consecutivos) apresentou densidade maior que todos 0s grupos
[F (5, 34) = 9,40; p<0,01], exceto do grupo FEN-10ug do experimento 1C,

cujas densidades foram equivalentes.

No geral, a comparag¢do mostrou que para todas as areas encefélicas
avaliadas, a concentracdo mais elevada de fentanil (FEN-20ug) juntamente
com o maior numero de sessfes diarias na arena (6 dias) produziram a
expressao maior da proteina Arc, exceto para o NAc cujo resultado mostrou
que houve expressdo equivalente da proteina Arc independente da

concentracdo do fentanil e do nimero de sessdes ha arena.
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Figura 23. Comparacao da expressao da proteina Arc entre os Experimentos 1C
e 1D. O Experimento 1C consistiu em exposicdes diarias de 5 minutos por 6 dias
consecutivos, enquanto o Experimento 1D envolveu uma Unica sessdo de 5

minutos na arena. Valores expressos como meédia + EPM. *indica diferenca
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significativa em relacdo ao VEI. ** indica diferenca significativa em relacdo aos

demais grupos.

6.2. Experimento 2: Efeito do tratamento com fentanil na
expressdo da locomocédo condicionada e na proteina Arc.

A Fig. 24 apresenta os resultados do experimento de preferéncia
condicionada por lugar. Para os resultados do dia de pré-condicionamento
(Fig. 24A), o teste t de Student para amostras dependentes mostrou que
nao houve diferencas entre os dois compartimentos para os grupos VEI [t
(4) = 0,95; p>0,05], FEN-10ug [t (6) = 0,14; p>0,05] e FEN-20ug [t (6) =
0,51; p>0,05], mostrando que antes do inicio da fase de condicionamento
0S animais nao apresentaram preferéncia por nenhum compartimento da
caixa experimental. No teste de preferéncia condicionada por lugar (Fig.
24B), por meio do teste t de Student para amostras dependentes, verificou-
se gue nao houve diferenca para 0os animais experimentais no grupo veiculo
[t (4) = 0,60; p>0,05]. J& para os grupos FEN-10ug [t (6) = 3,44; p< 0,01] e
FEN-20ug [t (6) = 4,20; p< 0,01], os resultados mostraram que 0s animais
preferiram o compartimento associado ao farmaco, mostrando o

estabelecimento de uma resposta condicionada.
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EXP2: PREFERENCIA CONDICIONADA POR LUGAR
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Figura 24. Resultados do teste de preferéncia condicionada por lugar. (A) No dia
de pré-condicionamento, ndo houve preferéncia por nenhum compartimento nos
trés grupos. (B) Apés o condicionamento, os grupos FEN-10 ug/kg e FEN-20 pg/kg

passaram a preferir o compartimento associado ao fentanil, indicando aprendizado
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associativo. O grupo VEI ndo apresentou preferéncia. Valores expressos como

média £ EPM. ** indicando diferenca significativa em relacéo ao VEI.

A Fig. 25 apresenta os resultados da proteina Arc para 0s grupos
gue foram submetidos ao teste de PCL (experimento 2A) e para 0 grupo
pré-condicionamento (PRE) (experimento 2B). Para o NAc (Fig. 25A), a
ANOVA de um fator mostrou que houve diferencga entre os grupos [F (3, 24)
=11,0; p<0,01] e o teste de Tukey mostrou que o grupo FEN-20ug e o grupo
FEN-10ug apresentaram densidades equivalentes e superiores ao grupo
VEI e ao grupo PRE (p<0.05). Para o VTA (Fig. 25B), a ANOVA de um fator
seguida do teste de Tukey mostrou que houve diferenca entre os grupos [F
(3, 24) = 15,13; p<0,01] e o teste de Tukey mostrou que o grupo FEN-20ug
e o0 grupo FEN-10ug apresentaram densidades equivalentes e superiores
ao grupo VEI e ao grupo PRE (p<0.05). Para o PFC (Fig. 25C), o grupo
FEN-20ug apresentou densidade maior de Arc do que o grupo VEI [F (3,
24) = 4,0; p<0,05] Os resultados também mostraram que o grupo FEN-10ug
apresentou densidade maior do que o grupo VEI (p<0,05). Para a amigdala
(Fig. 25D), o grupo FEN-20ug apresentou maior densidade do que os
demais grupos [F (3, 24) = 12,70; p<0,01], exceto o grupo FEN-10ug cujas
densidades foram equivalentes. Para o hipotalamo lateral (Fig. 25E), o
grupo FEN-20ug e o grupo FEN-10ug apresentaram densidades
equivalentes e superiores ao grupo VEI, mas diferentes do PRE [F (3, 24)
= 4,25; p<0,01]. Para o hipocampo dorsal (Fig. 25F), o grupo FEN-20ug e o
grupo FEN-10ug apresentaram densidades equivalentes e superiores ao
grupo VEI e ao grupo PRE [F (3, 24) = 7,35; p<0,01].

