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RESUMO

A exposicao repetida a morfina pode produzir sensibilizagdo locomotora e
neuroadaptacdes persistentes em circuitos relacionados a recompensa, a aprendizagem e
ao controle comportamental. Quando os efeitos da droga sdo associados a um contexto
especifico, estabelecem-se associagdes droga-contexto que podem continuar
influenciando o comportamento apds a extingdo. Este estudo investigou os efeitos da
inducdo e da extincdo de uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada por
morfina sobre a atividade locomotora, a morfologia dendritica e a imunorreatividade para
gefirina em ratos Wistar. Foram realizados protocolos de exposi¢cdo aguda, inducdo
durante cinco dias, extingao durante cinco dias e teste final com administragao de veiculo
ou morfina. Na indug¢do, os animais foram distribuidos nos grupos veiculo (VEI), morfina
nao associada ao contexto (MOR-NA) e morfina associada ao contexto experimental
(MOR-A). A atividade locomotora foi avaliada em campo aberto pelo sistema
EthoVision. A morfologia neuronal foi investigada pela técnica de Golgi-Cox, com
analise do comprimento dendritico total, da densidade de espinhos e das intersegdes
dendriticas no nucleo accumbens. A imunorreatividade para gefirina foi avaliada no
cortex pré-frontal medial, no nicleo accumbens e na 4rea tegmental ventral por imuno-
histoquimica em campo claro com DAB. Na exposi¢do aguda, a morfina reduziu a
atividade locomotora e aumentou a densidade de marcacdo para gefirina no nucleo
accumbens e na area tegmental ventral, sem alterar os parametros dendriticos avaliados.
Durante a inducdo, o grupo MOR-A desenvolveu sensibiliza¢do locomotora e apresentou
as alteracdes dendriticas mais pronunciadas. A densidade de marcacdo para gefirina foi
menor no grupo MOR-A em comparacdo ao grupo VEI nas regides avaliadas, conforme
as comparagdes estatisticas. Durante a exting¢ao, a resposta locomotora condicionada foi
expressa nas primeiras sessoes e diminuiu progressivamente, indicando aprendizagem de
extingdo. A complexidade dendritica do grupo MOR-A permaneceu reduzida, sem
evidéncia de recuperagdo parcial. A extingdo também modificou a marcacao para gefirina,
particularmente no grupo MOR-A. No teste final, o grupo MOR-A/MOR apresentou a
maior resposta locomotora, caracterizando a expressao da sensibilizagdo apos o desafio
com morfina no contexto previamente associado a droga. A marcacdo para gefirina
apresentou alteragdes regionais e foi particularmente elevada nos grupos MOR-A/MOR,

MOR-A/VEI e MOR-NA/MOR, conforme as comparagdes entre os grupos. Em conjunto,



os resultados demonstram que a extingao reduz a expressdo comportamental previamente
estabelecida, mas ndo reverte de forma uniforme as altera¢des estruturais e pds-sindpticas

associadas a exposi¢ao repetida a morfina.

Palavras-chave: morfina; sensibilizagdo locomotora; extingdo comportamental;

plasticidade dendritica; gefirina; memoria droga-contexto.



ABSTRACT

Repeated exposure to morphine can induce locomotor senmsitization and persistent
neuroadaptations in circuits involved in reward, learning, and behavioral control. When
drug effects are paired with a specific context, drug-context associations are established
and may continue to influence behavior after extinction. This study investigated the effects
of induction and extinction of a morphine-induced conditioned and sensitized locomotor
response on locomotor activity, dendritic morphology, and gephyrin immunoreactivity in
Wistar rats. The procedures included acute exposure, five days of induction, five days of
extinction, and a final test with vehicle or morphine. During induction, animals were
assigned to vehicle (VEI), morphine unpaired with the context (MOR-NA), or morphine
paired with the context (MOR-A). Locomotor activity was assessed in the open field using
EthoVision. Neuronal morphology was examined using Golgi-Cox staining, including total
dendpritic length, spine density, and dendritic intersections in the nucleus accumbens.
Gephyrin immunoreactivity was evaluated in the medial prefrontal cortex, nucleus
accumbens, and ventral tegmental area using bright-field DAB immunohistochemistry.
Acute morphine reduced locomotor activity and increased gephyrin immunoreactivity in
the nucleus accumbens and ventral tegmental area without altering the evaluated dendritic
parameters. During induction, the MOR-A group developed locomotor sensitization and
showed the most pronounced dendritic alterations. Gephyrin immunoreactivity was lower
in MOR-A than in VEI across the evaluated regions, according to the statistical
comparisons. During extinction, the conditioned locomotor response was expressed in the
initial sessions and progressively declined, indicating extinction learning. Dendritic
complexity in MOR-A remained reduced, with no evidence of partial recovery. Extinction
also modified gephyrin immunoreactivity, particularly in MOR-A. In the final test, MOR-
A/MOR showed the highest locomotor response, characterizing the expression of
sensitization after morphine challenge in the previously drug-paired context. Gephyrin
immunoreactivity showed region-specific alterations and was particularly elevated in
MOR-A/MOR, MOR-A/VEI, and MOR-NA/MOR, according to the group comparisons.
Together, these findings show that extinction reduces the previously established behavioral
response but does not uniformly reverse the structural and postsynaptic alterations
associated with repeated morphine exposure.

Keywords: morphine; locomotor sensitization; behavioral extinction; dendritic
plasticity; gephyrin; drug-context memory.
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1 INTRODUCAO

O transtorno psiquiatrico por uso de opioides constitui uma condi¢ao cronica e
recorrente, associada a neuroadaptacdes em circuitos envolvidos na motivagcdo, na
aprendizagem, na memoria € no controle do comportamento (Koob e Volkow, 2016;
Volkow, Michaelides ¢ Baler, 2019). Dentre esses circuitos, destaca-se o sistema
mesocorticolimbico, que compreende projecdes dopaminérgicas da 4area tegmental
ventral (VTA) para o nucleo accumbens (NAc) e o cortex da parte rostral do lobo frotntal,
o cortex “pré-frontal” (CPF), além de suas interagdes com regides relacionadas a memoria
contextual, como o hipocampo. Esse conjunto de estruturas participa da atribuicdo de
saliéncia motivacional, do refor¢o e da formacao e recuperacdo de memorias associadas
as drogas (Everitt e Robbins, 2016; Volkow, Michaelides e Baler, 2019; Imperio, Levin e
Martinez, 2024). Estudos experimentais e clinicos indicam que a exposi¢do repetida a
substancias de abuso pode produzir altera¢des funcionais e estruturais persistentes nesses
circuitos, envolvendo mecanismos dopaminérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos.

A morfina exerce seus principais efeitos por meio da ativagdo dos receptores
popioides, amplamente distribuidos no sistema nervoso central. Na VTA, um dos
mecanismos propostos envolve a inibi¢do de interneuronios GABAérgicos e de aferéncias
inibitdrias sensiveis aos opioides, o que pode favorecer a desinibi¢do de subpopulacdes
de neurdnios dopaminérgicos e modificar a liberacdo de dopamina no NAc (Fields e
Margolis, 2015; Doyle e Mazei-Robison, 2021). Entretanto, a VTA apresenta
heterogeneidade celular e conectiva consideravel, e os efeitos dos opioides ndo podem ser
explicados exclusivamente pelo modelo classico de desinibicdo dopaminérgica. A
morfina também modifica a transmissdo glutamatérgica, GABAérgica e outros
mecanismos de plasticidade sinaptica nesses circuitos neurais (Doyle e Mazei-Robison,
2021).

Embora as adaptagdes comportamentais e neurais produzidas pela exposicao
repetida a morfina estejam documentadas, permanece pouco compreendido como a
extingao das respostas condicionadas influencia simultaneamente a morfologia dendritica
e a organiza¢ao molecular das especializacdes pds-sinapticas inibitorias. Essa lacuna ¢
particularmente relevante porque a reducdo de uma resposta comportamental durante a
extingdo ndo implica, necessariamente, a reversao das neuroadaptagdes produzidas pela

exposicao a droga.
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O transtorno por uso de substancias quimicas também pode ser compreendido sob
a perspectiva da aprendizagem e da memoria. Estimulos ambientais repetidamente
associados aos efeitos farmacologicos de drogas de abuso podem adquirir propriedades
motivacionais € passar a evocar respostas condicionadas mesmo na auséncia da
substancia quimica (Hyman, Malenka e Nestler, 2006; Everitt ¢ Robbins, 2016). A
exposicdo repetida e intermitente ‘a droga pode produzir sensibilizacdo comportamental,
caracterizada pelo aumento progressivo da resposta a uma mesma dose da droga. Na
perspectiva da sensibilizacdo do incentivo, as neuroadaptacdes induzidas pela droga
podem aumentar a saliéncia motivacional atribuida a substancia quimica e as pistas
associadas ao seu consumo (Robinson e Berridge, 2008).

Em modelos experimentais, o pareamento entre a administracdo de morfina e um
ambiente especifico permite investigar a contribui¢do das associagdes entre droga de
abuso e contexto para a expressao da resposta locomotora condicionada e sensibilizada.
Evidéncias experimentais demonstram que a intensidade e a estabilidade dessas
associacdes dependem de fatores como dose, nimero de exposi¢des, intervalo entre as
sessoes e correspondéncia entre o contexto de indugdo e o contexto de teste (Hamor et al.,
2023). Portanto, a atividade locomotora observada apds exposi¢des repetidas pode refletir
tanto os efeitos farmacoldgicos da morfina quanto processos de aprendizagem contextual.

A extingdo ndo corresponde ao apagamento completo da memoria previamente
adquirida. Em vez disso, envolve uma nova aprendizagem capaz de inibir ou reduzir a
expressao da resposta condicionada, permanecendo a associacao original disponivel para
recuperagao posterior (Bouton, 2004; Lattal e Lattal, 2012; Bouton et al., 2021). Como a
aprendizagem de extingdo ¢ fortemente dependente do contexto, respostas previamente
reduzidas podem reaparecer por renovagao, reinstalagao, recuperagao espontanea ou nova
exposicao a droga. A expressao e a recuperacdo das memorias de extingdo envolvem a
participagdo integrada do CPF, do hipocampo, do complexo amigdaloide e de regides
estriatais, embora a contribui¢do especifica de cada estrutura varie de acordo com o
paradigma comportamental estudado (Quirk e Mueller, 2008; Peters, Kalivas e Quirk,
2009; Bouton et al., 2021).

Entre as neuroadaptagdes associadas a exposi¢ao a drogas estdo as alteracoes da
arborizagdo dendritica, da ramificacdo e da densidade e morfologia dos espinhos
dendriticos. Essas modificagdes podem afetar a integracdo dos sinais sindpticos e a
capacidade de resposta dos neurdnios em regides mesocorticolimbicas. Estudos com

morfina identificaram alteragdes estruturais nos neurdnios espinhosos médios do NAc e
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em outras populacdes neuroniais, embora a dire¢do e a magnitude dos efeitos dependam
do regime de administragdo, da dose, do periodo de abstinéncia, da sub-regido analisada
e do método de quantificacao (Robinson e Kolb, 2004; Russo et al., 2010; Guegan et al.,
2016; Geoffroy et al., 2019; Thompson et al., 2021).

A técnica de Golgi—Cox possibilita a impregnagdo estocastica de uma pequena
propor¢ao de neurdnios, permitindo a identificagdo detalhada do soma, dos dendritos e
dos espinhos dendriticos. Por meio dessa técnica, podem ser quantificados parametros
como comprimento dendritico total, nimero de dendritos, ramificagdes, intersecoes
obtidas pela andlise de Sholl e densidade de espinhos dendriticos (Gibb e Kolb, 1998;
Zaqout e Kaindl, 2016). Apesar de sua utilidade, a técnica ndo permite determinar
diretamente a identidade molecular do neurdnio, a origem pré-sinaptica dos contatos ou
a funcionalidade dos espinhos dendriticos observados.

A plasticidade associada aos opioides, entretanto, ndo se restringe a morfologia
dendritica. A transmissio GABAérgica participa da regulacdo da excitabilidade dos
circuitos mesocorticolimbicos e pode sofrer reorganizagdo apds exposi¢do aguda ou
repetida aos opioides, abstinéncia e reapresentacdo da droga (Doyle e Mazei-Robison,
2021). Nesse sistema, a gefirina exerce fungdo central como proteina de suporte poOs-
sinaptico, participando da ancoragem, do agrupamento e da estabilizacdo de receptores
GABA-A e de glicina nas especializagdes sinapticas inibitorias (Tyagarajan e Fritschy,
2014; Kasaragod e Schindelin, 2018; Pizzarelli et al., 2020).

Alteragdes na distribuigdo ou na imunorreatividade para gefirina podem indicar
reorganizacao molecular das especializagdes pos-sinapticas inibitorias. Contudo, essas
alteracdes nao constituem medidas diretas da liberacdo de GABA, da corrente mediada
pelos receptores GABA-A do nimero total de sinapses inibitorias ou da eficicia funcional
da inibicdo. Essas interpretacoes exigiriam analises complementares, como colocalizagao
com marcadores pré-sinapticos, microscopia de maior resolucdo ou registros
eletrofisiologicos.

A andlise conjunta da morfologia revelada pela técnica de Golgi—Cox e da
imunorreatividade para gefirina permite investigar dimensdes complementares da
plasticidade neural. A primeira fornece informacdes sobre a arquitetura dendritica,
enquanto a segunda avalia a distribuicdo regional de uma proteina associada a
organizagdo poOs-sinaptica inibitéria. Na imuno-histoquimica cromogénica em campo

claro, os depdsitos de diaminobenzidina devem ser descritos de forma conservadora como
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perfis imunorreativos para gefirina, pois cada depdsito visivel ndo corresponde
necessariamente a um cluster sinaptico individual.

A comparagdo entre a exposicao aguda e a exposicao repetida permite distinguir
respostas iniciais aos efeitos farmacoldgicos da morfina de adaptagdes relacionadas a
repeti¢ao do tratamento, a sensibilizagdo e ao condicionamento contextual. Do mesmo
modo, a avaliagdo comportamental durante as fases de inducdo, extingdo e teste final
possibilita relacionar a trajetoria da resposta locomotora as alteracdes morfologicas e
imunorreativas observadas ao término de cada etapa. Essas associagdes, entretanto,
devem ser interpretadas como relagdes entre medidas comportamentais e histoldgicas,
sem que se pressuponha causalidade direta entre elas.

Diante dessas evidéncias, o presente estudo investigou se a inducgdo e a extingdo
da resposta locomotora condicionada e sensibilizada produzida pela morfina sdo
acompanhadas por alteragdes persistentes na complexidade dendritica dos neurdnios
espinhosos médios do NAc e na imunorreatividade para gefirina em regioes dos circuitos
mesocorticolimbicos e areas funcionalmente associadas. A hipotese central foi a de que o
pareamento entre a morfina e o contexto experimental produziria neuroadaptacdes
duradouras, parcialmente mantidas apds a reducdo comportamental promovida pela
extingdo e passiveis de modificagdo apds uma nova exposi¢do a droga. Ao integrar
medidas comportamentais, morfoldgicas e imuno-histoquimicas, o estudo buscou
examinar as relagdes entre aprendizagem droga-contexto, remodelamento dendritico e

organizacao molecular pos-sindptica inibitoria.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1- MORFINA

A morfina é um agonista opioide prototipico empregado no tratamento da dor
intensa. Seus efeitos analgésicos sdo mediados predominantemente pela ativagdo dos
receptores p-opioides, amplamente distribuidos no sistema nervoso central. Apesar de sua
relevancia terapéutica, a exposi¢do repetida a morfina pode produzir tolerancia,
dependéncia fisica e adaptacdes moleculares e celulares persistentes. No contexto do uso
inadequado ou compulsivo, essas adaptacdes podem participar dos mecanismos
neurobioldgicos relacionados ao transtorno por uso de opioides (Koob e Volkow, 2016;

Darcq e Kieffer, 2018; Volkow, Michaelides e Baler, 2019; Swingler et al., 2025).
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Os receptores p-opioides pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina
G e sinalizam predominantemente por meio de proteinas Gi/o. Sua ativacdo inibe a
adenilil ciclase, reduz a formacao de adenosina monofosfato ciclico — AMPc, ativa
canais de potassio e inibe canais de calcio dependentes de voltagem. Essas agdes podem
produzir hiperpolarizagdo da membrana, redugdo da excitabilidade neuronial e
diminui¢ao da liberagdo de neurotransmissores nos terminais pré-sinapticos (Williams et
al., 2013; Darcq e Kieffer, 2018; Swingler et al., 2025).

A exposicao prolongada a morfina pode recrutar mecanismos de fosforilagao,
dessensibiliza¢do, internalizacdo e reciclagem dos receptores p-opioides, além de
adaptagdes compensatdrias nas vias intracelulares reguladas pelo AMPc. Esses processos
podem contribuir para o desenvolvimento de tolerdncia farmacoldgica e para
manifestagdes fisioldgicas decorrentes da interrup¢do da exposicdo. Tolerancia,
dependéncia fisica e transtorno por uso de opioides, entretanto, constituem fendmenos
relacionados, mas conceitualmente distintos. A presenca de tolerdncia ou dependéncia
fisica, isoladamente, ndo caracteriza o uso compulsivo da substincia quimica (Williams
et al., 2013; Darcq e Kieffer, 2018; Swingler et al., 2025).

Estudos estruturais demonstram que diferentes agonistas podem estabilizar
conformacgdes especificas dos receptores p-opioides e produzir padroes distintos de
acoplamento as proteinas G e de recrutamento de B-arrestinas (Koehl et al., 2018; Zhuang
et al., 2022). Esses dados ampliaram a compreensdo da sinaliza¢do opioide. Contudo, a
relagdo entre o viés de sinalizacdo e a separacdo farmacologica entre analgesia e efeitos
adversos permanece complexa. Assim, tolerancia, dependéncia fisica e depressdao
respiratoria ndo devem ser atribuidas exclusivamente a uma tnica via intracelular.

Nos circuitos mesocorticolimbicos, a morfina modula populagdes neuroniais
envolvidas no refor¢o, na motivacdo e na atribuicao de saliéncia. Segundo o modelo
classico, a ativagdo de receptores p-opioides em interneuronios GABAérgicos e em
aferéncias inibitorias da drea tegmental ventral reduz a inibi¢do exercida sobre
determinadas populagdes de neuroénios dopaminérgicos. Essa desinibi¢do pode aumentar
a atividade da via dopaminérgica mesolimbica, especialmente da projecao da area
tegmental ventral para o nicleo accumbens, e modificar a liberagdo de dopamina nessa
regido (Fields e Margolis, 2015; Doyle e Mazei-Robison, 2021).

A area tegmental ventral apresenta elevada heterogeneidade celular, neuroquimica
e conectiva. Por essa razdo, os efeitos reforcadores e locomotores da morfina ndo podem

ser explicados exclusivamente pelo modelo de desinibicdo dopaminérgica. Diferentes
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populacdes de neurdnios dopaminérgicos, projecdes GABAérgicas e glutamatérgicas e
mecanismos parcialmente independentes da dopamina também participam das respostas
comportamentais aos opioides (Fields e Margolis, 2015; Doyle e Mazei-Robison, 2021).

A exposicao aguda ou repetida a morfina pode modificar a transmissdo excitatoria
e inibitoria na 4rea tegmental ventral, no nucleo accumbens e em outras estruturas
relacionadas a motivag¢do e a memoria. Essas modificagdes podem envolver alteragdes na
forga sinaptica, na excitabilidade neuronial, na liberagdo de neurotransmissores e na
expressao génica. A dire¢do e a magnitude das respostas dependem da regido encefalica,
do subtipo neuronial, da dose, da duragdo do tratamento e do tempo transcorrido desde a
ultima exposi¢do a droga (Doyle e Mazei-Robison, 2021; Browne et al., 2025).

Browne et al. (2025) demonstraram que diferentes histéricos de exposi¢do a
morfina podem produzir respostas transcricionais especificas em populagdes neuroniais
do ntcleo accumbens. Embora esse estudo ndo tenha avaliado diretamente a
sensibilizacdo locomotora, seus resultados sustentam a ocorréncia de adaptacdes
moleculares dependentes do tipo celular apds exposi¢do inicial, exposi¢do repetida,
retirada prolongada e reexposi¢do a morfina.

Os efeitos comportamentais da morfina também envolvem processos de
aprendizagem e memoria. Estimulos ambientais repetidamente associados aos seus
efeitos farmacologicos podem adquirir propriedades condicionadas e passar a modular
respostas comportamentais posteriores (Hyman, Malenka e Nestler, 2006; Everitt e
Robbins, 2016). Em modelos animais, a influéncia do contexto varia de acordo com a
dose, o nimero de exposi¢des, o intervalo entre as sessdes e as caracteristicas do protocolo
comportamental (Hamor et al., 2023).

Além de seus efeitos analgésicos, a morfina pode produzir alteragdes
comportamentais persistentes apds exposi¢des anteriores. Entre elas, destaca-se a
sensibilizacao locomotora, caracterizada pelo aumento da resposta motora a droga apos
uma ou mais administragdes prévias. Sua indugdo e expressao dependem de fatores como
dose, frequéncia de administragdo, intervalo entre as exposicdes e contexto experimental
(Valjent et al., 2010; Steketee e Kalivas, 2011; Delage et al., 2023).

