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RESUMO

Um dos principais desafios da pesquisa sobre o abuso de etanol é desvendar as
alteracdes cerebrais responsaveis pela transicdo do uso recreativo de drogas para a
dependéncia. Neste contexto, a sensibilizacdo comportamental tem sido usada como um
modelo de neuroplasticidade induzida pela administracdo repetida de drogas de abuso.
A proteina AFosB ¢ um fator de transcricdo que se acumula no interior dos neur6nios
apos a exposicdo cronica a substancias de abuso e constitui uma das mais importantes
neuroadaptacdes induzidas pelo uso de drogas. Dados recentes sugeriram um papel
distinto dos hemisférios cerebrais na modulacdo das emocGes. No entanto, atualmente
existem poucos estudos sobre lateralizacdo cerebral e alteragbes comportamentais
induzidas pelo etanol ou neuroplasticidade. Neste contexto, avaliamos a expressédo de
AFosB em areas encefélicas relacionadas a dependéncia, comparando os hemisférios
cerebrais direito e esquerdo. Para isso, camundongos Suicos machos foram submetidos
ao procedimento de sensibilizacdo comportamental com repetidas administragdes i.p. de
etanol ou veiculo. De acordo com o aumento na atividade locomotora induzida pelo
etanol, os animais foram separados em trés grupos experimentais: Controle, EtOH-
Sensibilizado e EtOH-N&o Sensibilizado. Posteriormente, os camundongos tiveram 0s
encéfalos processados para a técnica de imunohistoquimica. Observamos que 0 grupo
EtOH-Sensibilizado aumentou a expressdo de AFosB em ambos os hemisférios do
estriado dorsal e cortex infralimbico. Entretanto, no cortex orbitofrontal e no nucleo
accumbens shell, o aumento de AFosB ocorreu apenas no hemisfério esquerdo. Em
contraste, o grupo EtOH-Nao Sensibilizado demonstrou expressiao elevada de AFosB
em ambos os hemisférios na insula granular / disgranular, mas apenas no hemisfério
direito do cortex orbitofrontal, do cértex cingulado e da area tegmental ventral. Na
amigdala central, todos os grupos tratados com etanol aumentaram a expressdo de
AFosB apenas no hemisfério direito. Nossos resultados sugerem o predominio da
neuroplasticidade no hemisfério esquerdo de animais comportamentalmente
sensibilizados ao etanol. Enquanto a neuroplasticidade no hemisfério direito parece

proteger os animais das alteragdes comportamentais induzidas pelo etanol.

Palavras-chave: alcool, dependéncia, sensibilizacdo comportamental, lateralizagéo,

neuroadaptacodes, deltaFosB.



ABSTRACT

One of the main challenges of ethanol addiction research is to unveil the brain changes
responsible for the transition from recreational drug use to addiction. In this context,
behavioral sensitization has been used as a model of neuroplasticity induced by repeated
administration of abuse drugs. AFosB is a transcription factor that accumulates in the
brain after chronic drug exposure and constitutes one of the most important neuroplastic
alteration induced by repeated drug use. Recent data have suggested a distinct role of
brain hemispheres in modulation of emotions. However, there are no studies about brain
lateralization and ethanol-induced behavioral alterations or neuroplasticity. Thus, we
evaluated the expression of AFosB in brain areas related to alcohol effect comparing the
right and left brain hemispheres. For this, Swiss mice were submitted to behavioral
sensitization procedure with ethanol or vehicle repeated i.p. administrations. According
to their increase on ethanol-induced locomotor activity they were separated in EtOH-
Sensitized and EtOH-Not Sensitized or Vehicle treated. Later, mice had their brain
processed for AFosB immunohistochemistry. We observed that EtOH-Sensitized group
has increased AFosB expression in in both hemispheres of dorsal medial striatum and
infralimbic cortex. In the orbitofrontal cortex and nucleus accumbens shell, the increase
of AFosB occurred only in the left hemisphere. In contrast, EtOH-Not Sensitized group
demonstrated an elevated AFosB expression in both hemispheres in granular/disgranular
insular cortex but only in right hemisphere of orbitofrontal cortex, cingulate cortex and
ventral tegmental area. In central amygdala all groups treated with ethanol had
increased AFosB expression only in right hemisphere. Our results point predominance
of neuroplasticity in the left hemisphere of ethanol behaviorally sensitized animals
while neuroplasticity in the right hemisphere seems to protect from ethanol behavioral

alterations.