De um modo geral, os resultados da expressdao da Arc
acompanharam os resultados comportamentais, ou seja, 0s grupos fentanil

apresentaram respostas equivalentes.
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EXPERIMENTO 2: ARC
PRE-CONDICIONAMENTO VERSUS TESTE PCL
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Figura 25. Expresséao da proteina Arc nos grupos do teste de PCL (Experimento
2A) e grupo PRE (Experimento 2B). Os grupos FEN-10 pug/kg e FEN-20 pg/kg

apresentaram maior expressdo de Arc em comparacao aos grupos VEI e PRE na
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maioria das regides. Valores expressos como meédia + EPM. *indica diferenca
significativa em relagdo ao VEI e PRE. ** indica diferenca significativa em relacéo

aos demais grupos. 8§ indica diferenca significativa em relagéo ao VEI.

VTA dCA1 BLA LH PFC NAc

Figura 26. Imunomarcagéo da proteina Arc em diferentes regides encefalicas do

experimento 2A e 2B. Nucleo accumbens (NAc); Area tegmental ventral (VTA);
Cortex pré-frontal medial (PFC); Amigdala basolateral (BLA); Hipotalamo lateral
(LH); Hipocampo dorsal (dCA1), nos grupos PRE-COND, VEI, FEN-10 ug/kg e
FEN-20 pg/kg. @ Indicando marcacdes de dendritos e 4 indicando marcacées do

corpo celular.

7. DISCUSSAO

A série de experimentos realizadas no presente trabalho mostraram,

de forma geral, que o fentanil produziu o desenvolvimento de uma resposta
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locomotora sensibilizada e a expressdo de uma resposta condicionada,
corroborando assim, dados recentes da literatura que mostram que o
fentanil produz sensibilizagdo comportamental e preferéncia condicionada
por lugar (Gaulden et al., 2021; Wang et al., 2022; Wu et al., 2022; Knauss
et al., 2023; Chaudun et al., 2024; Du et al., 2024).

A resposta locomotora sensibilizada produzida por fentanil no
presente trabalho foi observada em maior magnitude com a dose mais baixa
utilizada no trabalho (10 ug) do que com a dose mais elevada (20 ug). Além
disso, observou-se também que a resposta locomotora sensibilizada se
desenvolveu nos primeiros minutos da exposicdo do animal a arena ja que
foi observada somente durante a sesséo de 5 minutos do que na sesséo de
30 minutos na arena. Na sessao de 30 minutos, observou-se que houve a
maior atividade locomotora nos primeiros 5 minutos, visto tanto no
experimento com administracdes repetidas (1A) quanto no experimento
agudo (1B) e essa atividade foi decaindo ao longo da sesséo de 30 minutos,
mostrando que houve um processo de habituagdo comportamental ou uma

incapacidade dos animais se locomoverem.

A capacidade do fentanil em produzir dependéncia estd também
relacionada aos seus efeitos farmacocinéticos (Volkow e McLellan, 2016;
Schaefer et al., 2017; Gill et al., 2019). O fentanil € altamente lipofilico em
relacdo a outros agonistas opioides (por exemplo, a heroina), que
combinado com o seu peso molecular baixo, facilita uma penetracdo rapida
nas membranas biolégicas, incluindo o sistema nervoso central (Bird et al.,
2023). A absorcao e, consequentemente, o inicio dos efeitos sdo quase
instantaneos, refletido pela experiéncia subjetiva positiva relatada por
pessoas que usam fentanil fabricado ilicitamente (FMI) que frequentemente
observam o inicio rapido e intenso em estudos qualitativos (Ciccarone et
al., 2017). Os efeitos positivos ou outros efeitos subjetivos referem-se aos
efeitos produzidos por uma substancia psicoativa que 0s usuarios
recreativos consideram atraentes (como euforia) e podem levar ao uso
repetido (Romach et al.,, 2013). Um inicio rapido dos efeitos subjetivos
positivos pode aumentar a atratividade de um opioide para abuso (Butler et
al., 2006). Trabalhos com ratos mostram que o fentanil atinge o pico de