A sensibilizacdo locomotora constitui um modelo de plasticidade comportamental
induzida por drogas, mas ndo deve ser considerada equivalente a dependéncia, ao uso
compulsivo ou a recaida. O aumento da locomocao também pode ser influenciado pela
habituacdo ao ambiente, pelo condicionamento contextual, pelo tempo transcorrido apos

a administracao e pelo desenvolvimento de tolerancia aos efeitos motores depressores.
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Por essa razdo, mudangas na atividade locomotora devem ser interpretadas
considerandose as propriedades farmacoldgicas da morfina e as condigdes experimentais
utilizadas (Steketee e Kalivas, 2011; Delage et al., 2023).

Os efeitos da morfina resultam da interagdo entre a ativacdo dos receptores
popioides, as adaptacdes da sinalizagdo intracelular, a modulacdo dos circuitos
mesocorticolimbicos e os processos de aprendizagem relacionados a droga. A
compreensdo dessas interacdes ¢ fundamental para diferenciar seus efeitos analgésicos
das adaptagdes associadas a tolerancia, a dependéncia fisica e a sensibilizagdo

comportamental.

2.2- SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL

A sensibilizacdo comportamental induzida por drogas caracteriza-se pelo aumento
da magnitude de determinada resposta apos exposicoes anteriores a substancia quimica.
Em modelos experimentais com roedores, sua manifestacio mais frequentemente
investigada ¢ a sensibiliza¢do locomotora, definida como a amplificagdo progressiva da
atividade locomotora ap6s administracdes repetidas, geralmente intermitentes, de uma
droga. Uma vez estabelecida, a resposta sensibilizada pode persistir durante periodos
prolongados sem novas exposi¢des e reaparecer apos a administragdo subsequente da
substancia quimica (Robinson e Berridge, 2008; Steketee e Kalivas, 2011; Delage et al.,
2023).

Embora seja habitualmente induzida por exposi¢cdes repetidas, determinados
protocolos demonstram que uma Unica administracdo de psicoestimulantes ou morfina
pode produzir sensibilizacdo locomotora detectavel durante um desafio farmacolégico
posterior. Nesses casos, a sensibilizagdo ndo corresponde a uma amplificagdo progressiva
durante a exposi¢ado inicial, mas ao aumento da resposta observado quando o animal ¢
novamente exposto a droga apos determinado intervalo (Valjent et al., 2010).

A intensidade e a persisténcia da sensibilizagdo dependem da substancia quimica,
da dose, da via de administracdo, do nimero de exposic¢des, do intervalo entre as sessoes,
da duracdo do periodo sem a droga e do contexto experimental. Também podem ocorrer
variagOes relacionadas a espécie, a linhagem, ao sexo, a idade e as condi¢des de
alojamento. Dessa maneira, a auséncia de aumento locomotor progressivo em
determinado protocolo ndo demonstra, isoladamente, auséncia de neuroadaptacdes

induzidas pela droga (Steketee e Kalivas, 2011; Delage et al., 2023).
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A sensibilizacdo locomotora constitui um modelo experimental de plasticidade
comportamental persistente, mas ndo reproduz integralmente o transtorno por uso de
substancias quimicas, a dependéncia fisica ou o uso compulsivo observado em seres
humanos. Sua principal utilidade consiste em investigar como exposi¢des anteriores
modificam a resposta subsequente a droga e como fatores farmacologicos e ambientais
influenciam a expressao dessas adaptagdes (Vanderschuren e Kalivas, 2000; Steketee e
Kalivas, 2011; Delage et al., 2023).

A interpretacdo da atividade locomotora exige cautela. O aumento da distancia
percorrida ao longo das administragdes pode refletir sensibilizagdo aos efeitos
estimulantes da droga, mas também pode ser influenciado pela habituacdo ao ambiente,
pelo condicionamento contextual, pelo desenvolvimento de tolerancia a efeitos motores
depressores e por alteracoes em estereotipias. A avaliagdo da sensibilizacdo deve,
portanto, considerar as propriedades farmacoldgicas da substdncia quimica, o tempo
decorrido ap6s a administragdo e as caracteristicas do protocolo comportamental
(Steketee e Kalivas, 2011; Delage et al., 2023).

A sensibilizacdo locomotora ¢ a sensibilizagdo do incentivo sdo conceitos
relacionados, mas ndo equivalentes. A primeira corresponde a uma medida experimental
fundamentada no aumento da resposta motora. A sensibilizagdo do incentivo refere-se a
amplificagcdo dos processos neurais responsaveis pela atribui¢ao de saliéncia motivacional
a droga e as pistas mnemonicas a ela relacionadas. Segundo essa teoria, a exposi¢ao
repetida pode aumentar o “querer” direcionado a substincia quimica sem elevar
proporcionalmente o prazer ou o efeito hedonico por ela produzido (Robinson e Berridge,
2008).

O aumento da atividade locomotora nao deve ser interpretado automaticamente
como demonstracao de maior motivagao ou busca pela droga. Essas dimensdes exigem
paradigmas comportamentais especificos, como autoadministracdo, preferéncia
condicionada, escolha entre recompensas ou testes de busca pela substancia. Embora
possam compartilhar determinados mecanismos neurobioldgicos, esses comportamentos
nao constituem medidas equivalentes.

Do ponto de vista neurobiologico, a sensibilizagdo comportamental envolve
adaptacdes persistentes em circuitos mesocorticolimbicos relacionados a motivagdo, ao
reforco e a aprendizagem associativa. Esses circuitos incluem projecdes dopaminérgicas
da area tegmental ventral para o nucleo accumbens e o cortex pré-frontal, além de

conexodes funcionais com estruturas relacionadas ao processamento contextual e
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emocional, como o hipocampo e complexo amigdaloide (Everitt ¢ Robbins, 2016;
Volkow, Michaelides e Baler, 2019).

A dopamina desempenha papel relevante na inducdo e na expressdo da
sensibilizacdo locomotora. Entretanto, o fenomeno ndo pode ser explicado
exclusivamente pelo aumento da liberagdo desse neurotransmissor no nucleo accumbens.
Alteragdes na responsividade neuronial, na transmissdo glutamatérgica, nas vias
intracelulares, na expressdo génica e na organizacdo funcional dos circuitos também
participam das respostas persistentes produzidas pelas drogas (Liischer e Malenka, 2011;
Steketee e Kalivas, 2011).

No caso dos opioides, adaptacdes na transmissao GABAérgica e glutamatérgica
da area tegmental ventral podem modificar a atividade dos neurdénios dopaminérgicos
ap6s a exposi¢ao aguda ou repetida. A contribuicdo dessas alteragdes depende da
populagdo neuronial, da origem das aferéncias, do regime de tratamento € do momento
da avaliacdo (Doyle e Mazei-Robison, 2021).

Os mecanismos envolvidos na inducdo da sensibilizacdo durante as primeiras
exposicdes podem diferir daqueles responsaveis por sua expressao apos um periodo sem
a droga. A inducao esta relacionada as alteragdes desencadeadas durante as exposicoes
iniciais, enquanto a expressao corresponde a manifestacdo da resposta aumentada durante
exposi¢cdes posteriores. Essa distingdo ¢ importante porque diferentes regides e
mecanismos celulares podem participar dessas duas etapas (Steketee e Kalivas, 2011;
Delage et al., 2023).

O contexto experimental exerce influéncia importante sobre a expressdao da
sensibilizacdo. Quando uma droga ¢ repetidamente administrada em determinado
ambiente, os estimulos contextuais podem adquirir propriedades condicionadas e modular
a resposta observada em exposi¢oes posteriores. A atividade locomotora registrada no
ambiente pareado pode refletir a interacdo entre os efeitos farmacoldgicos da droga, a
sensibilizacdo decorrente das exposi¢des anteriores e a aprendizagem associativa entre
droga e contexto (Bouton, 2002; Hamor et al., 2023).

O regime temporal de administragdo também influencia o desenvolvimento da
sensibilizacdo. Protocolos intermitentes frequentemente favorecem sua expressdao, mas
nao se deve afirmar que todo regime intermitente produza maior sensibilizacdo do que
qualquer exposi¢ao continua. O resultado depende da dose, da frequéncia, do intervalo
entre as administragdes, das caracteristicas farmacocinéticas da substancia ¢ do momento

em que a resposta ¢ avaliada (Steketee e Kalivas, 2011; Delage et al., 2023).
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Em conjunto, a sensibilizacdo comportamental constitui um modelo experimental
util para investigar adaptacdes persistentes produzidas pela exposicdo a drogas e a
influéncia de fatores farmacologicos e ambientais sobre sua expressao. Sua interpretagao
deve distinguir sensibiliza¢do locomotora, sensibilizagdo do incentivo, condicionamento

contextual e comportamentos motivados de busca pela droga.

2.3 EXTINCAO COMPORTAMENTAL

A extingdo comportamental ¢ caracterizada pela reducdo progressiva de uma
resposta previamente condicionada quando o estimulo condicionado ¢ apresentado
repetidamente sem o resultado que antes o acompanhava. A diminui¢do da resposta nao
permite concluir, por si s0, que a aprendizagem original tenha sido eliminada. Em vez
disso, as evidéncias indicam que o treinamento de extingdo produz uma nova
aprendizagem, capaz de modificar a expressdo comportamental da associacdo
originalmente adquirida (Bouton, 2002, 2004; Delamater, 2004; Quirk e Mueller, 2008;
Bouton et al., 2021).

A persisténcia da aprendizagem original pode ser demonstrada pelo retorno da
resposta condicionada apos a extingao. Esse retorno pode ocorrer em diferentes condigdes
experimentais, incluindo a passagem do tempo, a mudanga de contexto e a reapresentagao
do resultado incondicionado. Esses fenomenos sdo denominados, respectivamente,
recuperacdo espontanea, renovacao e reinstalacdo. Sua ocorréncia demonstra que o
desempenho reduzido ao final da extingdo ndo equivale necessariamente a eliminacao da
associacao anteriormente estabelecida (Bouton, 2004; Vervliet, Craske e Hermans, 2013;
Bouton et al., 2021).

A expressio da memoria de extingdo apresenta importante dependéncia
contextual. Durante o treinamento, o organismo aprende que, em determinadas
circunstancias, o estimulo condicionado deixou de predizer o resultado esperado. Como
essa nova aprendizagem pode estar vinculada ao contexto no qual foi adquirida, a
apresentacdo do estimulo em outro ambiente pode favorecer a recuperagdo da resposta
original. O contexto, portanto, funciona como um modulador da expressao das
aprendizagens de aquisi¢ao e de extingao (Bouton, 2002, 2004; Trask, Thrailkill e Bouton,
2017).

Nos modelos relacionados ao uso de drogas, a extingdo ¢ operacionalmente
identificada pela reducdo de uma resposta condicionada durante apresentagdes repetidas

das pistas ou do ambiente previamente relacionados a substdncia quimica, agora na
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auséncia do efeito farmacoldgico ou do refor¢o correspondente. Essa reducdo indica
modificacdo do controle exercido pelos estimulos associados a droga, mas ndo comprova
areversao completa das adaptagdes neurais produzidas durante a exposic¢ao anterior (Gass
e Chandler, 2013; Hearing, 2019).

Estimulos ambientais presentes durante o consumo ou a administragdo de uma
droga podem adquirir controle sobre diferentes respostas comportamentais. Elementos
visuais, olfatorios, tateis e espaciais podem integrar a representagdo contextual da
experiéncia farmacoldgica e, posteriormente, influenciar a expressdo de respostas
condicionadas. No caso dos opioides, estudos experimentais mostram que contextos
associados a morfina recrutam redes cerebrais distribuidas, envolvendo regides limbicas,
estriatais, sensoriais e corticais (Gomes-Ribeiro et al., 2024).

Gomes-Ribeiro et al. (2024), utilizando um modelo de preferéncia condicionada
por lugar induzida por morfina associado a ressondncia magnética funcional,
identificaram padroes de atividade e conectividade relacionados a aquisi¢do e a
recuperacdo de memorias contextuais associadas ao opioide. Os resultados mostraram o
envolvimento de estruturas como o complexo amigdaloide, a habenula lateral, o septo
lateral, o hipocampo e componentes estriatais e corticais. Esses resultados sustentam a
existéncia de representagdes distribuidas da informagao droga-contexto, embora devam
ser extrapolados com cautela para outros paradigmas comportamentais.

E necessario distinguir a extingdo de respostas locomotoras condicionadas de
paradigmas como preferéncia condicionada por lugar e extingdo da busca operante pela
droga. A resposta locomotora permite avaliar modificacdes da atividade motora
associadas a exposi¢do anterior a substancia e ao ambiente experimental. A preferéncia
condicionada por lugar avalia a valéncia motivacional atribuida ao contexto, enquanto a
autoadministragdo examina comportamentos instrumentais dirigidos a obten¢ao da droga.
Embora esses modelos compartilhem principios de aprendizagem, eles nao avaliam
fendmenos comportamentais equivalentes.

A interpretacdo também deve diferenciar extingdo, abstinéncia e tolerancia. A
abstinéncia corresponde a um periodo sem exposi¢ao a droga e pode ocorrer sem
apresentacdes dos estimulos condicionados. A extingdo requer contato ndo refor¢ado com
os estimulos ou respostas anteriormente associadas ao resultado. A tolerancia, por sua vez,
corresponde a diminui¢do do efeito produzido por determinada dose apos exposigcdes

anteriores. Esses processos podem coexistir, mas ndo devem ser tratados como sinénimos.
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A aprendizagem de extingdo depende da interagdo entre regides envolvidas no
processamento contextual, na atribuicdo de valor motivacional e no controle
comportamental. Entre essas regides estdo o cortex pré-frontal medial, o hipocampo, o
complexo amigdaloide e o nicleo accumbens. A contribuicdo de cada estrutura, contudo,
varia conforme o tipo de aprendizagem, a substincia quimica estudada, o estagio do
treinamento e as projecdes neuroniais recrutadas (Peters, Kalivas e Quirk, 2009; Gass e
Chandler, 2013; Hearing, 2019).

No cortex pré-frontal medial de roedores, as regides pré-limbica e infralimbica
participam de redes parcialmente diferenciadas. Estudos com busca pela droga
relacionaram projecdes do cortex pré-limbico para o nicleo accumbens core a expressao
de respostas de busca, enquanto determinadas projecdes do cortex infralimbico para o
nucleo accumbens shell foram associadas a limitagao dessas respostas apds o treinamento
de extincdo (Peters, LalLumiere e Kalivas, 2008; Peters, Kalivas e Quirk, 2009).
Entretanto, essa organizacdo ndo constitui uma divisdo absoluta entre uma regido
promotora e outra supressora do comportamento.

A atuacgdo do cortex preé-frontal depende do paradigma e da projecdo neuronial
examinada. Em um modelo de autoadministragdo de heroina, Heinsbroek et al. (2021)
demonstraram que a via do cortex infralimbico para o nucleo accumbens shell participa
da limitagdo da escolha pela heroina e da recaida. A manipulagdo seletiva dessa projecao
produziu efeitos diferentes daqueles esperados a partir de uma interpretagdo baseada
apenas na ativagao global da regido infralimbica. Esses resultados refor¢am a necessidade
de interpretar a fungdo da parte rostral do lobo frontal com base em circuitos especificos.

O hipocampo participa da codificacdo e da recuperagdo de informacgdes
contextuais, contribuindo para a discriminacdo entre ambientes associados ou ndo a
determinados resultados. O nucleo basolateral do complexo amigdaloide participa do
processamento do valor motivacional e emocional das pistas, enquanto o nucleo
accumbens integra informagdes corticais, hipocampais e amigdalinas relevantes para a
organizacdo das respostas. A drea tegmental ventral, por meio de suas projegdes
dopaminérgicas e de suas interagdes com populacdes glutamatérgicas e GABAérgicas,
também participa da plasticidade dos circuitos relacionados a motivagao e a aprendizagem
associativa (Koob e Volkow, 2016; Hearing, 2019).

A extingdo envolve mecanismos de plasticidade sindptica que incluem alteragdes
na transmissao glutamatérgica e em vias intracelulares relacionadas a consolidagdo e a

recuperagdo da memoria. Receptores NMDA e AMPA/Kainato, proteinas cinases e
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mecanismos de transcricdo dependentes de atividade foram associados a aprendizagem
de extingdo em diferentes paradigmas (Quirk e Mueller, 2008; Gass e Chandler, 2013).

Entretanto, os mecanismos identificados na extingdo do medo nao devem ser
automaticamente generalizados para respostas relacionadas as drogas.

O sistema GABAérgico também contribui para o controle da excitabilidade das
redes neurais envolvidas na expressdo e na reducdo das respostas condicionadas. Essa
participagdo ndo pode ser resumida como um aumento generalizado da inibig¢ao cerebral
durante a exting¢ao. Os efeitos dependem da localizagao dos interneurdnios, dos subtipos
celulares recrutados e das projecdes reguladas pela inibigcdo local. Em regides corticais,
por exemplo, o aumento da inibi¢cdo sobre determinados neurdnios de projecdo pode
reduzir a atividade de vias envolvidas na limitacdo da resposta condicionada. Por isso, a
relagdo entre transmissao GABA¢érgica e extingao deve ser descrita em termos de circuitos
especificos, € ndo como um mecanismo uniformemente supressor.

A atividade dopaminérgica igualmente apresenta fungdes dependentes do circuito
e da etapa da aprendizagem. A dopamina pode participar da saliéncia dos estimulos, da
detec¢do de mudangas nas contingéncias e da atualizagdo das expectativas relacionadas
ao resultado. A auséncia do efeito esperado durante as primeiras sessoes de extingao pode
gerar sinais de erro de previsdo relevantes para a aquisi¢do da nova aprendizagem.
Contudo, a contribuigdo dopaminérgica varia conforme o paradigma e ndo deve ser
interpretada exclusivamente como sinal de recompensa.

Nos modelos com drogas, a reducdo de uma resposta apds o treinamento de
extingao pode coexistir com adaptagdes moleculares e funcionais persistentes. A extingao
modifica a expressdo comportamental, mas ndo implica necessariamente que todas as
alteragdes produzidas pela exposic¢ao a substancia quimica tenham retornado as condi¢des
basais. Essa distingdo ¢ relevante porque diferentes componentes da adaptacdo neural
podem apresentar trajetorias temporais distintas e responder de maneira desigual ao
treinamento comportamental (Gass e Chandler, 2013; Hearing, 2019).

A extingdo também ndo deve ser considerada equivalente ao tratamento clinico do
transtorno por uso de substancias quimicas. Os procedimentos experimentais de
exposi¢ao nado reforgada permitem investigar mecanismos especificos de aprendizagem,
mas apresentam limitagdes “translacionais”. Em seres humanos, as pistas associadas ao
consumo sao numerosas, variaveis e encontradas em diferentes contextos, enquanto o
comportamento ¢ influenciado por fatores sociais, emocionais, farmacoldgicos e

cognitivos que nao sao integralmente reproduzidos nos modelos animais.



26

Em conjunto, a extingdo comportamental constitui um processo de aprendizagem
pelo qual a expressdo de uma resposta condicionada diminui quando as contingéncias
ambientais sao modificadas. A resposta original pode voltar a ser expressa dependendo do
contexto, do intervalo transcorrido e de novas experiéncias com o resultado. Sua
investigacdo permite examinar como 0s organismos atualizam relagdes previamente
aprendidas e como diferentes circuitos neurais regulam a persisténcia e a expressao das

respostas associadas as drogas.

2.4 GEFIRINA E PLASTICIDADE INIBITORIA

A gefirina ¢ uma proteina multifuncional essencial para a formagao, a organizacao
e a estabilizagc@o de grande parte das sinapses inibitdrias no sistema nervoso central. Na
densidade pds-sinaptica inibitoria, atua como proteina de ancoragem, contribuindo para
o recrutamento e a estabilizacdo de receptores de glicina (GlyR) e de determinados
subtipos de receptores GABAA na membrana neuronial (Tyagarajan e Fritschy, 2014;
Kasaragod e Schindelin, 2018). Sua fung¢do, entretanto, ndo se limita a de um suporte
estrutural passivo. A organizacdo da gefirina ¢ dindmica e regulada pela atividade
neuronial, por modificacdes pos-traducionais e por interagcdes com receptores, moléculas
de adesdo e proteinas associadas ao citoesqueleto.

Em um modelo experimental de desenvolvimento sinaptico, Carricaburu et al.
(2024) demonstraram que a gefirina pode favorecer a montagem e a localizagdo sindptica
de componentes poOs-sindpticos GABAérgicos mesmo na auséncia de liberacdo
présindptica de GABA. Esse resultado reforca a participacdo ativa da gefirina na
formacao das especializagdes pos-sindpticas inibitérias, sem excluir a importancia da
atividade présinaptica para o refinamento, a maturag@o e a estabilidade funcional dessas

conexoes.
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Figura 1. Representagdo esquematica da organizagao molecular de uma sinapse inibitoria. A gefirina integra
a densidade pos-sinaptica e participa do recrutamento, do agrupamento e da estabilizagdo de receptores
GABAA e de glicina na membrana neuronial. Elaboragdo propria com base em Tyagarajan e Fritschy

(2014), Battaglia et al. (2018) e Carricaburu et al. (2024).