concentragdo plasmatica maximo em 30 minutos ap0s a administracéo
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subcutanea (s.c.) decaindo vertiginosamente apds esse tempo e atingindo
um tempo de meia-vida (t %2) de 1,12 £+ 0,03 h (Canfield e Sprague, 2025).
Trabalhos mostram que os opioides com rapida absorcdo no encéfalo e
efeitos agonistas completos nos receptores p-opioides, como a heroina e o
fentanil, sdo particularmente recompensadores (Frank e Pollack, 2017;
Volkow e Blanco, 2021).

Os nossos resultados mostraram que o fentanil produziu aumento da
locomocdo com a dose mais baixa tanto com administracdo aguda quanto
repetida por 6 dias. Trabalhos na literatura mostram que a administracao
aguda de fentanil, em diferentes concentragcdes/doses, produz aumento da
locomocgéao (Medeiros et al., 2011; Gaulden et al., 2021; Hillman et al.,
2025), em especial, um trabalho de Varshneya e colaboradores (2019), no
gual avaliou-se o efeito da administracdo aguda de fentanil nas doses de
0,1, 1,0 e 10 mg/kg na atividade locomotora durante uma sess&o no campo
aberto (arena) de 120 minutos, os quais foram divididos em 12 intervalos
de 10 minutos cada. Os resultados de Varshneya e colaboradores (2019)
mostraram que houve um aumento da locomocao produzido pela dose
intermediaria (1,0 mg/kg), ndo havendo aumento progressivo ao longo da
sessao, ao contrario, a magnitude da locomocéo foi decrescendo ao longo
do tempo de teste; ja com a dose elevada (10 mg/kg), houve aumento da
locomocao a partir de 30 minutos apés a administracdo que se manteve ao
longo da sessdo, mas que nao alcancou a magnitude da locomocao
produzida pela dose intermediéria; ao final da sessdo as magnitudes das
doses intermediaria e elevada foram equivalentes devido ao decréscimo da
locomocéao da dose intermediéaria; a locomocéo produzida pela dose menor
(0,12 mg/kg) néo foi diferente da locomocéao do veiculo. Mantida as devidas
diferencas principalmente relacionadas as doses e o tempo de observagao
na arena, os resultados do nosso trabalho estdo de acordo com os
resultados de Varshneya e colaboradores (2019) e adicionam mais
informagdes porque mostramos que o inicio da experiéncia na arena é
fundamental para o desenvolvimento da resposta locomotora sensibilizada.
Além disso, nossos resultados estdo de acordo com trabalhos da literatura

gue mostram que concentracdes baixas de fentanil produzem aumento da
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locomocao em roedores por meio de efeitos de recompensa mediados por

receptores dopaminérgicos (Hillman et al., 2025)

No inicio dos nossos trabalhos utilizamos diferentes doses de fentanil
para a construcdo de uma curva dose-resposta cujas doses foram
baseadas em trabalhos da literatura, inclusive uma dose elevada de 200
ug/mg (dados ndo mostrados). Entretanto, as doses testadas inicialmente
causaram a morte dos animais no decorrer dos testes experimentais, pois
o fentanil produz depresséo respiratéria severa (Hill et al., 2020). Dessa
forma, no nosso trabalho a dose de 20 ng foi a dose mais elevada que foi
testada que ndo produziu desconforto aparente nos animais. Talvez, um
aspecto que possa contribuir para a diferenca entre as doses do nosso
trabalho e os da literatura seja o fato de que o fentanil utilizado no nosso
trabalho ser uma solucdo que é usada na clinica e nos trabalhos da
literatura ser usado o fentanil no seu estado puro. Nesse sentido, o trabalho
de Medeiros e colaboradores (2011), no qual utilizaram uma solucédo de
fentanil similar a utilizada no presente trabalho, ou seja, o mesmo
fabricante, mostraram que o fentanil na dose de 0,05 mg/kg, que é
considerada uma dose baixa (Alzu'bi et al., 2024), produziu aumento da
locomocdo observado em 5 minutos de teste, corroborando, assim, os

resultados obtidos no nosso trabalho.