Estruturalmente, a gefirina apresenta um dominio G na regido N-terminal, um
dominio central flexivel, também denominado dominio C, e um dominio E na regido C-
terminal (Sola et al., 2004; Tretter et al., 2012; Kasaragod e Schindelin, 2018). O dominio
G possui capacidade de trimerizagdo, enquanto o dominio E participa da oligomerizagao
e contém sitios relevantes para a liga¢do aos receptores inibitdrios. O dominio central é
menos estruturado e retine sitios sujeitos a fosforilagdo e a outras modificacdes pos-
traducionais, contribuindo para a regulagdo da estabilidade, da mobilidade e da
organizagao sindptica da proteina.

Modelos cléssicos propuseram que a trimerizagdo do dominio G e a dimerizacao
do dominio E possibilitariam a formagao de uma rede hexagonal abaixo da membrana
pos-sinaptica. Embora esse modelo tenha sido importante para explicar a capacidade de
agrupamento da gefirina, uma rede hexagonal regular ndo foi demonstrada diretamente
como a organizagao universal da proteina in vivo. Evidéncias estruturais recentes indicam
que dominios E dimerizados podem formar filamentos flexiveis, oferecendo uma
explicacao molecular adicional para a montagem e a adaptagdo da densidade pds-sinaptica
inibitéria (Macha et al., 2025). Esses dados ndo eliminam completamente a possivel
contribuicdo dos dominios G para a ramificagdo ou para outras formas de organizagao

supramolecular.
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Figura 2. Organizagdo estrutural da gefirina em seus dominios G, C e E. O dominio G apresenta capacidade
de trimerizacdo; o dominio E participa da oligomeriza¢do e¢ contém sitios de ligacdo aos receptores
inibitorios; e o dominio C concentra regides regulatorias importantes. Estudos recentes propdem que a
formagdo de filamentos flexiveis de gefirina constitui uma base molecular para sua organizagdo nas
densidades pos-sinapticas inibitorias. Elaborag@o propria com base em Kasaragod e Schindelin (2018) e

Macha et al. (2025).

A organizacao supramolecular da gefirina favorece a formagao de agrupamentos
poOs-sindpticos que funcionam como plataformas moleculares, aumentando a
concentragdo e restringindo a mobilidade lateral dos receptores inibitdrios em regides
especificas da membrana. Alteragdes no nimero, no tamanho, na distribuicdo e na
estabilidade desses agrupamentos podem modificar a disponibilidade sindptica dos
receptores e influenciar a transmissao inibitoria e a excitabilidade neuronial (Tyagarajan
e Fritschy, 2014; Groeneweg et al., 2018).

A presenca de um agrupamento de gefirina, contudo, ndo equivale
necessariamente a existéncia de uma sinapse inibitoria funcional. Algumas sinapses
GABA¢érgicas apresentam pouca ou nenhuma gefirina detectdvel, dependendo do tipo
celular, da localizagdo subcelular e da composi¢do dos receptores. Do mesmo modo,
alteracdes na imunorreatividade para gefirina ndo demonstram, isoladamente, mudancas
na liberacdo de GABA, na atividade dos interneurdnios ou na amplitude das correntes

poOs-sindpticas inibitorias. A identificagdo funcional dessas alteragdes exige medidas
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complementares, como registros eletrofisioldgicos e colocalizagdo com marcadores pré e
pOs-sinapticos.

Além dos receptores GABAA, a gefirina exerce papel particularmente importante
na estabilizacdo dos receptores de glicina, sobretudo na medula espinhal, no tronco
encefalico e em circuitos envolvidos no processamento sensorial e no controle motor
(Lynch, 2004; Choii e Ko, 2015; Kasaragod e Schindelin, 2018). Em neur6nios maduros,
a ativacdo dos receptores de glicina geralmente aumenta a condutancia ao cloreto e produz
hiperpolarizagdo ou inibigdo por desvio de corrente. O efeito final depende, entretanto,
do gradiente eletroquimico do cloreto, da localizagdo celular e do estdgio de
desenvolvimento neuronial (Zeilhofer et al., 2018).

A interacdo da gefirina com a subunidade B dos receptores de glicina ¢ direta e
apresenta afinidade elevada, sendo fundamental para a organizagdo das sinapses
glicinérgicas. Nos receptores GABAA, a interacdo ¢ mais variavel, depende da
composicao de subunidades e pode envolver outras proteinas reguladoras. Por essa razao,
ndo € correto afirmar que todos os receptores GABAA sejam ancorados obrigatoriamente

pela gefirina (Tretter et al., 2012; Kasaragod e Schindelin, 2018).
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Figura 3. Representagdo esquematica da interacdo diferencial da gefirina com receptores inibitorios. A
subunidade  do receptor de glicina (GlyR) interage diretamente e com elevada afinidade com o dominio E
da gefirina. Nos receptores GABAA, a interagdo com a gefirina ¢ dependente da composi¢do de

subunidades, envolvendo motivos especificos presentes em determinadas subunidades receptoras e
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apresentando afinidades distintas. Fonte: elaboragdo propria com base em Tretter et al. (2012), Choii e Ko

(2015) e Kasaragod e Schindelin (2018).

A gefirina integra uma rede molecular que inclui colibistina, neuroligin-2, neurexinas e
outras proteinas associadas a organizagao das sinapses inibitdrias. A colibistina contribui
para o recrutamento e a estabilizagdo da gefirina junto @ membrana pds-sinaptica por meio
de interagdes com a propria gefirina e com fosfoinositideos da membrana. A neuroligin-2,
por sua vez, atua como molécula de adesdo pds-sinaptica e interage transinapticamente
com neurexinas presentes no terminal pré-sindptico, contribuindo para o alinhamento e a
maturacdo das especializagdes pré e pos-sinapticas.

A participacdo dessas moléculas varia de acordo com o tipo de sinapse e o
contexto celular (Poulopoulos et al., 2009; Soykan et al., 2014; Tyagarajan e Fritschy,
2014).

ooooo

No contexto da exposi¢do aos opioides, a relacdo entre morfina e gefirina constitui
uma hipotese biologicamente plausivel, embora ainda pouco investigada diretamente.
Considerando os efeitos dos receptores p-opioides (MOR) sobre a organizagdo funcional
dos circuitos GABAérgicos e dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA), torna-se
relevante examinar se a exposicdo a morfina ¢ acompanhada por alteragdes em
componentes poOs-sindpticos inibitdrios, entre os quais se destaca a gefirina (Johnson e
North, 1992; Matsui et al., 2014).

Esse mecanismo ndo deve ser interpretado como consequéncia de um aumento
uniforme da atividade dopaminérgica. A VTA apresenta ampla heterogeneidade celular e
conectiva, e os efeitos dos opioides dependem da populacdo neuronal, da origem das
aferéncias, do alvo de projecdo, da duragao do tratamento e da historia de exposigao.
Diferentes aferéncias GABAérgicas que convergem sobre neurdnios dopaminérgicos
apresentam sensibilidades distintas a ativacao dos receptores p-opioides, demonstrando que
a a¢ao dos opioides ocorre de maneira especifica para cada circuito (Matsui et al., 2014). A
exposicao repetida também pode produzir adaptagdes persistentes na transmissao
GABA¢érgica, glutamatérgica e dopaminérgica do sistema mesocorticolimbico, envolvendo
regides como o cortex pré-frontal medial (CPFm), o nucleo accumbens (NAc) e a VTA
(Koob e Volkow, 2016; Hearing, 2019).

Uma possivel ligacdo entre essas neuroadaptagdes e a gefirina envolve alteracdes

na propria transmissao GABAérgica. A ativacdo dos receptores p-opioides modifica a



31

atividade de aferéncias GABAérgicas na VTA e, apos exposicao repetida, pode produzir
adaptacdes na liberagdo de GABA e nos mecanismos intracelulares associados a essas
sinapses (Madhavan et al., 2010; Matsui et al., 2014). Mudancas persistentes na atividade
inibitoria podem, por sua vez, desencadear respostas homeostaticas pos-sinapticas,
potencialmente modificando a disponibilidade, a estabilidade ou a distribui¢do da gefirina.
Essa possibilidade deve ser compreendida como uma hipdtese mecanistica, uma vez que
nao demonstra uma acao direta da morfina sobre essa proteina.

Outro mecanismo potencial envolve a via ERK/MAPK. A gefirina é uma
fosfoproteina cuja estabilidade e organizagdo pos-sinaptica sao reguladas por modificagdes
pos-traducionais. A ERK pode fosforilar a gefirina no residuo Ser268, enquanto a GSK3[
atua sobre o residuo Ser270. Essas modificagdes participam do controle da organizagdo da
gefirina nas especializagdes pos-sinapticas e da plasticidade das sinapses GABAérgicas
(Tyagarajan et al., 2011; Tyagarajan et al., 2013). Essa via torna-se particularmente
relevante no contexto da exposicdo aos opioides porque a morfina pode modificar a
atividade de ERK de maneira dependente da regido cerebral, da duragdo da exposi¢do e do
regime de tratamento. Alteracdes de ERK foram descritas no NAc e em outras estruturas
relacionadas a recompensa apos tratamentos agudos e repetidos com morfina (Muller e
Unterwald, 2004). Assim, a modulacao dessa cascata representa uma possivel via indireta
pela qual a exposi¢do a morfina poderia influenciar a organizagdo pds-sinaptica da gefirina.

A sinalizagdo envolvendo Akt e GSK3f constitui outra possibilidade mecanistica.
A GSK3p participa diretamente da regulacdo da gefirina por meio da fosforilagdo da
Ser270, influenciando sua organiza¢ao nas especializagdes pds-sindpticas inibitdrias.
Alteragdes dessa via podem modificar a densidade dos agrupamentos de gefirina e estdo
associadas a mudangas funcionais na transmissdo GABA¢érgica (Tyagarajan et al., 2011). A
morfina, por sua vez, pode modificar a sinalizagao de Akt de maneira dependente do padrao
de exposi¢dao. Muller e Unterwald (2004) demonstraram diferencas na fosforilagdo de Akt
apods tratamentos agudo e cronico com morfina, inclusive no NAc. Como Akt participa da
regulacdo da atividade da GSK3p, alteragdes nesse eixo representam uma possibilidade
biologicamente plausivel de ligagdo entre a exposicao repetida a morfina e a regulagao
molecular da gefirina. Entretanto, a sequéncia causal morfina—Akt/GSK3p—gefirina ainda
ndo foi diretamente demonstrada nesses circuitos.

A proteolise dependente de Ca** também pode contribuir para a remodelagdo da
gefirina. A calpaina-1, uma protease dependente de Ca*', participa da regulagdo da

quantidade de gefirina disponivel nas especializagdes pds-sinapticas. Além disso, o estado
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de fosforilacdo da proteina pelas vias ERK e GSK3p influencia sua susceptibilidade a
protedlise, estabelecendo uma interagdo entre atividade neuronal, sinalizagdo intracelular e
estabilidade do scaffold inibitério (Tyagarajan et al., 2011; Tyagarajan et al., 2013). Dessa
maneira, alteragdes persistentes da atividade neuronal e das cascatas intracelulares
decorrentes da exposicao repetida a morfina poderiam modificar indiretamente o equilibrio
entre estabilizacdo, redistribuicdo e degradacdo da gefirina. Contudo, uma reducdo da
imunorreatividade ndo permite determinar isoladamente se ocorreu aumento da degradagao
proteica.

Também deve ser considerada a relagao funcional entre a gefirina e os receptores
GABA_A. A gefirina atua como importante proteina de ancoragem e organizagdo de
determinadas populagdes desses receptores nas especializacdes pos-sindpticas inibitorias.
Modificagdes persistentes da atividade GABAérgica podem, portanto, favorecer um
remodelamento coordenado entre receptores GABA A, proteinas de ancoragem e
componentes associados ao citoesqueleto pos-sindptico. Nesse cenario, alteragdes na
imunorreatividade para gefirina poderiam representar uma resposta estrutural ou
homeostatica das especializagdes inibitorias as modificacdes da atividade dos circuitos
produzidas pela exposi¢ao repetida a morfina.

A partir desses mecanismos, pode-se considerar que os efeitos da morfina sobre a
gefirina sejam predominantemente indiretos e dependentes das neuroadaptagdes
desencadeadas pela exposi¢do a droga. A modulagio da atividade GABA¢érgica, associada
as alteragdes das vias ERK/MAPK e Akt/GSK3[ e aos mecanismos dependentes de Ca?" e
calpaina, oferece possiveis rotas moleculares para mudancas na fosforilagao, estabilidade e
distribuicdo da gefirina. Além disso, quando a administragdo da morfina ocorre
repetidamente em associagcdo com um contexto especifico, essas adaptacdes podem integrar
processos de plasticidade relacionados a formagdo e manutengao das associagdes droga-
contexto. Nesse sentido, diferengas entre condigdes de exposi¢ao associada e ndo associada
ao contexto podem refletir ndo apenas os efeitos farmacologicos da morfina, mas também
neuroadaptacdes decorrentes da experiéncia condicionada.

Apesar dessa plausibilidade, as evidéncias disponiveis ndo permitem afirmar que a
morfina modifique necessariamente a oligomerizagdo da gefirina ou seus agrupamentos
pos-sindpticos no CPFm, NAc ou VTA. Tampouco ¢ adequado apresentar alteragdes da
gefirina como mecanismo estabelecido da sensibilizagdo locomotora, da extingdo ou da
recuperacdo de respostas associadas aos opioides. A relacdo deve, portanto, permanecer

como uma questdo experimental: considerando que a exposicao repetida a morfina produz
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adaptacdes persistentes nos circuitos GABAérgicos e que a gefirina participa da
organizagdo pos-sinaptica inibitdria, torna-se pertinente investigar se a indugao e a extingao
da resposta locomotora condicionada sao acompanhadas por alteragdes na distribuicao,
densidade e intensidade da imunorreatividade para gefirina.

Nesse contexto, a imuno-histoquimica cromogénica para gefirina permite avaliar
aspectos da distribuicdo regional, densidade e intensidade dos perfis imunorreativos. Uma
redugao desses parametros pode ser compativel com menor disponibilidade da proteina ou
com modifica¢des em sua organizagado regional, enquanto um aumento pode refletir maior
imunorreatividade, recrutamento molecular ou respostas compensatorias. Essas
interpretagdes, entretanto, devem ser feitas com cautela, pois a marcagdo isolada ndo
permite distinguir entre sintese, degradacao, redistribuicao subcelular ou modificagdes pos-
traducionais da gefirina.

Além disso, os agrupamentos moleculares de gefirina apresentam dimensoes
submicrométricas e ndo podem ser individualizados com seguranga pela microscopia de
campo claro convencional. Consequentemente, depdsitos ou perfis imunorreativos
identificados pela reagdo com DAB nao devem ser considerados automaticamente clusters
sindpticos individuais. A demonstracdo de modificagdes especificas na organizagdo de
clusters ou na fungdo GABAérgica exigiria abordagens complementares, incluindo
microscopia confocal ou de super-resolucdo, colocalizagdo com marcadores sinapticos e
registros eletrofisiologicos (Specht et al., 2013).

Dessa forma, a andlise da gefirina no CPFm, NAc e VTA oferece uma estratégia
para investigar possiveis neuroadaptagdes das especializagdes poOs-sinapticas inibitorias
associadas a exposi¢do repetida a morfina e a experiéncia condicionada. As alteragdes
identificadas podem fornecer evidéncias de remodelamento da organizacdo regional da
imunorreatividade para gefirina, sem que isso implique, isoladamente, mudancgas
equivalentes no numero de sinapses inibitérias ou na funcdo GABAérgica. Essa
interpretagdo preserva os limites metodologicos da imuno-histoquimica e, a0 mesmo
tempo, permite relacionar os resultados as adaptacdes moleculares e circuitais produzidas

pela exposicao repetida aos opioides.



34

3 HIPOTESE

A associacdo entre a morfina e o contexto ambiental produzird uma resposta
locomotora condicionada e sensibilizada dependente do contexto, acompanhada de uma
diminui¢do na complexidade dendritica dos neurdnios espinhosos médios do NAc e
diminui¢cdo na imunorreatividade para gefirina no NAc, VTA e PFC. Adicionalmente,
pressupoe-se que o procedimento de extingdo atenuard a expressao comportamental dessa
sensibilizacdo sem reverter a retracao dendritica estrutural; contudo, impulsionara novas
adaptagdes moleculares, caracterizadas pelo aumento na densidade de gefirina decorrente
da consolidagcdo de uma aprendizagem inibitdria. Por fim, projeta-se que o desafio com
morfina restabelecera a sensibilizagdo locomotora no grupo com histérico de associagao

droga-ambiente, o que sera acompanhado pelo incremento na densidade de gefirina.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos da extingdo de uma resposta condicionada e sensibilizada induzida
por morfina sobre alteracdes comportamentais, complexidade dendritica neuronal e

organiza¢do da imunorreatividade para gefirina em ratos.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a sensibilizacao locomotora induzida pela morfina associada ao contexto
experimental.

e Avaliar a extin¢ao da resposta locomotora condicionada induzida pela morfina.

e Avaliar a recuperacdo da resposta locomotora apos re-exposi¢ao a morfina.

e Avaliar a complexidade dendritica e a densidade de espinhos dendriticos no
nucleo accumbens por meio da técnica de Golgi-Cox.

e Avaliar a imunorreatividade para gefirina no cortex pré-frontal, nicleo accumbens

e area tegmental ventral.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais
Foram utilizados ratos machos Wistar albinos provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), pesando entre 200 e
300 g no inicio dos experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
plastico (25 x 18 x 17 cm), sob temperatura controlada de 22 + 2 °C, ciclo claro/escuro
de 12/12 h, com livre acesso a agua e ragao durante todo o periodo experimental.

Os experimentos foram realizados entre 8h e 12h. Com o objetivo de minimizar
possiveis efeitos do estresse relacionado ao manejo, todos os animais foram submetidos
ao procedimento de handling durante sete dias consecutivos antes do inicio dos
experimentos, permanecendo em manipulacdo diaria por aproximadamente cinco
minutos.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os
principios éticos para experimentacio animal adotados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA/UENF — Protocolo n°® 461).

5.2 Farmacos
Foi utilizado sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia, Brasil), administrado na
dose de 10 mg/kg por via subcutanea (sc). A solugao salina fisioldgica (NaCl 0,9%) foi

utilizada como veiculo (sc). O volume de administragcdo foi padronizado em 1 ml/kg.

5.3 Ambiente experimental comportamental

Os experimentos comportamentais foram realizados em modelo de campo aberto
utilizando quatro salas experimentais independentes, contendo iluminagdo vermelha,
temperatura controlada (22 £ 2 °C) e ruido branco produzido por ventilador para
padronizagdo sonora ambiental.

Cada sala continha uma arena quadrada medindo 60 x 60 x 45 cm, com paredes e
assoalho pintados na cor preta. Para registro da atividade locomotora foram utilizadas
cameras posicionadas aproximadamente 60 cm acima das arenas, acopladas a
computadores contendo o software EthoVision (Noldus), responsavel pela quantificagao

da distancia percorrida (m).
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5.4 Procedimentos comportamentais gerais

5.4.1 Fase de habituacao

Durante a fase de habituagdo, os animais receberam solugdo salina fisiologica
(NaCl 0,9%, sc) e foram imediatamente colocados na arena experimental por 30 minutos
durante trés dias consecutivos. A atividade locomotora foi registrada durante todo o
periodo experimental.

O objetivo dessa fase foi reduzir respostas comportamentais relacionadas a

novidade ambiental e permitir adaptagdo dos animais ao contexto experimental.

5.4.2 Fase de induc¢ao

Ap6s a habituagdo, os animais foram submetidos a fase de indu¢do farmacolégica,
na qual receberam veiculo ou morfina associada ou ndo associada ao contexto
experimental.

A diferenga entre os grupos associado e nao associado foi estabelecida pelo local
no qual os animais experimentavam os efeitos farmacoldgicos da morfina.

e VEI: veiculo imediatamente antes da arena e veiculo 30 minutos apds a sessao,
durante a fase de indugao.

e MOR-A: morfina (10 mg/kg, s.c.) imediatamente antes da arena e veiculo 30
minutos apos a sessdo; os efeitos farmacoldgicos ocorreram associados ao
contexto experimental.

e MOR-NA: veiculo imediatamente antes da arena e morfina (10 mg/kg, s.c.) 30
minutos apos a sessdo, na caixa-viveiro; os efeitos farmacoldgicos ndo ocorreram

associados ao contexto experimental.

5.4.3 Fase de extin¢ao

Durante a fase de extingdo, todos os animais receberam veiculo imediatamente
antes da exposicdo a arena experimental durante cinco minutos. Apds a sessdo
locomotora, os animais retornaram a caixa-viveiro. Essa fase teve como objetivo
promover a aprendizagem de extingcdo e reduzir a expressdao da resposta locomotora

condicionada e sensibilizada a morfina.

5.4.4Teste Final
No teste final, os animais foram subdivididos em grupos tratados com veiculo ou

morfina imediatamente antes da exposicao a arena experimental. O objetivo dessa fase
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foi avaliar possiveis respostas relacionadas a recuperagdo da sensibilizagdo locomotora e
a reativagcdo da memoria droga-contexto.

A tabela 1 apresenta a linha temporal do procedimento experimental geral.

Tabela 1: Linha temporal do procedimento experimental.