O que foi interessante no presente estudo é que mostramos que,
guando subdividimos a sesséo de atividade locomotora de 30 minutos em
intervalos sucessivos de 5 minutos, o aumento da locomocao e,
consequentemente a sensibilizacdo comportamental, ocorreu no primeiro
intervalo de 5 minutos. Como o teste foi iniciado imediatamente apds a
injecdo de fentanil, essa resposta comportamental rapida a inje¢édo indicou
que o efeito do farmaco foi de acdo rapida, o que estd de acordo com o0s
dados farmacocinéticos do fentanil. Um trabalho do nosso grupo de
pesquisa como morfina mostrou que o aumento da locomocédo e o
desenvolvimento da sensibilizacdo também ocorreram nos primeiros
minutos de teste (Dias et al.,, 2021). Nesse referido trabalho mediu-se
também a ativacéo da proteina ERK (cinase regulada por sinal extracelular)

em areas encefalicas dopaminérgicas relacionadas aos processos de
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recompensa, incluindo VTA e NAc, em 5, 15, 30 e 60 minutos ap0s a injecao
de morfina e verificamos que as injecbes de morfina aumentaram
acentuadamente a ERK apds 5 minutos e, em seguida, diminuiram em 30
minutos para niveis similares ao do grupo veiculo. Esse curso transitorio da
ERK pareceu corresponder substancialmente a resposta comportamental
produzida pela morfina. No presente trabalho a ativacdo da proteina ERK
ndo foi avaliada. Entretanto, ao se conectar os aumentos de proteina Arc
em areas encefélicas relacionadas a recompensa nos primeiros 5 minutos
ao aumento na atividade comportamental nos primeiros 5 minutos apos a
injecdo de fentanil na dose baixa (10 ng), sugerimos que o aumento
comportamental na atividade locomotora pode ser um efeito mediado pela
recompensa, corroborando nossos trabalhos com morfina (Dias et al., 2021,
Crespo et al., 2022; Leite Junior et al., 2023).

Os resultados obtidos com fentanil na dose de 20 pg mostraram
inicialmente uma diminuicdo da locomocao abaixo dos limites basais, ou
seja, a magnitude da locomocado desse grupo foi inicialmente abaixo da
magnitude do grupo veiculo. Entretanto com o decorrer das sessofes, a
magnitude da locomocéo do grupo 20 ug foi equivalente ao do grupo veiculo
(Exp. 1A). Essa diminuicéo inicial da locomog¢&o abaixo dos niveis basais
foi também observada no experimento de 5 minutos na arena (Exp. 1C),
mas ao contrario do que ocorreu no Exp. 1A, houve aumento significativo
da locomocdo para o 20 pg nas ultimas sessfes, caracterizando o
desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora. Trabalhos mostram que
essa dose de fentanil produz catalepsia em ratos por 15 a 20 minutos apés
a injecao (Saine et al., 2016). Catalepsia refere-se a um estado de acinesia
e rigidez de movimento em que o0 animal mantém uma postura ndo natural
ou inadequada por um longo periodo e ndo consegue Se corrigir ou se
ajustar rapidamente a ela. A catalepsia € um fendmeno comportamental
usado como modelo para sintomas extrapiramidais, particularmente
aqueles observados na doenca de Parkinson (Banasikowski et al., 2012;
Waku et al., 2022). Esse fato pode explicar a auséncia de locomoc¢ao desse
grupo nas sessbes de 30 minutos na arena por 6 dias porque ao
permanecer na arena no estado cataléptico, o animal seria condicionado a

esse estado. Um trabalho do nosso laboratério mostrou que o antipsicotico
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haloperidol (antagonista dos receptores dopaminérgicos D1 e D2) produziu
catalepsia condicionada (Oliveira et al., 2016). Como a catalepsia resulta
do bloqueio dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 e o fentanil aumenta
a liberacdo de dopamina no NAc, essa explicacdo parece contraditoria.
Entretanto, foi mostrado que o fentanil (0,1 mg/kg) por 5 semanas
consecutivas reduziu a expressao dos receptores D1 e D2 e também do
receptor glutamatérgico NMDA no cortex cerebral, o que poderia explicar a
diminuicdo da locomocao vista no nosso trabalho (Alzu'bi et.al., 2024).