Dias 1 \2|3 4[5|6|7]8 9\10]11|12[13 14
Habituacao Inducédo Extincao Teste
Final

5.5 Experimento 1 - Exposicdo aguda a morfina

O experimento agudo avaliou os efeitos de uma unica administracdo de morfina
sobre a atividade locomotora, a morfologia dendritica do nucleo accumbens e a
imunorreatividade para gefirina. Apds trés dias de habituacdo, os animais receberam
veiculo (VEI-1) ou morfina (MOR-1; 10 mg/kg, s.c.) imediatamente antes de uma sessao
de cinco minutos na arena. A atividade locomotora foi registrada pelo sistema EthoVision.
Ap0s o teste, os animais foram destinados a coleta tecidual. Para cada analise histologica,
foram utilizados oito animais por grupo (n = 8). A figura 4 apresenta a linha temporal

desse experimento.

Dias 1|23 4 Eutanasia
Fase de Tratamento Golgr-Cox
Habituagao Gefirina

Figura 4 - Linha temporal do experimento 1. Representagdo esquemadtica do protocolo experimental,
composto por trés dias de habituagdo (dias 1 a 3), seguidos pelo tratamento no dia 4. Ap6s o procedimento
experimental, os animais foram submetidos a eutanasia para coleta do tecido e posterior processamento pelas

técnicas de Golgi-Cox e imuno-histoquimica para gefirina.

5.6 Experimento 2 - Desenvolvimento de uma resposta locomotora sensibilizada

O experimento de indugdo avaliou os efeitos da sensibiliza¢do locomotora sobre
a morfologia dendritica e a imunorreatividade para gefirina. Apds trés dias de habituagao,
os animais foram submetidos a cinco dias de indugdo e distribuidos nos grupos VEI-I,
MOR-NA-I e MOR-A-I, conforme o pareamento entre tratamento e contexto descrito

anteriormente. Ao término do quinto dia, foram realizados a coleta tecidual e os
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procedimentos histologicos. Para cada analise histologica, foram utilizados oito animais

por grupo (n = 7). A Figura 5 apresenta a linha do tempo e os grupos desse experimento.

Fase de Habituagdo \

Fase de Indugao

30 min/dia

(s.c.)

30 min depois
(s.c.)

Dias 4-8 (repetigdo diéria do protocolo)

1

Golgi-Cox
Imunohistoquimica
(Gefirina / GPHN)

Dias — Eutanasia
1 2 3 4 5 | s 7 8
|
i
i o
! e 1)
! —— Sk
i —> - | | —» —
i _on |
. R

Procedimentos E Ry ” | Eutanasia/Perfusio

! Tn.'atarv?ento Arena Retorno a Aguardar ra’tamento Coleta do.cérabro
Habituagao na caixa I imediato Binin PR 30 min pés-arena

i
i
i
i
i
i

W VEI-I: véiculo (salina)
M MOR-NA-I: morfina nio associada (administracdo apds arena)

B MOR-A-I: morfina associada (administragdo antes da arena)

« s.c.: subcutanea; Salina: solugdo fisiolégica 0,9%; Morfina: 10 mg/kg (exemplo).
*Otr € administrado
administrado 30 min apés a exposigao a arena.

antes da arena, e o segundo tratamento é

} Fase de inducio =
- — —— —— = —— — = ——— - Eutanasia
Dias 1-4 | 5° Dia
Grupos T
Tratamento imediato Arena a Tratamento pés-arena Tratamento imediato Arena
(ao colocar na arena) (5 min) (30 min depois) (ao colocar na arena) (5 min)
VEI-I Salina (s.c.) Arena Salina (s.c.) Salina (s.c.) Arena Golgi-Cox

: | - 4 ; + - Imunohistoquimica
’ MOR-NA-I | Salina (Sf.) | Arena - Morfina (19 mg/kg, s.c.) ! Salﬁma (s.c.) | Arja | (Gefirina/ GPHN)
‘ MOR-A-| Morfina (10 mg/kg, s.c.) Arena Salina (s.c.) | Morfina (10 mg/kg, s.c.) Arena
L L 1 =

Figura 5 - Os animais foram inicialmente submetidos a trés dias de habituagdo, seguidos por cinco dias de
indugdo. Durante a fase de indugéo, os animais receberam salina ou morfina (10 mg/kg, s.c.) imediatamente
antes da exposi¢do a arena, de acordo com o grupo experimental. Apds a avaliagdo comportamental na arena
(5 min), os animais retornaram a caixa-viveiro e, 30 min depois, receberam salina ou morfina conforme o
protocolo. O grupo VEI-I recebeu salina antes e ap6s a arena; o grupo MOR-NA-I recebeu salina antes da
arena ¢ morfina 30 min apos a exposi¢ao; e o grupo MOR-A-I recebeu morfina imediatamente antes da arena
e salina 30 min depois. No quinto dia de inducdo, apds a Ultima exposicdo a arena, os animais foram
destinados a perfusdo e coleta do encéfalo para analise da plasticidade dendritica por Golgi-Cox e avaliagdo
imunohistoquimica de gefirina (GPHN). VEI-I: veiculo; MOR-NA-I: morfina ndo associada ao contexto;

MOR-A-I: morfina associada ao contexto; s.c.: via subcutinea.

5.7 Experimento 3 - Extin¢ao da resposta locomotora condicionada e sensibilizada
O experimento de extingdo avaliou a redugdo da resposta locomotora
previamente sensibilizada e condicionada, bem como as alteragdes dendriticas e de
imunorreatividade para gefirina apos a aprendizagem de extingdo. Apds trés dias de
habitua¢ao e cinco dias de inducao, os animais foram submetidos a cinco sessdes de
extingdo, nas quais receberam veiculo antes da arena, retornaram a caixa-viveiro e 30 min
pos-arena. Para cada andlise histologica, foram utilizados oito animais por grupo (n = 7).

A figura 6 apresenta a linha do tempo e os grupos desse experimento.
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Grupos do Experimento 3

Fase de Indugao (5 dias) Fase de Extingao (5 dias) Eutanasia
Tratamento imediato Arena Retorno a Tratamento imediato Arena Retorno a o
Grupos (a0 colocar na arena) (5 min) caixa-viveiro (a0 colocar na arena) (5 min) caixa-viveiro G
/ f 1~ ﬂ % Perfusio e coleta
\ m do encéfalo
VEI-E Salina (s.c.) Arena Salina (s.c.) Salina (s.c.) Arena Golgi-Cox
Imunohistoquimica
MOR-NA-E Salina (s.c.) Arena Morfina (10 mg/kg, s.c.) Salina (s.c.) Arena (Gefirina / GPHN)
MOR-A-E | Morfina (10 mg/kg, s.c.) Arena Salina (s.c.) Salina (s.c.) Arena

VEI-E: veiculo (salina); MOR-NA-E: morfina nio associada (administragiio apés arena); MOR-A-E: morfina associada (administragiio antes da arena).

VEI-E: salina 0,9% (s.c.); MOR: morfina 10 mg/kg (s.c.).

Linha do tempo experimento 2.

Fase de Habituacao
(3 dias)

Fase de Indugao
(5 dias)

(pds-arena: salina ou morfina conforme o grupo)

Fase de Extingao
(5 dias)

(retorno & caixa-viveiro sem tratamento)

Diasillzls 4l5|6|7|8 9||o|n||2l|3 Eutanisia
a /ac /rea-g |2

do encéfalo

Golgi-Cox
Imunohistoquimica
(Gefirina / GPHN)

Tratamento imediato

Arena el Retorno a
(5 min) \d caixa-viveiro

(a0 colocar na arena)

Figura 6. Delineamento experimental da fase de extingdo da sensibilizacdo locomotora induzida pela
morfina. Os animais foram submetidos a trés dias de habituagdo, seguidos por cinco dias de indugédo e cinco
dias de extin¢do. Ao término da fase de extingdo, os animais foram submetidos a perfusdo e coleta do
encéfalo para andlise da plasticidade dendritica por Golgi-Cox e avaliagdo imunohistoquimica de gefirina
(GPHN). VELI: veiculo; MOR-NA-E: morfina nio associada ao contexto; MOR-A-E: morfina associada ao

contexto; s.c.: via subcutanea.

5.8 Experimento 4 Efeito do desafio com morfina sobre a resposta locomotora
sensibilizada previamente extinta e sobre a expressao da gefirina

O experimento de teste final avaliou a expressdao da sensibilizacdo apds a
aprendizagem de extingdo e as alteragdes na imunorreatividade para gefirina. Apds
habituacdo, inducdo e extin¢do, os animais foram subdivididos metade dos animais de
cada grupo recebeu morfina e a outra metade recebeu veiculo, originando os grupos
VEI/VEI, VEI/MOR, MOR-NA/VEI, MOR-NA/MOR, MOR-A/VEI ¢ MOR-A/MOR.
Para a analise histologica, foram utilizados oito animais por grupo (n = 7). A figura 7

apresenta a linha do tempo e os grupos desse experimento.
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Grupos do Experimento 4

DELINEAMENTO Fase de Indugio (5 dias) Fase de Extingio (5 dias) Teste Final (1 dia) —
EXPERIMENTAL Tratamento Tratamento Tratamento coleta tecidual
imediato Arena Retorno & imediato Arena Retorno imediato Arena
‘ GI‘UPOS (a0 colocar (5 min) caixa-viveiro (a0 colocar (5 min) caixa-viveiro (a0 colocar (5 min)
O experimento foi composto por: na arena) 0 arens) 0a arens) @

| o e
* Fase de habituago (3 dias); / n f ) / n [~ / n

* Fase de indugo (5 dias);

Retorno & Salina (s.c.) ou

VEI Salina (s.c. Arena Salina (sc) | Salina(s.c) Arena gt ooy o BN Arena Golgi-Cox
* Fase de extingdo (5 dias); I histoquimi
Ret i Salina (s.c.) o L
MOR-NA | Salina (s.c.) Arena  |Morfina (10mg/kg,sc)| Salina (s.c.) Arenn eomes Ao i) 08 AT (Gefirina / GPHN)
o Toste fioak caixa-viveiro | Morfina (10 mg/kg, sc)
. o Retorno a Salina (s.c.) ou
»herknboe colets tecihml MOR-A  |Morfina (10 mg/kg, sc.) Arena Salina (s.c.) Salina (s.c.) Arena Gibinesbrbro Mocfina (10 mg/kg, ) Arena
VEL veiculo (salina); MOR-NA: morfina nio associada (administragio aps arena); MOR-A: morfina associada (administragio antes da arena).
‘ VEI: salina 0,9% (s.c.); MOR: morfina 10 mg/kg (s.c.).
Linha do tempo experimento 2.
Dias |-|[2|3 4 I 5 I 6 I 7 | 8 9 ||olu||2|13 14 Perfusio
S T Teste Final
=, Il ~ R /- e
Tratamento  prena Perfusio e
? ituaci 3 imediato: (5 min) coleta do
Fase de Habituagio Fase de Indugio Fase de Extingio Salina (s) 3 encéfalo
(3 dias) (5 dias) (5 dias) = Golgi-Cox
’ n " Imunohistoquimica
(pés-arena: salina ou morfina conforme o grupo) (retorno & caixa-viveiro sem tratamento) ::;]r:;ulu‘«) (Gefrina / GPHN)
- rA——. VEI/VEL: indugioVEI = teste salina MOR-NA/}[OR: indugio MOR-NA = teste morfina
Teste Final VEI/MOR: indugio VEI = teste morfina MOR-A/VEL:  indugioMOR-A = teste salina
WL MOR-NA/VEL: indugio MOR-NA ~ testesalina ~ MOR-A/MOR: indugio MOR-A = teste morfina

Tratamento imediato Arena Retorno & 2 .
% " N s.¢.: via subcutinea
(a0 colocar na arena) (5 min) caixa-viveiro

Figura 7. Delineamento experimental do Teste Final e Recuperagdo da Resposta Condicionada. Apds trés
dias de habituagédo, os animais foram submetidos a cinco dias de indug¢do e cinco dias de extingdo. No teste
final, cada grupo foi subdividido de acordo com o tratamento administrado imediatamente antes da arena,
originando seis subgrupos: VEI/VEI, VEI/MOR, MOR-NA/VEI, MOR-NA/MOR, MOR-A/VEI e MOR-

A/MOR. Apés o teste, os animais foram submetidos a perfusdo e coleta do encéfalo para analise da
plasticidade dendritica por Golgi-Cox e avaliagdo imunohistoquimica de gefirina (GPHN). VEI: veiculo
(salina 0,9%); MOR: morfina (10 mg/kg); MOR-NA: morfina ndo associada ao contexto; MOR-A: morfina

associada ao contexto; s.c.: via subcutanea.

5.9 Perfusao e coleta tecidual
Ao término dos protocolos experimentais, os animais foram profundamente

anestesiados com uretana a 20% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA; 1,5 g/kg, i.p.).
Posteriormente, os animais destinados a andlise imuno-histoquimica para gefirina foram
submetidos a perfusdo transcardiaca utilizando inicialmente 100 mL de solucdo salina
fisiologica gelada (4-10 °C), seguida por 200 mL de paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato (0,1 M; pH 7,4), também gelado.

Ap0s a perfusio, os encéfalos foram removidos e pds-fixados em paraformaldeido
4% por aproximadamente 24 horas (overnight) a 4 °C. Em seguida, os tecidos foram
lavados em tampao fosfato de Sorenson 0,4 M (PBS), com trés trocas sucessivas de 20

minutos cada, para remocao de residuos do fixador. Posteriormente, os encéfalos foram
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submetidos a crioprote¢do em solu¢do de sacarose 20% até completo afundamento do
tecido.

Os animais destinados a técnica de Golgi-Cox nao foram perfundidos. Apods
anestesia profunda, os encéfalos foram removidos cuidadosamente e imediatamente

imersos na solu¢do de Golgi-Cox para impregnacao neuronal.

5.10 Técnica de Golgi-Cox

Para investigacao das alteragdes relacionadas a plasticidade dendritica neuronal,
foi utilizada a técnica histologica de Golgi-Cox, amplamente reconhecida como uma das
metodologias mais confidveis para visualizagdo da arboriza¢do dendritica e da morfologia
de espinhos dendriticos (Kang et al., 2017). Essa técnica permite impregnagdo completa
e aleatéria de neurdnios individuais, apresentando baixa interferéncia de estruturas de
fundo e possibilitando andlise detalhada da arvore dendritica em sua totalidade (Kolb e
McClimans, 1986; Spiga et al., 2011).

O procedimento experimental foi realizado com base no protocolo descrito por
Zhong et al. (2019), com adaptacdes metodoldgicas previamente descritas na literatura
(Risher et al., 2014).

Ap6s remocao dos encéfalos, os tecidos foram imediatamente imersos em solugdo
de Golgi-Cox composta por dicromato de potassio 5%, cloreto de mercurio 5% e cromato
de potassio 5%, ajustada para pH 6,5. Os encéfalos permaneceram inicialmente por 48
horas na solucao e posteriormente foram transferidos para solugdo fresca de Golgi-Cox,
onde permaneceram por 14 dias no escuro, visando redugdo da coloragao de fundo e
impregnacdo homogénea dos neuronios.

Apos o periodo de impregnagao, os tecidos foram submetidos a crioprotecdo em
sacarose 30% em PBS por 2 a 3 dias. Em seguida, os encéfalos foram seccionados em
cortes coronais de 100 um utilizando criostato. Para evitar fissuras teciduais durante o
corte, os encéfalos e laminas foram mantidos em temperaturas aproximadas de —3 °C e
—13 °C, respectivamente.

Os cortes foram montados em laminas previamente gelatinizadas e submetidos ao
protocolo de desenvolvimento descrito por Kolb e McClimans (1986). As sec¢des foram
incubadas em hidréxido de amonia por 30 minutos, seguidas de incubagdo em tiossulfato
de sodio 5% por 10 minutos. Posteriormente, os cortes foram desidratados em séries
crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e montados com DPX Mountant for

Histology (Sigma-Aldrich®).
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As andlises morfologicas foram realizadas no nucleo accumbens, regido

relacionada a recompensa, 8 memdoria associativa e ao controle comportamental.

5.11 Imuno-histoquimica para gefirina (GPHN)
Para investigacdo da expressdo e distribui¢do da proteina gefirina (GPHN),

componente fundamental da densidade pos-sinaptica de sinapses inibitdrias, foi utilizada
a técnica de imunohistoquimica em campo claro utilizando 3,3'-diaminobenzidina (DAB)
como cromoégeno (Fritschy et al., 2008; Tyagarajan e Fritschy, 2014).

Ap6s perfusao e pos-fixagdo, os encéfalos foram crioprotegidos em sacarose 30%
em PBS até completo afundamento do tecido. Posteriormente, os tecidos foram
seccionados em cortes coronais seriados de 30—40 um utilizando criostato.

As seccOes foram inicialmente lavadas em PBS ¢ incubadas em solugao de
perdxido de hidrogénio (H20:) a 0,3% para bloqueio da atividade endogena da peroxidase.
Em seguida, os cortes foram incubados em solu¢do bloqueadora contendo soro normal e
Triton X-100 para reducdo de ligagdes inespecificas e permeabilizagio tecidual.

Posteriormente, as sec¢des foram incubadas com anticorpo primadrio anti-gefirina
(GPHN) diluido em solugao tampao por periodo overnight sob refrigeracdo e agitagao
leve. Apods lavagens sucessivas em PBS, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario biotinilado, seguidos pela aplicacdo do complexo avidina-biotina-peroxidase
(ABC).

A revelagdo da imunorreatividade foi realizada utilizando solucdo de DAB,
resultando em precipitado marrom insoluvel nos locais de expressao da gefirina. Apds o
desenvolvimento cromogénico, os cortes foram contracorados com hematoxilina,
desidratados em séries crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e montados com
DPX.

A andlise da imunorreatividade para gefirina foi realizada em campo claro
utilizando imagens obtidas em microscopia Optica. As imagens foram processadas no
software Fiji/ImagelJ utilizando o plugin Colour Deconvolution para separagao cromatica
do DAB e hematoxilina.

A densidade da marcacao imunorreativa para gefirina foi quantificada em regides
de interesse (ROI) padronizadas, calculando-se a razdo entre o numero de perfis
imunorreativos detectados e a area da ROI. Cada animal contribuiu com uma tUnica
medida por regido cerebral analisada, evitando pseudorrepeticdo e garantindo

independéncia estatistica dos dados.
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5.12 Analise estatistica
Antes dos testes de hipdtese, a normalidade das distribuigcdes e a homogeneidade

das variancias foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
No experimento agudo, a distancia total percorrida, o comprimento dendritico total, a
densidade de espinhos e a densidade regional de marcagdo para gefirina foram
comparados entre VEI-1 e MOR-1 por testes t para amostras independentes. A andlise de
Sholl foi avaliada por ANOVA de medidas repetidas de dois fatores, considerando a
distdncia radial como fator intrassujeitos € o grupo de tratamento como fator
entressujeitos. Nas fases de inducdo e extingdo, os perfis didrios de atividade locomotora
foram avaliados por ANOVAs de medidas repetidas de dois fatores, com os dias
experimentais como fator intrassujeitos € o grupo como fator entressujeitos. As medidas
obtidas em um tnico momento, incluindo comprimento dendritico total, densidade de
espinhos e densidade regional de marcacdo para gefirina, foram analisadas por ANOVAs
de uma via. A complexidade das ramifica¢des dendriticas obtida pela andlise de Sholl foi
avaliada por ANOVA de medidas repetidas de dois fatores (distancia radial x grupo). No
teste final, a atividade locomotora e a densidade regional de marcagdo para gefirina nos
seis grupos foram analisadas por ANOVAs de uma via. Quando foram detectados efeitos
principais ou interagdes significativas, realizaram-se comparagdes pareadas com corre¢ao
de Bonferroni. O nivel de significancia foi estabelecido a priori em p < 0,05. Os dados

sdo apresentados como média + erro-padrdao da média (EPM).

6 RESULTADOS

6.1 Exposicao aguda a morfina

A figura 8 apresenta a atividade locomotora apds a administracdo aguda de
morfina e veiculo. O teste t para amostras independentes mostrou que a administragao
aguda de morfina reduziu significativamente a distancia percorrida em comparacao ao
veiculo [t (30) =5,10; p <0,01].

A figura 9 apresenta o efeito da injecdo aguda de morfina sobre a complexidade
dendritica. O teste t para amostra independente mostrou que nao houve diferencas entre
VEI-1 e MOR-1 na densidade de espinhos (Fig. 9A) [t (78) = 0,63; p > 0,05] ¢ no
comprimento dendritico total (Fig. 9B) [t (78) = 0,05; p > 0,05]. Na analise de Sholl (Fig.
9C), a ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve efeito da distancia radial [F
(14,1092) = 34,20; p < 0,01], sem efeito de grupo [F (1,78) = 2,53; p > 0,05] e sem
interacao grupo x distancia radial [F (14,1092) = 0,50; p > 0,05]. As figuras 9D, 9E e 9F
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apresentam as fotomicrografias ilustrativas da densidade dendritica, comprimento

dendritico e analise de Sholl dos grupos experimentais, respectivamente.

30 1

"/ /A VEI-1
7777] MOR-1

N
(3}

N
o

-
o

~

DISTANCIA PERCORRIDA (m)
o

(3]

GRUPOS

Figura 8. Efeito da administra¢do aguda de morfina ou veiculo sobre a atividade locomotora. O teste ¢ para
amostras independentes demonstrou que o grupo VEI-1 apresentou maior atividade locomotora que o grupo
MOR-1. ** p <0,01.

A figura 10 apresenta o efeito da administracdo aguda de morfina na densidade da
proteina gefirina. O teste t para amostras independentes mostrou que a densidade de
marcagdo para gefirina foi maior em MOR-1 do que em VEI-1 no NAc (Fig. 10A) [t (14)
=6,42;p<0,01] e na VTA (Fig. 10B) [t (14) = 5,70; p <0,01], mas ndo diferiu no CPFm
(Fig. 10C) [t (14) = 1,63; p > 0,05].

Assim, uma unica exposi¢cao a morfina produziu depressao locomotora inicial e foi
acompanhada por um ripido aumento da densidade de gefirina especificamente em
regides subcorticais do circuito de recompensa, NAc e VTA, sugerindo aumento da
sinalizagdo sindptica inibitoria, sem evidéncias de remodelamento estrutural detectavel

dos dendritos ou espinhos dendriticos no NAc.
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Figura 9. Complexidade dendritica no nticleo accumbens (NAc) apds administracdo aguda de morfina ou

veiculo. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos VEI-1 e MOR-1 na densidade de

espinhos dendriticos (A), no comprimento dendritico total (B) e na analise de Sholl (C). D-F:

Fotomicrografias e reconstrug¢des representativas dos neurénios analisados para a complexidade dendritica

no NAc nos grupos VEI-1 e MOR-1. Barras de escala conforme indicado na figura.
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Figura 10. Densidade de marcagdo para gefirina apos administragdo aguda de morfina ou veiculo no NAc
(A), VTA (B) e CPFm (C). ** p < 0,01 (teste t para amostras independentes). E, G e I: Fotomicrografias
representativas das secgdes utilizadas para a quantificagdo da marcacdo de gefirina no NAc, VTA e CPFm,
respectivamente. D, F e H: Representacdo esquematica do corte coronal encefalico indicando as regides

NAc, VTA e CPFm, respectivamente. Setas indicam marcagio da gefirina. Barras de escala = 100 pm.
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6.2 Inducio da sensibilizacido locomotora dependente do contexto e alteracdes na

plasticidade sinaptica

Figura 11 apresenta a atividade locomotora ao longo de cinco dias consecutivos,
durante sessoes de 5 minutos na arena, nos grupos VEI-I, MOR-A-I ¢ MOR-NA-I. A
ANOVA de medidas repetidas de dois fatores revelou interagao significativa grupo x dias
[F (8, 156)=112,84; p <0,01] e efeito principal significativo de grupo [F (2, 39) =59,10;
p <0,01], mas ndo houve efeito principal significativo de dia [F (4, 156) = 1,52; p > 0,05].
As comparacdes pareadas com ajuste de Bonferroni mostraram que, no dia 1, o grupo
MOR-A-I apresentou menor atividade locomotora que os grupos MOR-NA-I e VEI-I (p
< 0,01). No dia 2, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p >
0,05). Entretanto, do dia 3 ao dia 5, o grupo MOR-A-I apresentou maior atividade
locomotora que os grupos MOR-NA-I e VEI-I (p < 0,01 para ambas as comparagdes).
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos VEI-I e MOR-NA-I em
nenhum dia da fase de indugdo (p > 0,05). As comparagdes parcadas com ajuste de
Bonferroni também revelaram aumento progressivo da atividade locomotora ao longo dos
dias no grupo MOR-A-I, enquanto a atividade locomotora diminuiu nos grupos VEI-I e
MOR-NA-I, particularmente nas comparagdes dos dias 1-2 com os dias 5-6 (p < 0,01).
Os achados indicam o desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental no grupo

MOR-A-I.
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Figura 11. Desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora durante a fase de inducdo. (A) Linha do tempo
marcando em azul a fase de indug@o. (B) Atividade locomotora. Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os
grupos VEI-I, MOR-NA-I e MOR-A-I. Letras sozinhas indicam diferencas dos outros grupo. ** p < 0,01.
+ indica diminui¢ao da locomogao ao longo dos dias para o mesmo grupo experimental. # indica aumento
da locomocao ao longo dos dias para o mesmo grupo experimental (ANOVA por medidas repetidas seguidas
do teste de Bonferroni).
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A figura 12 apresenta a complexidade dendritica no niicleo accumbens (NAc) apds
a fase de inducdo da sensibilizacdo comportamental a morfina. A andlise morfologica
revelou efeito significativo de grupo sobre a densidade de espinhos [F (2,312) = 3,64; p
< 0,02] e sobre o comprimento dendritico total [F (2,102) = 15,0; p <0,01]. A densidade
de espinhos foi maior em VEI-I do que em MOR-A-I, enquanto MOR-NA-I ndo diferiu
dos demais grupos. O comprimento dendritico foi maior em VEI-I do que nos dois grupos
tratados com morfina e maior em MOR-NA-I do que em MOR-A-I. Na analise de Sholl,
foram detectados interacdo grupo x distancia radial [F (28,1428) = 10,80; p < 0,01] e
efeitos principais de distancia radial [F (14,1428) = 80,42; p <0,01] e grupo [F (2,102) =
83,33; p <0,01], com menor complexidade no grupo MOR-A-I.

A figura 13 apresenta o efeito da inducdo de uma resposta locomotora
sensibilizada por morfina na densidade da proteina gefirina. As ANOVAs de um fator
revelaram diferencas significativas na densidade da proteina gefirina (um?) entre os
grupos em todas as regides avaliadas. No NAc (Fig. 13A) [F (2, 20) =13,20; p<0,01], 0
grupo VEI-I apresentou densidade da proteina gefirina significativamente maior que os
grupos MOR-A-I e MOR-NA-I (ambos p < 0,01), sem diferenga significativa entre os
dois grupos tratados com morfina (p > 0,05). Na VTA (Fig. 13B) [F (2, 20) = 6,85; p <
0,01], o grupo VEI-I apresentou densidade de gefirina significativamente maior que o
grupo MOR-A-I (p < 0,05), enquanto ndo foram observadas diferencas significativas
entre VEI-I e MOR-NA-I (p > 0,05) nem entre MOR-A-1 ¢ MOR-NA-I (p > 0,05). De
modo semelhante, no CPFm (Fig. 13C) [F (2, 20) = 5,80; p < 0,05], a densidade de
gefirina foi significativamente maior no grupo VEI-I que no grupo MOR-A-I (p < 0,05),
sem diferencas significativas entre VEI-I e MOR-NA-I (p > 0,05) nem entre MOR-A-I e
MOR-NA-I (p > 0,05). Fotomicrografias representativas das secc¢des utilizadas para a
contagem dos perfis imunorreativos para gefirina no NAc, VTA e CPFm sdo apresentadas
nas Figuras 13D, 13E e 13F, respectivamente.

A administracdo repetida de morfina durante cinco dias induz sensibiliza¢do
comportamental dependente do contexto, acompanhada por retracdo da arborizagdo
dendritica e perda de espinhos dendriticos no NAc, ambas exacerbadas pelo pareamento
com o contexto, juntamente com uma redugdo generalizada de marcadores sinapticos
inibitorios mediados pela gefirina ao longo do circuito mesocorticolimbico (NAc, VTA e

CPF), refletindo um estado de neuroplasticidade desadaptada e desinibi¢do da rede neural.



49

A | = m;-um | D

s - MOR-A{ |
8 *x
K- ab
- r abc  bc
E X
g o 101
-2
2 >
g %
8 | -
° - |
GRUPOS E
1400 7

:

*%

..
g
o

Comprimente derdritico total (um)
(2]

33888

GRUPOS

VEL | | MOR-NA-1 | | MOR-A4

Numero de intersecdes

O N A0

L4 Ap 199 0 RN Y005 6 e
Raio (um)

Figura 12. Complexidade dendritica no ntcleo accumbens (NAc) ap6s a fase de indugdo da sensibilizacdo
comportamental & morfina. (A) Densidade de espinhos dendriticos (10 um) e (B) comprimento dendritico.
Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-I, MOR-NA-I e MOR-A-I. Letras sozinhas indicam
diferencas dos outros grupo. ** p < 0,01 (ANOVA de um fator seguida do teste de Bonferroni). (C) nimero
de intersecgdes por raio. Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-I, MOR-NA-I e MOR-A-I.
Letras sozinhas indicam diferencas dos outros grupo. ** p < 0,01 (ANOVA de medidas repetidas seguida do
teste de Bonferroni). D-F: Fotomicrografias e reconstrugdes representativas dos neurdnios analisados para a

complexidade dendritica no NAc. Barras de escala conforme indicado na figura.



50

{: ] l’a%';i.m.. NAC

A  MOR-A-l
50 e B
& * %
E 404 a D
3 I be VEI-| MOR-NA-I ‘. MOR-A-
be T Y
® 304 x Y % : o
© > )
n L3 ) §
=4 | e s -
3 10 4 - — - b
|
o i y - e e ————eee
GRUPOS
50 4
o~ >k
NE 40 R e E
S ab abc 2200
o 30 bc VEH © : MOR-NA-I .~ MOR-A-l
° ] . : : 7S
S 201 : % )
73 3 B R e
5 10 4 oty 3/ ThE v R e i -
« 3 ~ab= = .
GRUPOS

O
3
=4
€2
(@)

50

& =,
40 4

5 ab abc be

® 30 = VEHI MOR-NA-I
© -

8 2 -

" .

S 10

&) .

0
GRUPOS

Figura 13. Densidade de marcagdo para gefirina no NAc (A), VTA (B) e CPFm (C) apos o desenvolvimento
da sensibilizagdo locomotora. Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-I, MOR-NA-I e MOR-
A-I. Letras sozinhas indicam diferengas dos outros grupo. Letras pareadas indicam que os grupos nao sdo
diferentes estatisticamente. ** p < 0,01 (ANOVA de um fator seguida do teste de Bonferroni). D, E ¢ F:
Fotomicrografias representativas das secgdes utilizadas para a quantificagdo da marcag¢do de gefirina no

NAc, VTA e CPFm, respectivamente. Setas indicam marcacdo da gefirina. Barras de escala = 100 um.

N\

6.3 A extincdo da sensibilizacdo a morfina dependente do contexto suprime a
hiperlocomoc¢io condicionada e aumenta a expressiao subcortical de gefirina, apesar

da persisténcia da atrofia dendritica no NAc.

A figura 14 apresenta a atividade locomotora durante a fase de extingdo. Durante

a fase de inducdo (Fig. 14B, painel esquerdo), a ANOVA de medidas repetidas de dois
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fatores revelou interacao significativa grupo x dia [F (8, 156) = 83,0; p < 0,01], além de
efeitos principais de grupo [F (2, 39) =72,80; p<0,01] e dia [F (4, 156) =4,53; p <0,01].
As comparagdes post hoc de Bonferroni mostraram que os animais MOR-A-E
apresentaram hipolocomoc¢ao aguda no dia 1 (p < 0,01 em comparagdo com VEI-E e
MOR-NA-E), seguida de atividade equivalente entre todos os grupos no dia 2 (p > 0,05).
A partir do dia 3, o grupo MOR-A-E manteve atividade locomotora significativamente
maior que os demais grupos (p <0,01), que ndo diferiram entre si (p > 0,05). Ao longo da
fase de indugao, a atividade locomotora do grupo MOR-A-E aumentou progressivamente,
enquanto a dos grupos VEI-E e MOR-NA-E diminuiu (dias 1-2 em comparagdo com os
dias 5-6, p < 0,01), confirmando o estabelecimento de sensibilizagdo comportamental
dependente do contexto.

Durante a fase de extingdao (Fig. 14B, painel direito), a ANOVA de medidas
repetidas de dois fatores revelou interacao significativa grupo x dia [F (8, 156) = 34,20;
p <0,01], além de efeitos principais de grupo [F (2, 39) = 42,30; p < 0,01] e dia [F (4,
156) = 47,50; p < 0,01]. As comparagdes post hoc de Bonferroni demonstraram que, nos
dias 1 e 2, o grupo MOR-A-E manteve atividade locomotora significativamente maior
que os grupos MOR-NA-E e VEI-E (p <0,01), confirmando a expressao de uma resposta
locomotora condicionada. Entretanto, do dia 3 ao dia 5, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos (p > 0,05). Além disso, o grupo MOR-A-E apresentou
reducdo progressiva da atividade locomotora ao longo dos dias de extincao,
particularmente na comparagdo dos dias 1-2 com os dias 4-5 (p < 0,01), enquanto os
grupos VEI-E e MOR-NA-E nao apresentaram mudancas significativas (p > 0,05). Em
conjunto, esses resultados demonstram expressao robusta de uma resposta condicionada
nos animais pareados ao contexto durante o inicio da extin¢do, seguida de sua redugdo
com o avango do treinamento de extingao.

A figura 15 apresenta o efeito da extingdo da sensibilizacdo locomotora na
complexidade dendritica no NAc. Quanto a densidade de espinhos (Fig. 15A), a ANOVA
de um fator [F (2, 102) = 10,80; p < 0,01], seguida de testes post hoc de Bonferroni,
revelou que a densidade de espinhos foi significativamente maior nos grupos VEI-E e
MOR-NA-E que no grupo MOR-A-E (p < 0,01), sem diferenca significativa entre VEI-E
e MOR-NA-E (p > 0,05). Para o comprimento dendritico total (Fig. 15B), a ANOVA de
um fator revelou efeito significativo [F (2, 102) = 20,93; p < 0,01], com o grupo VEI-E
apresentando comprimento dendritico significativamente maior que os dois grupos

tratados com morfina (p < 0,01), os quais ndo diferiram significativamente entre si (p >
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0,05). Por fim, a analise de Sholl (Fig. 15C) revelou interagdo significativa grupo x raio
[F (28, 1428) = 10,20; p < 0,01]. Nos raios de 10 a 150 pm, o grupo VEI-E apresentou
mais interse¢des por raio que o grupo MOR-A-E (p < 0,01). Além disso, o grupo MOR-
NA-E manteve maior arborizagao que o grupo MOR-A-E entre 20 ¢ 140 um (p < 0,01),
enquanto o grupo VEI-E apresentou maior complexidade dendritica que o grupo MOR-
NA-E nos raios de 40—60 pm e 130—150 um (p < 0,01). Fotomicrografias representativas
das secgoes teciduais analisadas para a complexidade dendritica no NAc sao apresentadas

nas Figuras 15D, 15E e 15F.
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Figura 14. Induc@o e extingdo da sensibiliza¢do locomotora a morfina. (A) Delineamento experimental,
(A) Linha do tempo marcando em verde a fase de extingdo. (B) Atividade locomotora (m) expressos como
média £ EPM. Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-E, MOR-NA-E e MOR-A-E. Letras
sozinhas indicam diferengas dos outros grupo. Letras pareadas indicam que ndo existem diferengas
estatisticas entre os grupos. ** p <0,01. + indica diminui¢do da locomogao ao longo dos dias para o mesmo
grupo experimental. # indica aumento da locomog¢ao ao longo dos dias para o mesmo grupo experimental

(ANOVA por medidas repetidas seguidas do teste de Bonferroni).
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Figura 15. Complexidade dendritica no NAc apo6s a fase de extingdo. (A) densidade de espinhos dendriticos
(10 um) e (B) comprimento dendritico. Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-E, MOR-NA-
E e MOR-A-E. Letras sozinhas indicam diferencas dos outros grupo. Letras pareadas significa que ndo existe
diferenca entre os grupos. ** p < 0,01 (ANOVA de um fator seguida do teste de Bonferroni). (C) numero de
intersec¢des por raio. Letras a, b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-I, MOR-NA-I e MOR-A-I.
Letras sozinhas indicam diferengas dos outros grupo. Letras sozinhas indicam diferengas dos outros grupos.
Letras pareadas significa que néo existe diferenga entre os grupos. ** p <0,01 (ANOVA de medidas repetidas
seguida do teste de Bonferroni). D-F: Fotomicrografias e reconstru¢des representativas dos neurdnios

analisados para a complexidade dendritica no NAc. Barras de escala conforme indicado na figura.
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A figura 16 apresenta os efeitos da extingdo de uma resposta locomotora
sensibilizada na densidade da proteina gefirina. A ANOVA de um fator revelou diferengas
significativas na densidade da proteina gefirina (um?) no NAc [F (2, 20) = 8,0; p < 0,01]
(Fig. 16A). As comparagdes pareadas com ajuste de Bonferroni mostraram que o grupo
MOR-A-E apresentou densidade de gefirina significativamente maior que o grupo VEI-
E (p <0,01), enquanto ndo foram observadas diferengas significativas entre MOR-A-E e
MOR-NA-E (p > 0,05) nem entre VEI-E e MOR-NA-E (p > 0,05).

Na VTA (Fig. 16B), a ANOVA de um fator também revelou efeito significativo
de grupo [F (2, 20) = 10,53; p < 0,01]. A densidade de gefirina foi significativamente
maior nos grupos MOR-A-E (p < 0,01) e MOR-NA-E (p < 0,05) que no grupo VEI-E.
Nao houve diferenca entre os grupos tratados com morfina (p > 0,05). No CPFm (Fig.
16C), nao foram observadas diferencas significativas na densidade de gefirina entre os
grupos [F (2, 20) = 1,74; p > 0,05]. Fotomicrografias representativas das secgoes
utilizadas para a contagem dos perfis imunorreativos para gefirina no NAc, VTA e CPFm
sdo apresentadas nas Figuras 16D, 16E e 16F, respectivamente.

O protocolo de extingdo de cinco dias suprimiu com sucesso a hiperlocomogao
condicionada ao contexto induzida pela morfina, indicando a aquisi¢ao da aprendizagem
de extingdo. Entretanto, a recuperagdo comportamental foi acompanhada por déficits
estruturais persistentes, incluindo redu¢do do comprimento dendritico e da complexidade
das ramificacdes nos neurdnios do NAc, sugerindo que a extingdo da resposta
comportamental ocorreu apesar da permanéncia de alteragcdes estruturais no circuito
mesocorticolimbico de recompensa. Em conjunto, esses achados indicam que o
treinamento de extingdo esteve associado a um aumento seletivo da densidade da proteina
gefirina em regides subcorticais de recompensa, particularmente no NAc e na VTA, com
efeitos mais pronunciados nos animais pareados ao contexto, enquanto a densidade de

gefirina no CPFm permaneceu inalterada.
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Figura 16. Marcagdo imunorreativa para gefirina apos a fase de extingdo. Densidade de marcagdo para
gefirina no NAc (A), VTA (B) e CPFm (C) apos o desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora. Letras a,
b e ¢ indicam respectivamente os grupos VEI-E, MOR-NA-E ¢ MOR-A-E. Letras sozinhas indicam
diferengas dos outros grupo. Letras pareadas indicam que os grupos ndo sdo diferentes estatisticamente. **
p < 0,01 (ANOVA de um fator seguida do teste de Bonferroni). D, E ¢ F: Fotomicrografias representativas
das sec¢des utilizadas para a quantificagdo da marcacdo de gefirina no NAc, VTA e CPFm, respectivamente.

Setas indicam marcacdo da gefirina. Barras de escala = 100 pm.

6.4 Efeito de um desafio com morfina sobre a resposta locomotora sensibilizada

previamente extinta e a expressio regional de gefirina

A figura 17 apresenta a atividade locomotora apds o desafio com morfina e a
administracdo de veiculo nos grupos que foram submetidos ao processo de extin¢ao. Na
fase de inducdo (Fig. 17C, painel esquerdo), a ANOVA de medidas repetidas de dois
fatores revelou interagdo significativa grupo x dia [F (20, 144) = 64,0; p <0,01], além de
efeitos principais de grupo [F (5, 36) = 8,60; p <0,01] e dia [F (4, 144) =4,30; p <0,01].
As comparagdes post hoc de Bonferroni mostraram que, no dia 1, os grupos com morfina

pareada ao contexto (MOR-A/MOR e MOR-A/VEI) apresentaram menor atividade
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locomotora que os demais grupos (p < 0,01). Embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas entre os grupos no dia 2 (p > 0,05), os grupos com morfina
pareada apresentaram atividade locomotora significativamente maior que os demais do
dia 3 até o final da fase de indugdo (p < 0,01). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos veiculo (VEI/VEI e VEI/MOR) ¢ os grupos com morfina
ndo pareada (MOR-NA/VEI e MOR-NA/MOR) (p > 0,05). Além disso, os grupos com
morfina pareada apresentaram aumento progressivo da atividade locomotora ao longo da
fase de indugdo, particularmente na comparacao dos dias 1-2 com os dias 5—6 (p <0,01).
Durante a fase de extingao (Fig. 17C, painel central), a ANOVA de medidas repetidas de
dois fatores revelou interagdo significativa grupo X dia [F (20, 144) = 14,61; p < 0,01],
além de efeitos principais significativos de grupo [F (5, 36) = 30,0; p <0,01] e dia [F (4,
144) = 55,0; p < 0,01]. As comparagdes post hoc com ajuste de Bonferroni mostraram
que, nos dias 1 e 2, os grupos com morfina pareada ao contexto (MOR-A/MOR e MOR-
A/VEI) apresentaram atividade locomotora significativamente maior que os demais
grupos (p < 0,01). Entretanto, do dia 3 ao dia 5, ndo foram observadas diferencas
significativas na atividade locomotora entre os grupos (p > 0,05).