Nosso grupo de pesquisa tem mostrado que a sessao breve de 5
minutos na arena é importante para os efeitos da morfina, pois essa sesséao
breve desencadeia uma reacéo forte que é associada ao ambiente (arena)
e, com o decorrer dos dias de sessdo na arena essa associacao produz o
aumento da locomocéao, gerando a sensibilizacdo (Crespo et al., 2022; Leite
Junior et al., 2023). Embora no presente experimento com a dose de 20 ug
nao foi observada um aumento da resposta locomotora no primeiro dia da
sessao de 5 minutos, pelo contrario, houve uma diminuicdo da locomocao,
essa dose produziu aumento da expresséo da proteina Arc em quase todas
as areas encefélicas avaliadas, principalmente no VTA e NAc, apos a
primeira sessdo de 5 minutos. No condicionamento operante existe um
aumento nos comportamentos/atividades que precedem uma recompensa
antes de se observar os efeitos da recompensa em si, ou seja, um
comportamento seguido por uma recompensa (reforco) tem maior
probabilidade de se repetir no futuro. Este reforco aumenta a probabilidade
de o comportamento anterior ocorrer novamente (Papageorgi, 2018).
Devido a suas conexdes anatdomicas e funcionais, 0 aumento da liberacéo
de dopamina no NAc produzida pelo fentanil provavelmente produziu
aumento da atividade dopaminérgica no estriado e esse aumento precedeu
o0 inicio da locomocéao e revigorou os movimentos motores futuros (Juarez
Tello et al., 2024). O aumento da atividade dopaminérgica levou ao aumento
da expressao da proteina Arc (Yakout et al., 2020; Barry et al., 2023; Rivera-
Maya et al., 2024), funcionando como recompensa. Dessa forma, ativagéo
dos sistemas de recompensa forneceu 0 mecanismo para o aumento da
atividade locomotora que ocorreu ao longo dos 6 dias das sessfes

experimentais de 5 minutos. Esses achados indicam que mesmo
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exposicdes breves ao fentanil sdo suficientes para estabelecer uma

associacao entre os efeitos reforcadores da droga e o0s sinais contextuais

Os resultados do presente trabalho também mostraram que o
fentanil, nas duas doses utilizadas, produziu a expressédo de uma resposta
condicionada observada através do teste de preferéncia condicionada por
lugar (PCL). Resumidamente, o modelo do PCL utiliza os principios do
condicionamento Pavloviano para associar um tratamento farmacologico
com um estimulo neutro. No caso, o estimulo neutro € um compartimento
gue apresenta estimulos contextuais salientes (por ex., tatil e visual). A
preferéncia farmacolégica no paradigma do PCL € medida pelo tempo que
o animal gasta voluntariamente no compartimento associado ao farmaco
versus o outro ambiente neutro acessivel, geralmente associado ao veiculo-
controle. Assim, esse modelo permite avaliar a relevancia da integracao
entre o efeito da recompensa (efeito do farmaco) com um contexto neutro
(ambiente) que serve como estimulo condicionado, tornando-se um
eficiente modelo preditivo da recompensa relacionada a farmacos
(Tzschentke, 1998; Kuhn et al., 2019; McKendrick e Graziane, 2020).

Os resultados do Experimento 2 confirmam que o fentanil é capaz de
produzir aprendizado associativo contextual, evidenciado pela expressao
da preferéncia condicionada por lugar (PCL). Ambos os grupos tratados
com fentanil (10 e 20 pg/kg) demonstraram preferéncia pelo compartimento
associado ao farmaco, enquanto os animais no dia do pré-condicionamento
e do grupo veiculo ndo apresentaram tal resposta, reproduzindo um
fenbmeno amplamente descrito na literatura sobre dependéncia, que € o

condicionamento (Tzschentke, 2007).

O PCL €& um modelo amplamente utilizado para estudar a
aprendizagem e a memdria, particularmente no contexto de recompensas
e comportamentos de busca de drogas (McKendrick e Graziane, 2020;
Ahmadpour et al., 2025), pois 0 contexto ambiental associado ao consumo
prévio da substancia psicoativa, no presente trabalho, o fentanil, € um
gatilho potente para a recaida no uso de drogas (Perry et al., 2014; Rubio
et al., 2015; LeCocq et al., 2020; Sun e Giocomo, 2022). Um desafio central

da recuperacdo a longo prazo da dependéncia quimica é a alta taxa de
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recaida, na qual uma pessoa retorna ao uso de drogas apos um periodo de
abstinéncia. Durante o0 uso repetido de drogas, um determinado contexto
ambiental é passivamente associado aos efeitos recompensadores da
droga, de modo que um contexto anteriormente neutro pode se tornar um
estimulo condicionado que pode restabelecer de forma confiavel o
comportamento de busca por drogas (Crombag et al., 2008; Hyman, 2005;
Badiani et al., 2019; Sun e Giocomo, 2022; Francis et al., 2022).

Embora a dopamina mesolimbica transmita um sinal geral de
recompensa que provavelmente apoia esse processo, evidéncias
convergentes também sugerem que a aprendizagem associativa de
recompensa depende de multiplos sistemas de memoria, incluindo o nacleo
accumbens (NAc), a amigdala e o hipocampo, trabalhando em paralelo
para integrar as informacdes sensério-motoras = necessarias
desempenhando um papel critico na aprendizagem associativa de drogas
e no restabelecimento do comportamento de busca de drogas, ao fornecer
uma representacao neural da informacao espacial ou contextual associada
ao uso anterior de drogas (Berke e Hyman, 2000; Poisson et al., 2021,
Lovinger e Gremel, 2021; Feltenstein et al., 2021; Chaudun et al., 2024).

Nos resultados da andlise da densidade da proteina, observou-se no
nucleo accumbens (NAc) elevacdo da Arc tanto em exposicées Unicas
guanto repetidas, especialmente na dose mais altas. O NAc € uma estrutura
critica no circuito de recompensa e na mediacdo da motivacao. A rapida
ativacdo da Arc nessa regido pode refletir mecanismos moleculares
associados ao reforco positivo e a formacdo de memoarias associativas
droga-contexto. Esses dados sdo compativeis com a literatura que
demonstra o envolvimento da Arc no NAc na formacao de sensibilizacao

comportamental e na reinstalacédo da busca por droga (LIU et al., 2021).

Na area tegmental ventral (VTA), aumentos mais consistentes de Arc
ocorreram principalmente apos exposi¢coes repetidas ao fentanil. Como o
VTA contém neurdnios dopaminérgicos que projetam para o NAc, a
ativacao dessa regido pode estar relacionada a inducéo da sensibilizacéo
e a facilitacdo de mecanismos dopaminérgicos adaptativos. Estudos

anteriores apontam que a Arc no VTA regula a excitabilidade neuronal e a
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plasticidade sinaptica, contribuindo para a codificagcdo de reforcos e o

aprendizado associativo (HOU et.al, 2024).

No cértex pré-frontal medial (CPF), o aumento da Arc foi mais
evidente com a dose de 20 ug/kg e em condicdes de exposicao repetida. O
CPF exerce papel fundamental na integracéo entre informacdes cognitivas
e emocionais e modulacdo da tomada de decisao, fungdes frequentemente
comprometidas em quadros de dependéncia. A elevacdo da Arc nessa
regido pode refletir mecanismos de plasticidade sinaptica envolvidos na
consolidacdo de memdrias associadas ao ambiente de uso da droga, bem
como na manutencgéo de padrbes de comportamento de busca pela droga
(HEARING, 2019)

No hipotalamo lateral (HL), a Arc apresentou expressao aumentada
predominantemente apds exposicoes repetidas e com a dose mais elevada
de fentanil. O HL, tradicionalmente associado ao controle de
comportamentos relacionados a homeostase energética, tem sido cada vez
mais reconhecido por sua participagdo em circuitos motivacionais e na
mediacdo de comportamentos orientados por recompensas, inclusive
drogas de abuso. A ativacao de Arc nessa regido pode estar relacionada a
integracdo de sinais interoceptivos e contextuais que modulam o
comportamento de busca e consumo da droga. Assim, o recrutamento do
HL pode refletir mecanismos neuroadaptativos que contribuem para a
compulsividade e persisténcia do comportamento aditivo frente ao fentanil,
conforme demonstrado em modelos experimentais de dependéncia
(CARABALLO et.al, 2021).