No teste de desafio com morfina (Fig. 17C, painel direito, e Fig. 17D), a ANOVA de um
fator revelou efeito significativo de grupo [F (5, 41) =12,10; p <0,01]. As comparagdes
post hoc com ajuste de Bonferroni mostraram que o grupo MOR-A/MOR apresentou
atividade locomotora significativamente maior que todos os demais grupos (p < 0,01).

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos restantes (p > 0,05).
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Figura 17. Atividade locomotora durante as fases de indugdo, extingdo e teste final. (C) Distancia
percorrida pelos grupos VEI/VEI, VEI/MOR, MOR-NA/VEI, MOR-NA/MOR, MOR-A/VEI ¢ MOR-
A/MOR ao longo das fases de indugdo e extingdo e no teste final. (D) Distancia percorrida durante o teste
final. Apds a extingdo, o desafio com morfina promoveu recuperagdo da resposta locomotora sensibilizada
especificamente no grupo MOR-A/MOR, que apresentou atividade locomotora significativamente maior
que todos os demais grupos (p < 0,01). Nao foram observadas diferengas significativas entre os demais

grupos (p > 0,05). Os dados sao expressos como média + EPM. **p < 0,01.

A figura 18 apresenta o efeito do desafio com morfina e da administracdo de
veiculo na densidade da proteina gefirina nos grupos submetidos ao processo de extingao.
A avaliagdo da densidade da proteina gefirina no circuito mesocorticolimbico revelou
diferengas significativas entre os grupos no NAc [F (5, 41) = 56,70; p < 0,01] (Fig. 4E),
na VTA [F (5, 41) = 42,30; p < 0,01] (Fig. 4F) e no CPFm [F (5, 41) = 46,91; p < 0,01]
(Fig. 4G). Nas trés regides cerebrais, foi observado um padrio consistente: os controles
VEI/VEI apresentaram a menor densidade de perfis imunorreativos para gefirina,
diferindo significativamente da maioria dos grupos experimentais (p < 0,05), exceto do

grupo MOR-NA/VEI na VTA e no CPFm (p > 0,05). Em contraste, os animais que
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receberam o desafio com morfina no contexto previamente pareado a droga (MOR-
A/MOR) apresentaram a maior densidade de gefirina, significativamente superior a dos
grupos VEI/VEI, VEI/MOR, MOR-NA/VEI ¢ MOR-NA/MOR (p < 0,01), mas
comparavel a do grupo MOR-A/VEI (p > 0,05). Além disso, os grupos MOR-A/VEI e
MOR-NA/MOR apresentaram consistentemente maior densidade de gefirina que os
grupos VEI/VEIL, VEI/MOR e MOR-NA/VEI (p <0,01), sem diferenca significativa entre
st (p > 0,05). Nao foram detectadas diferengas entre VEI/MOR ¢ MOR-NA/VEI em
nenhuma das trés regioes (p > 0,05). Fotomicrografias representativas das secgoes
utilizadas para a contagem dos perfis imunorreativos para gefirina no NAc, VTA e CPFm
sdo apresentadas nas Figuras 4H, 41 e 4J, respectivamente.

Em sintese, o desafio com morfina restabeleceu seletivamente a hiperlocomocao
sensibilizada nos animais pareados ao contexto apos a extingao. Esse restabelecimento
comportamental foi acompanhado por aumento da densidade de gefirina em todo o
circuito, abrangendo NAc, VTA e CPFm, sugerindo que a reexposi¢do a morfina em um
contexto associado a droga esta relacionada ao aumento da organizacdo pds-sinaptica

inibitoria em todo o sistema mesocorticolimbico.



59

(um?)

() VEWVE!L [ MOR-NAJVE!
VZ77) VEUMOR FZ73 MOR-NA/MOR E3 MOR-A/MOR

B MOR-A/VEI

w “

30 4

20 4

10 4

8
NMANNNNN

40 -

30

20 4

10 4

NN &

ﬂ

0

Grupos

Figura 18. Densidade de marcagdo para gefirina no NAc (A), VTA (B) e CPFm (C) apds o teste final. Letras
a, b, c,d, e, e findicam respectivamente os grupos VEI/VEI, VEI/MOR, MOR-NA/VEI, MOR-NA/MOR,

MOR-A/VEI e MOR-A/MOR. Letras sozinhas indicam diferengas dos outros grupo. Letras pareadas

indicam que os grupos ndo sdo diferentes estatisticamente. ** p < 0,01 (ANOVA de um fator seguida do

teste de Bonferroni). D, E e F: Fotomicrografias representativas das sec¢des utilizadas para a quantificagdo

da marcagdo de gefirina no NAc, VTA e CPFm, respectivamente. Setas indicam marcagdo da gefirina. Barras

de escala =100 pm.
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6.5 Avaliacdo longitudinal revela trajetorias divergentes de remodelamento
dendritico no NAc entre animais tratados com veiculo e animais sensibilizados a

morfina.

Figura 19 apresenta a complexidade dendritica dos neurdnios do NAc. Para a densidade
total de espinhos (Fig. 19B), a ANOVA de dois fatores revelou interagdo significativa
grupo x fase [F (2, 220) = 9,60; p < 0,01] e efeito principal significativo de grupo [F (1,
220)=24,63; p < 0,01], mas ndo houve efeito principal significativo da fase de tratamento
[F (2, 220) = 0,22; p > 0,05]. As comparagdes post hoc com ajuste de Bonferroni
mostraram que o grupo VEI-E apresentou densidade de espinhos significativamente maior
que os grupos VEI-I (p < 0,05) e VEI-1 (p < 0,01). Nao foi observada diferenca
significativa entre VEI-I e VEI-1 (p > 0,05). O grupo MOR-A-E apresentou densidade de
espinhos significativamente menor que o grupo MOR-1 (p <0,01). Nao foram observadas
diferencas significativas entre MOR-A-I e MOR-A-E (p > 0,05) nem entre MOR-A-I e
MOR-1 (p > 0,05).

Para o comprimento dendritico total (Fig. 19C), a ANOVA de dois fatores revelou
interacao significativa grupo x fase de tratamento [F (2, 220) = 15,0; p < 0,01] e efeito
principal significativo de grupo [F (1, 220) = 56,13; p < 0,01], mas n3o houve efeito
principal significativo da fase de tratamento [F (2, 220) =2,11; p > 0,05]. As comparagdes
post hoc com ajuste de Bonferroni mostraram aumento do comprimento dendritico ao
longo das fases de tratamento no grupo VEI. Especificamente, o grupo VEI-1 apresentou
comprimento dendritico significativamente menor que os grupos VEI-I e VEI-E (p <0,01),
enquanto ndo foi observada diferenca significativa entre VEI-I e VEI-E (p > 0,05). Nos
grupos tratados com morfina, os resultados mostraram reducdo progressiva do
comprimento dendritico ao longo das fases de tratamento. Especificamente, o grupo MOR -
1 apresentou comprimento dendritico significativamente maior que o grupo MOR-A-E (p
< 0,01). Nao foram observadas diferencas significativas entre MOR-1 ¢ MOR-A-I (p >
0,05) nem entre MOR-A-I e MOR-A-E (p > 0,05).

Quanto ao nimero de intersecdes em funcgao da distancia radial (Fig. 19D), a ANOVA de
medidas repetidas (anélise de Sholl) revelou efeito principal significativo da distancia
radial [F (14,2996)=105,57; p <0,001] e interagdo altamente significativa distancia radial
x grupo [F (70, 2996) = 13,92; p < 0,001], indicando perfis espaciais distintos de
arborizacdo dendritica entre os grupos. Os grupos tratados com veiculo apresentaram

expansao progressiva das ramificagdes dendriticas nos raios intermediarios e distais. O
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grupo basal (VEI-1) apresentou perfil de arborizacao relativamente achatado, com pico em
raios intermediarios (por exemplo, raio 10: 6,30 = 0,55 interse¢des). Apds a exposi¢cdo
repetida, VEI-I e VEI-E desenvolveram arborizagdes dendriticas altamente complexas,
com picos pronunciados no namero de intersecdes em raios intermediarios (VEI-I, raio 7:
15,34 + 0,64 intersegoes; VEI-E, raio 6: 14,51 + 0,61 intersecdes) € manutengdo de valores
elevados até os raios distais (por exemplo, VEI-I, raio 10: 10,89 + 0,59 interse¢des). Em
contraste, a exposicdo aguda a morfina (MOR-1) produziu perfil de arborizagdao
comparavel ao do grupo veiculo basal, com pico no raio 2 (7,68 + 0,37 intersecdes). A
exposi¢do repetida a morfina, entretanto, reduziu acentuadamente a complexidade
dendritica. O grupo MOR-A-I apresentou redu¢do pronunciada dos valores maximos de
intersecdao (raio 4: 7,00 = 0,55 intersegdes), seguida de queda acentuada nos raios
intermediarios (raio 5: 3,80 £ 0,57 interse¢des). Essa reducao da complexidade dendritica
foi ainda mais pronunciada ap6s a extingdo no grupo MOR-A-E, que apresentou pico
préximo ao soma no raio 2 (6,34 = 0,39 interse¢des), seguido de rapida diminui¢do nas
demais distancias radiais (raio 4: 4,03 £ 0,55; raio 10: 3,06 £+ 0,59 intersecoes).

Em conjunto, esses achados estruturais revelam uma divergéncia acentuada na
neuroplasticidade do NAc entre a adaptacao fisioldgica e o remodelamento induzido pela
morfina. Nos animais tratados com veiculo e sem exposi¢ao prévia a droga, a exposi¢ao
repetida ao aparato comportamental promoveu remodelamento estrutural adaptativo e
dependente da experiéncia, caracterizado pelo aumento da densidade de espinhos,
alongamento dendritico e maior complexidade da arborizacdo nos campos dendriticos
intermediarios e distais. Em contraste, a exposi¢do repetida a morfina atenuou
acentuadamente essas formas de plasticidade estrutural, resultando em redugdes
persistentes do comprimento dendritico e da complexidade da arborizacdo. Essas
alteragdes duradouras na arquitetura dendritica receptiva dos neurénios do NAc podem
contribuir para a disfungdo persistente do circuito mesocorticolimbico associada a

exposi¢do aos opioides e para o aumento da vulnerabilidade a recaida.
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Figura 19. Evolugao temporal da morfologia dendritica de neurdnios espinhosos médios no NAc ao longo
das fases experimentais. A: Cronograma experimental especificando os momentos de coleta de amostras: B:
Densidade total de espinhos por pm. Ratos tratados com veiculo apresentaram um aumento na densidade de
espinhos apds a extingdo (VEH-E vs. VEH-1 [p<0,01] ¢ VEH-I [p < 0,05]), enquanto a exposi¢do a morfina
pareada ao contexto induziu uma perda progressiva de espinhos dendriticos, atingindo niveis
significativamente mais baixos apo6s a extingdo (MOR-P-E vs. MOR-1, p < 0,01). C: Comprimento

dendritico total (um). Grupos tratados com veiculo mostraram uma expansdo do comprimento dendritico
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total ao longo das fases (VEH-1 < VEH-I e VEH-E, p <0,01), enquanto a exposi¢ao repetida a morfina levou
a uma retracdo dendritica progressiva (MOR-1 > MOR-P-E, p < 0,01). D: Analise de Sholl mostrando que
os grupos tratados com veiculo apresentaram expansdo da arborizagao da fase aguda para as fases posteriores
(30-100 pm, p < 0,01). Por outro lado, o tratamento com morfina associada ao contexto produziu uma
simplifica¢do dendritica progressiva, com os animais na fase aguda (MOR-1) exibindo maior complexidade
de arborizagdo do que nas condigdes de sensibilizagdo (MOR-P-I) e extingdo (MOR-P-E) ao longo de varios
raios (p <0,01). Os dados s@o apresentados como média + E.P.M. Letras mintsculas acima das barras/pontos
indicam comparagdes *post-hoc* entre grupos (p < 0,05). Asteriscos (**p < 0,01) indicam diferengas

estatisticamente significativas entre as fases experimentais em relagdo aos controles basais/agudos.

7 DISCUSSAO

7.1 Exposicio aguda a morfina

No experimento agudo, os animais tratados com morfina apresentaram redugao
significativa da distdncia percorrida em comparagdo aos animais do grupo veiculo.
Portanto, nas condi¢des experimentais empregadas, uma unica administra¢do subcutianea
de morfina, na dose de 10 mg/kg, produziu um efeito locomotor depressor durante os
cinco minutos iniciais de exposi¢cdo a arena. Paralelamente, ndo foram detectadas
alteragdes significativas no comprimento dendritico total, no niimero de dendritos, no
nimero de interse¢des, na densidade de espinhos ou na complexidade da arboriza¢do dos
neurdnios espinhosos médios do nucleo accumbens (NAc). Em contraste, houve aumento
da densidade de marcagao imunorreativa para gefirina no NAc e na area tegmental ventral
(VTA), enquanto o cortex pré-frontal medial (CPFm) ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa.

A reducdo da atividade locomotora observada apds a administragdo aguda de
morfina ¢ compativel com a natureza temporalmente bifasica dos efeitos motores desse
opioide em ratos. Babbini e Davis (1972) demonstraram que a resposta locomotora a
morfina depende da dose e do intervalo transcorrido desde a administragdo, podendo
ocorrer uma fase inicial de depressdo motora seguida por recuperagdo e, em determinados
protocolos, por ativacdo locomotora tardia. Portanto, a direcdo da resposta depende
diretamente da janela temporal utilizada para o registro comportamental.

No presente experimento, a atividade locomotora foi registrada imediatamente
apos a administragdo da morfina e durante um periodo breve de cinco minutos. Essa
caracteristica metodologica favorece a detec¢do dos efeitos iniciais da droga, antes da

manifestagdo de uma eventual fase estimulante tardia. Dessa forma, a menor distancia
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percorrida pelo grupo MOR-1 deve ser interpretada como expressao do efeito locomotor
depressor inicial da morfina, e ndo como auséncia de agdo farmacologica sobre os
circuitos cerebrais relacionados a motivagao e ao movimento.

Evidéncias mais recentes sustentam essa interpretacdo. Paul, Gueven e Dietis
(2021) demonstraram que a administragao subcutianea aguda de morfina produz supressao
locomotora em ratos, enquanto a administra¢gdo repetida modifica progressivamente essa
resposta. Dependendo da dose e da duragdo do tratamento, pode ocorrer redugao do efeito
depressor inicial, desenvolvimento de tolerancia motora ou aparecimento de maior
ativacao locomotora. Assim, a resposta produzida pela primeira exposi¢do ndo deve ser
equiparada a sensibilizagdo comportamental, que pressupde aumento progressivo da
resposta apos administragdes repetidas.

A interpretacdo também deve considerar a influéncia do contexto experimental.
Coelho et al. (2025), utilizando ratos Wistar, morfina na dose de 10 mg/kg por via
subcutanea e sessdes locomotoras de cinco minutos, demonstraram que os efeitos agudos
e repetidos da droga sao modulados pelo grau de novidade ou familiaridade do ambiente.
Nesse estudo, a morfina administrada em ambiente novo produziu padrdes de ativagdo da
via ERK diferentes daqueles observados quando a droga foi administrada em ambiente
previamente familiar, particularmente em regides associadas a recompensa, como a VTA.
Esses resultados mostram que a resposta aguda nao depende exclusivamente da dose, mas
também da experiéncia prévia do animal com o contexto no qual a droga ¢ administrada.

A reducao locomotora ndo significa que o circuito mesocorticolimbico tenha sido
inativado. A morfina atua principalmente como agonista dos receptores p-opioides,
produzindo efeitos distintos conforme a regido, o tipo celular e a origem das aferéncias.
Na VTA, a ativagdo desses receptores pode reduzir a transmissdo GABA¢érgica dirigida
aos neuronios dopaminérgicos, modificando o equilibrio entre inibicdo e excitagdo e
favorecendo alteragdes na sinalizagdo dopaminérgica para o NAc. Contudo, essa
organizac¢do ¢ mais complexa do que um modelo baseado exclusivamente na inibi¢ao de
interneuronios GABAérgicos locais (Fields e Margolis, 2015; Matsui et al., 2014).

Matsui et al. (2014) demonstraram que aferéncias GABA¢érgicas provenientes do
nucleo tegmental rostromedial, do NAc e de interneurdnios locais apresentam
sensibilidades diferentes a ativagdo de receptores opioides. A inibi¢do produzida pela
morfina foi mais pronunciada em determinadas aferéncias do que em outras.
Consequentemente, os efeitos agudos da droga resultam da modulagdo de circuitos

GABA¢érgicos heterogéneos, € nao de uma ag¢ao uniforme sobre toda a VTA. Doyle e
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Mazei-Robison (2021) também destacaram que exposi¢des agudas e cronicas a
opioides produzem adaptacdes distintas na atividade, na transmissdo sindptica e na
organizacao molecular dos neurénios dopaminérgicos da VTA.

Nesse contexto, a menor atividade locomotora observada no grupo MOR-1 pode
refletir a integracao de diferentes efeitos agudos da morfina, incluindo depressao motora
inicial, analgesia, alteracdes exploratérias ¢ modulacdo dos circuitos motivacionais. A
distancia percorrida no campo aberto ndao permite separar isoladamente esses
componentes. Por essa razao, o resultado deve ser descrito objetivamente como redugao
da atividade locomotora no periodo avaliado, evitando classifica-lo de maneira ampla
como sedacdo ou comprometimento motor, pois essas interpretacdes exigiriam testes
complementares de coordenacgdo, forca muscular, imobilidade e estado de alerta (Babbini
e Davis, 1972; Paul, Gueven e Dietis, 2021).

Apesar da alteragdo comportamental, a exposi¢cdo aguda a morfina ndo modificou
os parametros morfoldgicos dos neurdnios espinhosos médios do NAc. Nao foram
observadas diferencas no comprimento dendritico total, no nimero de dendritos, no
numero de interse¢des, na densidade de espinhos ou na analise de Sholl. Esses resultados
indicam que, uma unica administragdo ndo foi suficiente para produzir remodelamento
dendritico detectavel pela técnica de Golgi-Cox.

A auséncia de diferenca morfoldgica ndo deve ser interpretada como auséncia
completa de plasticidade neural. Alteracdes na liberacdo de neurotransmissores, na
atividade de receptores, na fosforilagao de proteinas, na expressao de genes imediatos e
na eficacia sinaptica podem ocorrer rapidamente, antes do estabelecimento de mudancas
estruturais estaveis. A técnica de Golgi-Cox permite avaliar a morfologia neuronial em
um determinado momento, mas ndo mede dirctamente eventos moleculares ou
eletrofisiologicos que podem anteceder o remodelamento dendritico (Risher et al., 2014;
Thompson, Oscar-Berman e Kaplan, 2021).

A literatura sobre altera¢des dendriticas induzidas por opioides concentra-se
predominantemente em protocolos repetidos ou prolongados. Thompson, Oscar-Berman
e Kaplan (2021) mostraram que os efeitos dos opioides sobre os neuronios espinhosos
médios do NAc variam de acordo com a substancia, o padrao de administragdo, a duracao
da exposicdo, a sub-regido analisada e o subtipo neuronal. Em geral, alteragdes mais
consistentes na ramificacdo dendritica e nos espinhos sdo identificadas ap6s exposi¢cdes

repetidas, autoadministragao ou periodos de abstinéncia.
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Geoffroy et al. (2019), por exemplo, identificaram remodelamento dos espinhos
dendriticos na divisdo shell do NAc apds tratamento repetido com morfina. Os autores
observaram aumento da propor¢ao de espinhos finos e reducao de espinhos demonstrando
que a morfina pode alterar ndo apenas a densidade total, mas também a composi¢ao
morfolégica dos espinhos. Esses resultados ndo sdo diretamente comparaveis ao
experimento agudo, mas ajudam a demonstrar que as modifica¢des estruturais dependem
da repeti¢ao da exposicao e da consolidagdo das neuroadaptacoes.

Lefevre et al. (2023) reforcaram essa dependéncia do padrao de exposicao ao
demonstrarem que administragdes continuas e interrompidas de morfina produzem
adaptacdes distintas na excitabilidade e na plasticidade sinaptica dos neurdnios
espinhosos médios D1 e D2 da divisao shell do NAc. Portanto, ndo existe uma resposta
estrutural unica a morfina. A dire¢dao e a magnitude das alteragdes dependem da
continuidade do tratamento, da ocorréncia de abstinéncia, do subtipo celular e do tempo
transcorrido apds a exposi¢ao.

Nesse sentido, a auséncia de alteragdes dendriticas no experimento agudo constitui
um resultado relevante. Ela estabelece uma condi¢do de referéncia para os experimentos
de exposigdo repetida, permitindo distinguir os efeitos iniciais da droga das alteracdes
progressivamente desenvolvidas durante a inducao da sensibilizagdo. Caso modificagdes
dendriticas sejam observadas apos tratamentos repetidos, sua ocorréncia poderd ser
relacionada com maior seguranga a repeticdo da exposicdo e as neuroadaptacdes
associadas, e ndo ao efeito imediato de uma Unica dose.

Em contraste com a estabilidade dos parametros dendriticos, a administragao

aguda de morfina aumentou a densidade de marcacdo imunorreativa para gefirina no NAc

[P

e na VTA. Esse resultado sugere que componentes moleculares relacionados
organizacdo das pos-sinapses inibitdrias podem responder precocemente a exposicao a
droga, antes que mudangas na arquitetura dendritica sejam detectaveis (Pizzarelli et al.,
2020; Carricaburu et al., 2024).