No hipocampo dorsal (dCAl), a expressdo de Arc aumentou
principalmente nos grupos submetidos a sessdes repetidas com fentanil.
Essa regido estd envolvida na codificagdo de memoria espacial e
contextual, e sua ativacao indica que experiéncias repetidas com fentanil
séo registradas de forma duradoura, o que pode contribuir para o risco de
recaida por meio da evocagdo de memorias associadas ao ambiente de uso
da droga (PORTUGAL et al., 2014.

A amigdala apresentou um padrao mais variavel de ativacdo da Arc.

O aumento mais robusto foi observado com a dose de 20 ug/kg, ainda que
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sem consisténcia plena entre os experimentos. A amigdala integra
informagdes emocionais e € crucial para o condicionamento Pavloviano aos
estimulos relacionados a droga. A variabilidade observada pode refletir
diferencas na intensidade emocional atribuida ao contexto ou a propria
experiéncia com o farmaco, bem como efeitos dose-dependentes na
modulacao afetiva (SIAS, et.al, 2024)

7

Em sintese, os resultados indicam que o fentanil é capaz de
promover plasticidade sinaptica significativa em regides-chave do circuito
de recompensa, aprendizagem e memoria, com destaque para NAc, VTA,
PFC e dCAL. A ativacdo da Arc nessas regides reforca a hipétese de que
exposicoes repetidas a opioides potentes induzem alteracbes moleculares
duradouras, potencialmente envolvidas no desenvolvimento e manutencao
da dependéncia. Além disso, a andlise integrada entre comportamento e
expressao de Arc permite propor que essa proteina possa atuar como um
marcador funcional da vulnerabilidade a neuroadaptagdo induzida por
opioides, especialmente quando analisada em contextos de exposi¢cao

prolongada e repetida.

8. CONCLUSAO

Houve desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora com o fentanil,
especialmente com a dose de 10 ug/kg, e essa resposta ocorreu nos
primeiros minutos apdés a administracdo. A sensibilizacdo foi observada
somente nas sessdes de curta duracéo, indicando que a exposi¢ao breve

ao ambiente é fundamental para o desenvolvimento da resposta.

A dose mais alta (20 ug/kg) inicialmente reduziu a locomogéao,
sugerindo possivel catalepsia, mas com repeticdes, gerou sensibilizacdo. O
fentanil também produziu uma resposta condicionada, confirmada pelo
teste de preferéncia condicionada por lugar, indicando associagado entre 0s

efeitos reforcadores da droga e o ambiente.

A expressao da proteina Arc aumentou nas principais regiées do

sistema de recompensa, com destaque para NAc, VTA, CPF e dCALl.
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Esses aumentos ocorreram principalmente com a dose de 20 ug/kg e em
exposicoes repetidas, sugerindo plasticidade sinaptica. A ativacdo da Arc
acompanhou as respostas comportamentais observadas, comprovando
que essa proteina pode ser um marcador da neuroadapta¢cdo associada a

dependéncia.

A ativacdo de Arc em regiGes como hipocampo e amigdala reforca a
importancia dos estimulos contextuais no aprendizado associado a droga.
A associacdo entre aumento da dopamina, ativacdo de Arc e aumento
progressivo da locomocdo sugere que o sistema de recompensa foi

recrutado durante os testes.

Os dados mostram que o fentanil é eficaz em gerar sensibilizacao e
resposta condicionada, e que a Arc esta envolvida nesses processos.
Esses achados apontam para a importancia de sessoes iniciais breves e
para o papel da Arc como possivel marcador funcional da vulnerabilidade

a dependéncia.
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