A gefirina ¢ uma proteina de ancoragem pds-sinaptica envolvida no agrupamento
e na estabilizacdo de receptores GABAA em grande parte das sinapses inibitorias do
sistema nervoso central. Sua organizagdo nao ¢ estatica, sendo regulada por fosforilagao,
palmitoilagdo, interagdes com proteinas adaptadoras, atividade neuronial e mecanismos
de transporte e estabilizacdo de receptores. Dessa maneira, modificagdes na densidade,
no tamanho ou na distribui¢ao dos clusters de gefirina podem acompanhar processos de

plasticidade inibitoria (Pizzarelli et al., 2020).



67

Evidéncias recentes também demonstram que a gefirina participa ativamente da
montagem dos componentes pos-sindpticos GABAérgicos. Carricaburu et al. (2024)
mostraram que a gefirina promove a organizagdao ¢ a localizagdo sindptica de
componentes poOs-sindpticos inibitdrios e que parte desse processo pode ocorrer mesmo
na auséncia de liberagdo pré-sinaptica de GABA. Esse achado ¢ especialmente relevante
para a interpretacdo do presente estudo, pois demonstra que alteragcdes na marcacio para
gefirina ndo podem ser traduzidas automaticamente como aumento da liberagdo de GABA
ou da forca da transmissao inibitoria.

Na VTA, o aumento da imunorreatividade para gefirina pode representar uma
resposta pos-sinaptica precoce as alteragdes produzidas pela morfina nas aferéncias
GABA¢rgicas. Entretanto, a VTA contém neurdnios dopaminérgicos, GABAérgicos e
glutamatérgicos, além de aferéncias provenientes de diversas regides. Como ndo foi
realizada colocalizacdo com marcadores especificos de tipo celular, ndo ¢ possivel
determinar se o aumento ocorreu predominantemente em neurdnios dopaminérgicos,
interneurdnios GABA¢érgicos ou outras populacdes. O resultado demonstra uma alteragdo
regional da marcacdo, mas ndo identifica sua localizacdo celular nem sua consequéncia
funcional (Matsui et al., 2014; Doyle e Mazei-Robison, 2021).

No NAc, o aumento da marcagdo para gefirina pode estar associado a rapida
reorganiza¢do dos componentes pds-sinapticos inibitdrios em resposta as alteragdes na
atividade do circuito mesolimbico. Os neuronios espinhosos médios recebem modulagdo
dopaminérgica da VTA e aferéncias glutamatérgicas do cortex pré-frontal, hipocampo,
complexo amigdaloide e nucleos da linha média e intralaminares do tdlamo, incluindo o
nucleo paraventricular, além de estabelecerem conexdes inibitorias locais. Uma alteragdo
aguda nesse equilibrio pode recrutar mecanismos de reorganizagdo molecular mesmo sem
produzir, no mesmo intervalo temporal, mudangas detectaveis na arborizagdo dendritica
(Russo et al., 2010; Koob e Volkow, 2016).

A auséncia de diferenga significativa no CPFm reforga o carater regionalmente
seletivo das alteracdes. Esse resultado ndo significa que o CPFm tenha permanecido
funcionalmente inalterado, mas somente que nado foi detectada diferenga na densidade de
marcacao para gefirina. Modificacdes na atividade neuronial, na localizagdo subcelular
de receptores, na fosforilacao de proteinas ou na liberacdo de neurotransmissores podem
ocorrer sem alteragdo mensuravel na densidade regional do marcador. Além disso, as
regides cerebrais podem apresentar diferentes velocidades de resposta a exposi¢ao aguda

(Pizzarelli et al., 2020).
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A interpretacao da imunorreatividade para gefirina deve ser realizada com cautela.
A imunoistoquimica em campo claro com DAB permite avaliar a presenca e a distribui¢do
regional do antigeno, mas nao mede diretamente a funcao sinaptica. Portanto, o aumento
da densidade de marcacdo ndo constitui, isoladamente, evidéncia de aumento da
transmissdo GABA¢érgica, maior atividade inibitéria, maior quantidade de receptores
GABA funcionais ou formagao de novas sinapses (Pizzarelli et al., 2020; Carricaburu et
al., 2024).

Para determinar a natureza funcional dessa alteracao, seriam necessarias analises
complementares, como colocalizagdo da gefirina com marcadores pré-sinapticos
GABA¢érgicos, incluindo VGAT ou GAD65/67; avaliagdao de subunidades dos receptores
GABA; microscopia confocal ou de super-resolucao; identificagdo dos tipos celulares
envolvidos; e registros eletrofisioldgicos de correntes pos-sindpticas inibitorias. Portanto,
a formula¢do mais rigorosa € que a morfina aumentou regionalmente a imunorreatividade
para gefirina, resultado compativel com reorganizagdo precoce de componentes
possinapticos inibitorios (Pizzarelli et al., 2020; Carricaburu et al., 2024).

Também deve ser reconhecido que ainda sdo escassos os estudos que avaliaram
diretamente os efeitos de uma unica administragao sistémica de morfina sobre a gefirina
no NAc, na VTA e no CPFm. Os trabalhos disponiveis demonstram a agao dos opioides
sobre circuitos GABAérgicos e o papel da gefirina na organizagdo das pds-sinapses
inibitdrias, mas nao estabelecem diretamente que a morfina aguda aumenta a fungao

GABA¢érgica por meio da gefirina nessas regioes (Matsui et al., 2014; Doyle e
Mazei-Robison, 2021; Pizzarelli et al., 2020).

Em conjunto, os resultados revelam uma dissociacdo temporal entre os efeitos
comportamentais, moleculares e estruturais da morfina. Uma tUnica administragdo
produziu reducao da atividade locomotora durante os cinco minutos iniciais do teste e
aumento regional da imunorreatividade para gefirina no NAc e na VTA, sem promover
alteragdes detectaveis na morfologia dendritica dos neuronios espinhosos médios do NAc.
O CPFm, por sua vez, ndo apresentou diferenca significativa na marcagao para gefirina.

Esse padrao sugere que os efeitos motores iniciais e a reorganizagdo molecular de
componentes pds-sinapticos inibitorios podem anteceder o desenvolvimento de alteragdes
dendriticas persistentes. O experimento agudo estabelece, portanto, uma referéncia
essencial para interpretar as fases posteriores, permitindo distinguir o efeito

farmacolégico inicial da morfina das neuroadaptagdes associadas a exposi¢ao repetida, a
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sensibilizacdo locomotora e a aprendizagem droga—contexto (Babbini e Davis, 1972;

Thompson, Oscar-Berman e Kaplan, 2021; Pizzarelli et al., 2020).

7.2 Inducao da sensibilizacao locomotora

Durante a fase de indugdo, o grupo que recebeu morfina associada ao contexto
experimental (MOR-A) apresentou aumento progressivo da distdncia percorrida em
comparag¢do aos grupos veiculo (VEI) e morfina ndo associada ao contexto (MOR-NA),
enquanto VEI e MOR-NA ndo diferiram significativamente. Assim, nas condi¢des deste
experimento, a sensibilizacdo locomotora foi detectada no grupo MOR-A, e o contraste
com MOR-NA indica que o pareamento entre a administracdo de morfina e o ambiente
de teste modulou a expressdo comportamental observada. Os resultados estatisticos
completos permanecem apresentados exclusivamente na se¢ao Resultados.

Esse resultado ¢ compativel com a concepcdo de que a sensibilizagdo
comportamental ndo corresponde apenas ao efeito farmacoldgico acumulado da droga,
mas envolve aprendizagem associativa e integracdo entre os efeitos da substancia e as
pistas ambientais presentes durante sua administragdo. Contextos previamente pareados
a morfina podem adquirir propriedades condicionadas e influenciar a magnitude da
resposta locomotora em exposigdes posteriores. Crespo et al. (2022), por exemplo,
demonstrou que os efeitos comportamentais condicionados pela morfina dependem da
associacdo entre droga e contexto e envolvem sinaliza¢do de ERK no ntcleo accumbens.
De modo complementar, Coelho et al. (2025) mostraram que a familiaridade ou a
novidade do ambiente modifica a sensibiliza¢gdo locomotora induzida por morfina,
reforcando que as caracteristicas contextuais constituem variaveis relevantes na expressao
desse fenomeno.

A auséncia de diferenca significativa entre VEI ¢ MOR-NA ¢ particularmente
informativa. Embora os animais do grupo MOR-NA tenham recebido morfina, a droga
nao foi administrada no mesmo contexto em que a atividade locomotora foi avaliada. Esse
resultado ndo demonstra que a exposi¢ao ndo associada seja biologicamente inerte; indica,
especificamente, que ela ndo produziu, no contexto € no momento avaliados, a mesma
expressao locomotora observada quando a morfina foi pareada ao ambiente experimental.
Portanto, o conjunto dos dados sustenta uma modulagao contextual da sensibilizag¢do, sem
permitir atribuir toda a resposta a um mecanismo exclusivamente associativo.

No NAc, a analise dos neurdnios espinhosos médios revelou reducdo do

comprimento dendritico total, do nimero total de dendritos, do nimero de interse¢oes e
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da densidade de espinhos dendriticos nos grupos expostos repetidamente a morfina, com
alteragdes mais pronunciadas no grupo MOR-A. Quando as médias do grupo MOR-NA
se situaram entre VEI e MOR-A, esse padrao deve ser descrito como intermediario em
termos quantitativos. Entretanto, valores intermediarios, per se, ndo comprovam efeito
parcial da exposi¢ao ndo associada nem dependéncia gradual do contexto.

Os resultados morfoldgicos indicam que a exposi¢do repetida & morfina foi
acompanhada por remodelamento da arborizacdo e dos espinhos dendriticos dos
neurdnios analisados no NAc. Essa interpretacdo ¢ coerente com evidéncias de que
opioides induzem plasticidade estrutural em circuitos de recompensa, embora a direcdo e
a magnitude dessas alteracdes variem conforme a substancia, a dose, o regime de
administracdo, o intervalo até a analise, a sub-regido cerebral, o compartimento dendritico
e o tipo neuronial investigado. A revisao de Thompson, Oscar-Berman e Kaplan (2021)
mostrou que a exposi¢ao a opioides pode modificar a morfologia neuronial em regides
relacionadas a recompensa e ao controle executivo, mas também evidenciou consideravel
heterogeneidade entre os estudos. Por isso, a redug¢do observada no presente experimento
deve ser interpretada como uma forma especifica de remodelamento associada ao
protocolo utilizado, e ndo como resposta universal a morfina.

No estriado ventral, a organizagdo morfologica dos neuronios espinhosos médios
¢ sensivel ao padrdo de exposi¢do a opioides e a histéria de abstinéncia. Geoffroy et al.
(2019) observaram alteragcdes duradouras na densidade e na morfologia de espinhos
dendriticos no NAc apds exposi¢do a morfina e abstinéncia prolongada. Lefevre et al.
(2023) demonstraram que a morfina produz remodelamento de espinhos dependente do
subtipo de neurdnio espinhoso médio, destacando que populagdes que expressam
receptores dopaminérgicos D1 ou D2 podem responder de modo distinto. Em conjunto,
esses estudos sustentam a existéncia de plasticidade estrutural induzida por opioides, mas
recomendam cautela ao comparar diretamente resultados obtidos em diferentes
subregides, tipos celulares e momentos experimentais.

A reducdo da densidade de espinhos dendriticos observada no presente estudo
pode refletir reorganizacao dos sitios potenciais de contato sindptico excitatorio, pois
grande parte das sinapses glutamatérgicas dos neurdnios espinhosos médios ocorre sobre
espinhos dendriticos. Todavia, a técnica de Golgi-Cox fornece uma medida morfologica
e ndo permite determinar, isoladamente, a identidade molecular, a origem dos terminais
pré-sinapticos ou a eficacia funcional das sinapses. Assim, ndo se pode concluir apenas a

partir da diminuicdo do numero de espinhos que tenha ocorrido redugdo global da
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neurotransmissao glutamatérgica. Alteragdes na forma e na estabilidade dos espinhos, na
composicdo de receptores e na forca das conexdes remanescentes podem ocorrer sem
correspondéncia linear com a densidade total (Russo et al., 2010; Thompson, Oscar-
Berman e Kaplan, 2021).

Também nao ¢ possivel estabelecer, com base no delineamento empregado, que o
remodelamento dendritico causou a sensibiliza¢ao locomotora. Os dois fenomenos foram
observados apds o mesmo regime de exposi¢do e podem representar componentes
paralelos ou interdependentes da neuroplasticidade induzida pela morfina. A associacao
mais intensa entre as altera¢des estruturais ¢ o grupo MOR-A ¢ consistente com a
participacdo de processos dependentes do contexto, mas a demonstragdo de causalidade
exigiria manipulagdes especificas capazes de impedir ou reverter o remodelamento
neuronial e verificar diretamente o efeito sobre o comportamento.

Carricaburu et al. (2024) demonstraram que a gefirina participa da montagem
autébnoma e da localizagdo sindptica de componentes pos-sinapticos GABAérgicos,
inclusive em condigdes sem liberagdo pré-sindptica de GABA. Esse estudo fundamenta o
papel da gefirina na organizagdo da arquitetura pos-sinaptica inibitoria, mas nao
demonstrou uma acao direta de receptores p-opioides sobre essa proteina.

Toddes et al. (2021), por sua vez, mostraram que a redu¢do do nimero de copias
do gene do receptor p-opioide (Oprml) modifica a microcircuitaria do NAc, com
alteracdes na transmissao inibitoria de neurdnios espinhosos médios D2, na expressao de
RNAm de gefirina e na densidade de puncta sinapticos inibitdrios, além de influenciar
comportamentos sociais reciprocos. Esse estudo fornece evidéncias de que alteragdes na
sinalizagdo p-opioide podem afetar componentes inibitorios e relacionados a gefirina no
NAc, mas ndo avaliou a administragdo repetida de morfina nem neurdnios
dopaminérgicos da VTA; portanto, ndo constitui demonstracdo direta dos efeitos do
protocolo empregado nesta tese.

No NAc, a modificagdo dos clusters de gefirina pode estar relacionada a
reorganizacdo dos mecanismos inibitdrios locais que regulam a excitabilidade dos
neurdnios espinhosos médios. Na VTA, a interpretagdo exige atencao a heterogeneidade
celular e sindptica da regido. Receptores p-opioides estdo presentes em diferentes
elementos do circuito mesolimbico, € a morfina pode desinibir neuronios dopaminérgicos
ao reduzir a transmissdo GABAérgica proveniente de aferéncias e interneurénios. Matsui
et al. (2014) demonstraram que receptores p-opioides controlam entradas GABA¢érgicas

distintas sobre neurénios dopaminérgicos da VTA. Consequentemente, uma alteragdo na
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densidade de gefirina nessa regido ndo permite inferir, sem identificacdo celular e
funcional, se houve aumento ou reducdo liquida da inibicdo sobre neurdnios
dopaminérgicos.

Os mecanismos pelos quais a morfina pode modificar a gefirina ainda nao estao
estabelecidos diretamente. Como hipotese, a ativagdo de receptores p-opioides pode
alterar a atividade neuronal e o balango entre aferéncias GABAérgicas, glutamatérgicas
e dopaminérgicas, recrutando vias intracelulares capazes de modular a fosforilagdo, a
palmitoilagdo, o trafego e a estabilidade da gefirina na membrana pds-sindptica.
Mudangas de atividade também podem induzir respostas homeostaticas na organizagao
de receptores GABAA e de seus complexos de ancoragem. Assim, as diferengas
observadas podem resultar de redistribuicdo subcelular, alteracdo da estabilidade dos
agrupamentos ou resposta compensatoria do circuito, sem que os dados atuais permitam
distinguir entre esses mecanismos (Tyagarajan e Fritschy, 2014; Pizzarelli et al., 2020;
Carricaburu et al., 2024).

No CPFm, as altera¢gdes na imunorreatividade para gefirina sdo compativeis com
o recrutamento de uma rede mais ampla envolvida no controle executivo e na modulagdo
do comportamento motivado. O CPFm participa da regulagao do comportamento dirigido
a objetivos e do controle sobre circuitos de recompensa. Doyle e Mazei-Robison (2021)
destacaram que as adaptacdes induzidas por opioides na VTA variam conforme o tipo
celular, o componente sindptico e o tempo de exposi¢do. Ainda assim, a atribui¢dao de
fungdes especificas as alteragdes de gefirina observadas nas regides analisadas permanece
uma hipotese a ser testada diretamente (Hearing, 2019; Koob e Volkow, 2016).

Os resultados da fase de indu¢do mostram que o pareamento entre morfina e
contexto foi associado a uma trajetdria locomotora distinta e a expressao de sensibilizagdo
no grupo MOR-A, resultado compativel com evidéncias de que as pistas contextuais
modulam os efeitos comportamentais produzidos pela morfina (Crespo et al., 2022;
Coelho et al., 2025). Paralelamente, a exposi¢do repetida a morfina foi acompanhada por
reducdo dos parametros de complexidade dendritica e da densidade de espinhos dos
neurdnios espinhosos médios do NAc. Esses resultados sdo consistentes com estudos que
demonstram remodelamento estrutural no NAc apds exposicao repetida a opioides,
embora a direcao e a magnitude dessas alteragdes dependam do regime de administracao,
do periodo de abstinéncia e do subtipo neuronial analisado (Geoffroy et al., 2019;
Thompson, Oscar-Berman e Kaplan, 2021; Lefevre et al., 2023). Também foram

observadas alteragdes regionais na densidade de clusters imunorreativos para gefirina,
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proteina envolvida na organizacdo e estabilizacdo de componentes poOs-sindpticos
GABA¢rgicos (Pizzarelli et al., 2020; Carricaburu et al., 2024). O conjunto das alteragdes
foi mais pronunciado no grupo MOR-A, sendo compativel com uma possivel
contribuicdo da associagdo droga—contexto para as neuroadaptacdes observadas.
Contudo, os dados sdo correlacionais e morfoldgicos: ndo demonstram que as alteragdes
dendriticas tenham causado a sensibilizagdo nem que as modificagdes na
imunorreatividade para gefirina correspondam diretamente ao aumento ou a diminui¢do

da neurotransmissao GABAérgica.

7.3 Extin¢ao da sensibilizacao locomotora

Ap0s a fase de indugdo, os animais foram submetidos a cinco sessdes consecutivas
de extingdo, nas quais receberam veiculo antes da exposicao ao aparato. Ao longo dessas
sessoes, observou-se redugdo progressiva da atividade locomotora, acompanhada pela
diminui¢do das diferencas entre os grupos. O grupo MOR-A-E apresentou maior
atividade locomotora nas sessdes iniciais, mas essa diferenca foi atenuada com a repeti¢ao
das exposicdes ao contexto na auséncia de morfina. Esse padrdo indica diminuicao da
expressao comportamental previamente estabelecida pelo pareamento entre a droga e o
ambiente.

A reducdo da resposta locomotora durante a extingdo ndo deve ser interpretada
como apagamento da aprendizagem original. A literatura sobre aprendizagem associativa
demonstra que a extingdo corresponde predominantemente a aquisicdo de uma nova
relagdo, na qual o contexto deixa de predizer a ocorréncia do estimulo anteriormente
associado, enquanto a memoria original pode permanecer preservada e voltar a ser
expressa em determinadas condi¢des (Bouton, 2002, 2004, 2019; Bouton et al., 2021).
Assim, a diminuicdo da atividade locomotora observada ao longo das sessdes ¢
compativel com a formacdo progressiva de uma memoria de extingdo, € ndo
necessariamente com a reversdo completa das associagdes droga—contexto estabelecidas
durante a inducao.

A expressao da aprendizagem de extingao depende do contexto e das condig¢des
em que a resposta € posteriormente avaliada. Mudangas contextuais, passagem do tempo
ou reapresentacdo do estimulo ndao condicionado podem favorecer o reaparecimento de
respostas anteriormente extintas, fendmenos descritos, respectivamente, como renovacao,
recuperagdo espontanea e restabelecimento (Bouton, 2002, 2004, 2019; Vervliet, Craske

e Hermans, 2013; Trask, Thrailkill e Bouton, 2017). Embora parte dessa literatura tenha
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sido desenvolvida em modelos de condicionamento aversivo, os principios de
aprendizagem de extingdo e controle contextual também sdo relevantes para a
compreensao das respostas associadas as drogas.

Nos modelos relacionados ao uso de drogas, a diminui¢do da resposta durante a
extingdo também ndo demonstra necessariamente a reversdo completa das
neuroadaptacdes produzidas pela exposicdo anterior. A aprendizagem original pode
permanecer disponivel e ser recuperada posteriormente pela reapresentacdo da droga, por
estimulos associados ou por mudangas nas condi¢des contextuais (Gass e Chandler, 2013;

Hearing, 2019). Portanto, a atenuagdo das diferengas locomotoras entre os grupos
durante as cinco sessdes indica reducao da expressdo da sensibilizagdo no contexto de
extin¢do, mas ndo permite concluir que a sensibilizagdo ou a memoria associativa original
tenham sido definitivamente eliminadas.

A persisténcia de alteragcdes morfologicas apos a extingdo reforga essa distingao
entre reducdo da resposta comportamental e reversao das neuroadaptacdes. Mesmo apds
as sessoes sem morfina, foram observadas diferencas na densidade de espinhos
dendriticos, no comprimento dendritico total e na complexidade das arborizagdes dos
neurdnios espinhosos médios do nucleo accumbens. Essas diferencas foram mais
pronunciadas no grupo MOR-A-E, sugerindo que o histdrico de pareamento entre morfina
e contexto permaneceu associado a um padrao especifico de organizagao dendritica.

A exposi¢do repetida a morfina pode produzir remodelamento dos espinhos
dendriticos de neuronios do nicleo accumbens, embora a direcao e a magnitude dessas
alteragdes dependam do regime de administracao, do periodo de retirada, da sub-regido
analisada e da populagdo neuronial considerada (Geoffroy et al., 2019; Thompson, Oscar-
Berman e Kaplan, 2021). Geoffroy et al. (2019) demonstraram alteragdes na morfologia
dos espinhos dendriticos do nucleo accumbens apos tratamento repetido com morfina.
Entretanto, como a avaliagdo foi realizada um dia ap6s o término do tratamento cronico,
esse estudo fundamenta a ocorréncia de remodelamento induzido pela morfina, mas ndo
demonstra diretamente a persisténcia dessas alteracdes apds um protocolo de extingao.

Thompson, Oscar-Berman e Kaplan (2021), em uma revisao sobre a plasticidade
dos neurdnios espinhosos médios do nucleo accumbens, destacaram que os opioides
podem produzir alteragdes estruturais e funcionais dependentes do tipo de substancia, do
padrdo de exposi¢do, do periodo de abstinéncia e do subtipo neuronial. Lefevre et al.
(2023) também mostraram que exposi¢des continuas e interrompidas a morfina produzem

adaptacdes distintas em neurdnios que expressam receptores dopaminérgicos D1 ou D2
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na divisdo shell do nucleo accumbens. Embora Lefevre et al. (2023) ndo tenham
investigado diretamente a extingdo da sensibilizacdo locomotora, seus resultados
demonstram que o padrdo temporal de exposicdo a morfina influencia a natureza das
adaptacdes celulares no nucleo accumbens.

Dessa forma, as alteragcdes morfologicas observadas apds a extingdo podem
representar neuroadaptagdes relacionadas ao historico de exposi¢do a morfina e as
associacgoes estabelecidas durante a indug@o. Entretanto, os resultados de Golgi-Cox sdo
transversais e morfoldgicos e nao permitem determinar quando essas alteragdes surgiram,
se foram modificadas durante a extingao ou se participaram causalmente da redugdo ou
da posterior recuperacdo da resposta locomotora. Também ndo permitem identificar
diretamente os subtipos de neurdnios espinhosos médios envolvidos.

A densidade de marcagdo imunorreativa para gefirina também foi modificada apos
a extingao. No NAc, MOR-A-E apresentou maior densidade que VEI-E; na VTA, MOR-
A-E e MOR-NA-E apresentaram valores superiores a VEI-E; e, no CPFm, nao foram
detectadas diferencas significativas. Em comparagdo com a fase de indugdo, esse padrao
mostra que a extingdo foi acompanhada por reorganizagdo regional da imunorreatividade
para gefirina, particularmente nos animais com historico de exposicao a morfina. Esse
resultado ndo equivale, contudo, a uma medida direta da intensidade da transmissao
inibitoria.

A gefirina atua como uma proteina de ancoragem essencial para a estabilizacdo e
a organizacao de receptores GABA A em especializacdes poOs-sinapticas inibitdrias
(Tyagarajan e Fritschy, 2014; Kasaragod e Schindelin, 2018; Pizzarelli et al., 2020).
Modificagdes na quantidade, na distribui¢do ou na organizagdo de seus clusters podem
refletir remodelamento de estruturas pos-sindpticas GABAérgicas, mas ndo permitem,
isoladamente, concluir que houve aumento ou diminui¢do da liberacdo de GABA ou da
corrente inibitoria. Carricaburu et al. (2024) demonstraram que a gefirina participa da
organizagdo ¢ da localizagdo sinaptica de componentes pds-sinapticos GABAérgicos
mesmo na auséncia de liberagdo pré-sindptica de GABA. Portanto, esse estudo
fundamenta a organizacao pos-sinaptica dependente de gefirina, mas ndo demonstra uma
acao direta da morfina ou de receptores p-opioides sobre essa proteina.

Os resultados indicam que a extingdo reduziu progressivamente a expressao
locomotora associada ao histérico de pareamento entre morfina e contexto, enquanto
diferencas morfologicas e moleculares permaneceram detectaveis. Essa dissociacdo ¢

compativel com a interpretacao de que a extingao corresponde a uma nova aprendizagem,
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capaz de inibir a expressao comportamental anterior sem necessariamente eliminar a
memoria original ou reverter completamente as neuroadaptacdes produzidas pela
exposicao a droga (Bouton, 2002, 2004, 2019; Gass e Chandler, 2013; Hearing, 2019).
Entretanto, os resultados permanecem correlacionais. Nao € possivel afirmar que
as alteracdes dendriticas ou as diferengas na densidade de clusters de gefirina tenham
causado a reducao da atividade locomotora durante a extingdo. Da mesma forma, os
resultados nao demonstram que essas alteracdes tenham determinado o comportamento
observado posteriormente no teste final. Eles mostram que a atenuagao comportamental
durante a extingdo coexistiu com modificacdes estruturais e pds-sinapticas no nucleo
accumbens, fornecendo uma base para a interpretagdo dos resultados apresentados na

etapa de Teste Final e Recuperag¢do da Resposta Condicionada.

7.4 Teste final e expressdo da resposta sensibilizada

Ap6s a indugdo da sensibilizagdo locomotora e as sessdes de extingdo, os animais
foram submetidos ao teste final no mesmo ambiente experimental. Nessa etapa, a
combinacdo entre o historico de tratamento VEI, morfina ndo associada ao contexto
(MOR-NA) ou morfina associada ao contexto (MOR-A) e a administragcdo de veiculo ou
morfina no dia do teste permitiu avaliar a persisténcia das neuroadaptacdes produzidas
pela exposicao prévia a droga.

No teste final, o grupo MOR-A/MOR apresentou a maior atividade locomotora
entre os grupos experimentais. Esse resultado indica que os animais previamente expostos
a morfina no mesmo contexto demonstraram uma resposta locomotora acentuada quando
receberam novamente a droga naquele ambiente. O efeito observado ¢ compativel com a
expressao da sensibilizagdo locomotora dependente do historico associativo entre droga
e contexto (Crespo et al., 2022; Coelho et al., 2025).

A interpretacdo desse resultado, entretanto, deve diferenciar resposta
condicionada, sensibilizacao e efeito farmacoldgico agudo. Uma recuperacdo puramente
condicionada seria demonstrada pelo aumento da atividade locomotora do grupo MOR -
A/VE]I, isto ¢, dos animais previamente condicionados que retornaram ao contexto sem
receber morfina no teste final. Como o aumento mais evidente ocorreu no grupo MOR -
A/MOR, o resultado sustenta principalmente a expressdo da sensibilizagdo provocada
pelo desafio farmacolégico no contexto previamente associado a droga. Portanto, a

expressao “recuperacdo da resposta condicionada” deve ser empregada com cautela e
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depender da comparagao estatistica entre MOR-A/VEI e os grupos-controle tratados com
veiculo (Steketee e Kalivas, 2011; Crespo et al., 2022).

A auséncia de aumento significativo no grupo MOR-A/VEI, caso confirmada pelo
teste final, indicaria que a simples reexposicdo ao contexto ndo foi suficiente para
produzir recuperagdo locomotora condicionada detectavel. Nesse caso, os resultados
demonstrariam que a resposta permaneceu parcialmente suprimida apds a extingdo na
auséncia da droga, mas pode ser novamente expressa quando a morfina foi administrada.

A extingao ¢ geralmente compreendida como um processo de nova aprendizagem,
no qual a associagdo entre o contexto e a auséncia do efeito da droga passa a competir
com a memoria previamente estabelecida entre contexto e morfina. Ela reduz a expressao
comportamental condicionada, mas ndo necessariamente elimina a associacdo original.
Por isso, respostas previamente extintas podem reaparecer apOs a reapresentacdo da
droga, mudangas contextuais ou passagem do tempo. Esse principio ¢ amplamente
reconhecido nos modelos contemporaneos de extingdo e recaida comportamental
(Bouton, 2002, 2004, 2019; Bouton et al., 2021).

No presente experimento, a maior atividade locomotora do grupo MOR-A/MOR
sugere que a aprendizagem estabelecida durante a inducao permaneceu biologicamente
relevante apesar da redugdo comportamental observada durante a extingdo. O desafio com
morfina pode ter reativado neuroadaptacdes relacionadas a sensibilizacdo e facilitado a
recuperacdo da resposta no contexto previamente pareado a droga. Contudo, o
delineamento nao permite determinar se o efeito decorreu da recuperacao da associagao
condicionada original, da expressao de sensibilizacdo farmacologica persistente ou da
interagdo entre esses dois processos.

O grupo MOR-NA/MOR apresentou resposta inferior a do grupo MOR-A/MOR.
Essa diferenca ¢ relevante porque ambos receberam morfina no teste final, mas apenas o
grupo MOR-A havia experimentado anteriormente os efeitos da droga no ambiente de
avaliacdo. O padrao sugere que a exposi¢do farmacologica repetida, isoladamente, nao
explica toda a magnitude da resposta final e que a associagdo droga—contexto contribuiu
para potencializar sua expressao.

Os animais VEI/MOR fornecem uma referéncia importante para o efeito
locomotor da morfina no teste final sem historico prévio de exposi¢ao repetida. Se MOR -
A/MOR apresentou atividade significativamente maior que VEI/MOR, esse contraste
sustenta a presenca de sensibilizag@o, pois demonstra que o histérico de administragdes

pareadas aumentou a resposta em relagdo ao efeito observado em animais previamente
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tratados com veiculo. A comparacao entre MOR-A/MOR e MOR-NA/MOR, por sua vez,
permite avaliar a contribuicdo do pareamento droga—contexto para a sensibilizacdo.

Em conjunto, a interpretagdo do teste final depende de trés contrastes
fundamentais:

MOR-A/VEI versus VEI/VEIL: avalia a expressao locomotora produzida pelo
contexto na auséncia de morfina;

MOR-A/MOR versus VEI/MOR: avalia a sensibilizagdo decorrente do histérico
de exposig¢ao repetida;

MOR-A/MOR versus MOR-NA/MOR: avalia a contribui¢do do pareamento entre
morfina e contexto.

Dessa maneira, o aumento observado no grupo MOR-A/MOR ¢ compativel com
a persisténcia de neuroadaptagdes comportamentais apds a extingdo ¢ com a influéncia
do contexto sobre a expressao da sensibilizagdo. Nao obstante, sem aumento significativo
no grupo MOR-A/VEI, ndo ¢ possivel afirmar que tenha ocorrido recuperagao autonoma

da resposta locomotora condicionada apenas pela reexposi¢do ao ambiente.

7.4.1 Imunorreatividade para gefirina apés o teste final

A andlise imuno-histoquimica revelou diferencas na densidade de marcagao para
gefirina no NAc, na VTA e no CPFm apds o teste final. O grupo VEI/VEI apresentou, em
geral, os menores valores. MOR-A/MOR apresentou os valores mais elevados e ndo
diferiu de MOR-A/VEI, enquanto MOR-A/VEI ¢ MOR-NA/MOR também mostraram
aumentos em comparagao aos grupos-controle, de acordo com as comparagdes regionais.
Esse padrao demonstra que o desafio farmacologico, o historico de pareamento e a
aprendizagem de extingdo foram acompanhados por reorganizacgao regional da marcacao
para gefirina. O aumento observado em MOR-NA/MOR ¢ particularmente relevante
porque nao foi reproduzido durante as fases de indugdo e extingdo, indicando que a nova
exposicdo a morfina modificou a resposta desse grupo.

A maior densidade de clusters de gefirina no grupo MOR-A/MOR indica que o
histérico de associagdo entre morfina e contexto, seguido por extingdo e novo desafio
farmacologico, foi acompanhado por reorganizagdo da estrutura molecular pos-sinaptica
inibitoria. Como a gefirina participa da ancoragem e estabilizacdo de receptores GABAA
na membrana pds-sinaptica, modificagdes em seus clusters podem representar alteragdes
na organiza¢do das sinapses inibitorias. Entretanto, esse resultado ndo demonstra

diretamente aumento da liberacdo de GABA, maior corrente inibitéria ou aumento do
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nimero de sinapses funcionalmente ativas (Pizzarelli et al., 2020; Carricaburu et al.,
2024).

A dire¢do do resultado observado no teste final também deve ser discutida em
relagdo as fases anteriores. Uma elevagao da densidade de clusters apds o desafio ndo
contradiz necessariamente redugdes observadas durante a indugdo ou alteragdes
persistentes apds a extingdo. A organizagao da gefirina € dindmica e pode variar em fungdo
do tempo transcorrido desde a administracdo, da reexposi¢do ao contexto ¢ da nova
ativacdo dos receptores p-opioides. Assim, o teste final pode representar uma etapa de
reorganizacdo ou recrutamento poés-sinaptico diferente daquela observada durante a
aquisicao da sensibilizacdo (Pizzarelli et al., 2020).

No NAc, o aumento da densidade de clusters de gefirina pode refletir
reorganizacao dos mecanismos inibitérios que regulam a excitabilidade dos neurdnios
espinhosos médios. Essa regido integra aferéncias glutamatérgicas provenientes do cortex
pré-frontal, hipocampo e complexo amigdaloide com sinais dopaminérgicos originados
na VTA. Por isso, alteragdes na organizacdo pds-sinaptica inibitéria do NAc podem
participar da adaptagdo do circuito diante da reapresentacdo da droga e das pistas
contextuais associadas (Russo et al., 2010; Koob e Volkow, 2016).

Na VTA, a interpretacdo ¢ particularmente complexa porque a morfina pode
aumentar a atividade de neurdnios dopaminérgicos por meio da inibigdo de elementos
GABA¢érgicos, produzindo desinibi¢do dopaminérgica. Matsui et al. (2014)
demonstraram que receptores p-opioides regulam diferentes entradas GABAérgicas sobre
neuronios dopaminérgicos da VTA. Desse modo, o aumento da densidade de gefirina
nessa regido nao permite determinar se houve fortalecimento da inibi¢cao sobre neurénios
dopaminérgicos, reorganizacdo das sinapses sobre neurdnios GABAérgicos ou resposta
compensatodria a ativacao repetida do circuito.

No CPFm, as alteracoes de gefirina podem estar relacionadas a reorganizacao de
circuitos envolvidos no controle executivo, na regulacdo do comportamento motivado e
na influéncia das informagdes contextuais sobre a resposta a droga. O CPFm mantém
conexoes reciprocas com o NAc e outras estruturas do circuito de recompensa. Entretanto,
assim como nas demais regides, a imunoistoquimica isoladamente nao permite determinar
quais tipos neuroniais apresentaram alteracdo nem estabelecer sua consequéncia
funcional (Hearing, 2019; Koob e Volkow, 2016).

Carricaburu et al. (2024) demonstraram que a gefirina organiza e direciona

componentes pos-sinapticos GABAZ&rgicos para os sitios sinapticos, inclusive na auséncia
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de liberagdo pré-sinaptica de GABA. Esse dado sustenta a interpretagdo da gefirina como
componente da arquitetura pds-sinaptica inibitdria, mas ndo demonstra que a ativacao de
receptores p-opioides ou a exposicado a morfina produza diretamente reorganizacao
dependente de gefirina. Portanto, a relagdo entre o desafio com morfina e as alteragdes
observadas no presente experimento deve permanecer como uma interpretacdo baseada
nos dados desta tese, € ndo como resultado demonstrado por aquele estudo.

Em sintese, os resultados do teste final mostram que a extingdo reduziu a
expressao da resposta locomotora, mas ndo impediu que a administracdo de morfina
produzisse uma resposta acentuada nos animais previamente condicionados. O aumento
observado no grupo MOR-A/MOR sustenta a persisténcia da sensibilizacdo e a
contribui¢do do contexto previamente associado a droga. Entretanto, caso MOR-A/VEI
nao tenha diferido dos controles, o resultado nao deve ser apresentado como recuperacao
puramente condicionada, mas como expressdo da sensibilizagdo apos o desafio
farmacoldgico no contexto previamente pareado (Steketee e Kalivas, 2011; Crespo et al.,
2022; Coelho et al., 2025).

Paralelamente, as alteragdes na densidade de c/usters imunorreativos para gefirina
no NAc, na VTA e no CPFm indicam reorganizacdo molecular regional apds a
combinagdo entre historico de condicionamento, extingao ¢ desafio com morfina. Esses
achados ampliam a compreensao das neuroadaptacdes relacionadas a exposi¢do repetida
a opioides, mas permanecem de natureza morfologica e correlacional. Portanto, ndo
permitem inferir diretamente aumento ou reducao da neurotransmissao GABAérgica nem
demonstrar que as modificacdes de gefirina foram responsaveis pela recuperacao da

resposta locomotora (Pizzarelli et al., 2020; Carricaburu et al., 2024).

8 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que os efeitos comportamentais, morfologicos e
imunoistoquimicos da morfina variaram conforme o regime de exposi¢ao, o pareamento
com o contexto experimental e a fase avaliada. No experimento agudo, uma tUnica
administracdo de morfina reduziu a distancia percorrida durante os cinco minutos de
avaliacdo, sem produzir alteragdes detectaveis nos parametros dendriticos dos neurdnios
espinhosos médios do nucleo accumbens. Em contraste, foram observadas alteragdes
regionalmente seletivas na densidade de perfis imunorreativos para gefirina, com
aumento no ntcleo accumbens e na area tegmental ventral, mas ndo no cortex pré-frontal

medial.
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Durante a inducdo, o grupo que recebeu morfina associada ao ambiente
experimental (MOR-A) apresentou aumento progressivo da atividade locomotora em
comparagdo aos grupos veiculo (VEI) e morfina nao associada ao contexto (MOR-NA),
caracterizando sensibilizagdo locomotora modulada pelo pareamento entre droga e
contexto. A exposi¢cdo repetida a morfina também foi acompanhada por alteragdes
morfologicas nos neurdnios analisados no ntcleo accumbens, incluindo reducdo do
comprimento dendritico, do numero de dendritos, do nimero de interse¢des, da
complexidade da arborizagdo e da densidade de espinhos, com padrao mais pronunciado
no grupo MOR-A.

A reducdo progressiva da atividade locomotora durante as sessdes sem morfina
demonstra que o procedimento promoveu aprendizagem de extingdo e diminuiu a
expressao da resposta previamente estabelecida. A complexidade dendritica do grupo
MOR-A permaneceu reduzida, sem evidéncia de recuperacao parcial. Paralelamente, a
imunorreatividade para gefirina foi modificada pela extingdo, especialmente no NAc e na
VTA dos grupos com histdrico de exposi¢do a morfina. Esses achados mostram que a
reducdo comportamental ndo foi acompanhada por reversdo uniforme das alteragdes
neurais detectadas.

No teste final, o grupo MOR-A/MOR apresentou a resposta locomotora mais
acentuada. Esse resultado sustenta a persisténcia da sensibiliza¢do e demonstra que o
historico de administragdo da morfina no ambiente experimental influenciou a resposta
produzida pelo novo desafio farmacologico. Na auséncia de aumento significativo no
grupo MOR-A/VEI em comparagdo aos controles tratados com veiculo; contudo, ndo se
pode afirmar que tenha ocorrido recuperacdo autonoma da resposta locomotora
condicionada exclusivamente pela reexposicdo ao contexto. O achado deve ser
interpretado, de maneira mais precisa, como expressao da sensibilizagdo apos o desafio
com morfina no ambiente previamente pareado a droga.

As diferengas regionais na densidade de marcagdo imunorreativa para gefirina
mostram que a exposi¢ao a morfina, o pareamento contextual, a aprendizagem de extingdo
e o desafio farmacologico foram acompanhados por modificagdes na organizagao
molecular pos-sindptica inibitoria. No teste final, destacaram-se os aumentos observados
nos grupos MOR-A/MOR, MOR-A/VEI e MOR-NA/MOR, conforme as comparagdes
regionais. Entretanto, a imunorreatividade para gefirina ndo constitui medida funcional

direta da neurotransmissdo GABAérgica e ndo permite concluir que houve aumento ou
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reducdo da liberagdo de GABA, da corrente inibitéria ou do numero de sinapses
funcionalmente ativas.

O estudo demonstra que o pareamento entre morfina e contexto modula a
sensibilizacao locomotora ¢ esta associado a alteracdes dendriticas no ntcleo accumbens
e a modificagdes regionais na imunorreatividade para gefirina. A extingdo reduziu a
expressdo comportamental, mas ndo promoveu reversao uniforme das alteragdes neurais
avaliadas, enquanto o desafio final com morfina revelou a persisténcia da sensibilizagao
nos animais com histérico de pareamento. Esses dados evidenciam que as respostas
comportamentais ¢ as medidas morfologicas e moleculares podem apresentar cursos
temporais distintos. Como as andlises sdo morfologicas e correlacionais, ndo € possivel
estabelecer relacdo causal entre o remodelamento dendritico, as alteragdes de gefirina e a
atividade locomotora. Estudos futuros com identificagao de tipos celulares, colocalizagao
sindptica e avaliagdes eletrofisiologicas serdo necessarios para determinar as

consequéncias funcionais dessas modificagoes.
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