Keywords: alcohol, addiction, behavioral sensitization, brain lateralization,
neuroadaptations, deltaFosB.
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1 INTRODUCAO
1.1 Perspectiva histdria e epidemiologia do uso de etanol

Toda a historia da humanidade esta permeada pelo consumo de alcool. Ao longo do
tempo esse consumo esteve associado a diversos aspectos recreativos, entre eles o
favorecimento da integragdo social (CIARLO; MASTROIANNI, 2010). Segundo
Lapate (2001), alguns animais ja buscavam no uso de frutas fermentadas uma sensacéao
de bem-estar e relaxamento. Ao observarem o comportamento alterado desses animais,
0s homens comecaram a fazer uso do suco de frutas fermentadas que continham algum
teor alcoolico e, dessa forma, pode-se inferir que as primeiras bebidas alcodlicas eram
fermentadas e de origem artesanal.

Em meados de 800 a.C., os arabes passaram a produzir as bebidas destiladas e a
partir disto, bebidas com maiores teores alcoolicos foram introduzidas na sociedade
(GIGLIOTTI; BESSA, 2004). Com o advento da industrializacdo, no século XVIII, o
alcool comecou a ser produzido em larga escala, 0 que reduziu os custos ao consumidor
e estimulou o seu consumo. O transporte através de caravanas também auxiliou na
difusdo das bebidas alcodlicas industrializadas (FORTES; CARDO, 1991) e contribuiu
para 0 aumento do consumo nos grandes centros urbanos. A partir dai, iniciaram-se as
descricdes dos problemas fisicos e psicoldgicos provenientes do abuso de alcool
(GIGLIOTTI; BESSA, 2004).

Devido ao fato do &lcool ser considerado uma substancia licita e estar atrelado a
diversos anuncios publicitarios, ele se tornou amplamente aceitavel pela sociedade,
tornando-se a principal substancia psicotropica de abuso consumida no mundo
(PEACOCK et al., 2018). Dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), de 2010,
mostraram que 0s continentes asiatico e europeu sdo os lugares com maior consumo de
alcool no mundo, cuja média de ingestdo per capta de etanol puro em individuos
maiores de 15 anos esteve em torno de 13 litros. No Brasil, 0 mesmo estudo apontou
que a média de ingestdo € de aproximadamente 10 litros. Além disso, dados
epidemioldgicos obtidos pelo Centro Brasileiro de Informagfes Sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID) mostraram que o alcool foi uma das substancias de abuso com
maior prevaléncia de uso na vida (74,6%), sendo as estimativas de dependentes de
alcool de 12,3% (CARLINI et al., 2006).
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Um estudo comparativo entre diferentes substancias de abuso apontou o alcool
como sendo a substancia que mais causa danos aos usudrios e a terceiros (NUTT et al.
2010). Estima-se que cerca de 3,3 milhdes de mortes em 2012 tenham sido provocadas
diretamente pelo consumo abusivo de etanol e atraves da relacao entre o abuso de alcool
e 0 desenvolvimento de comorbidades como cancer, doencas hepatoesplénicas,
cardiovasculares, gastrointestinais e alteragcfes no Sistema Nervoso Central (SNC)
(OMS, 2014), sendo essas ultimas é o enfoque deste trabalho.

1.2 Dependéncia ao etanol e sensibilizacdo comportamental

A dependéncia de substancias psicoativas de abuso € uma desordem complexa, de
carater cronico e progressivo, caracterizada como um conjunto de sinais e sintomas
cognitivos, comportamentais e fisiologicos indicativos de que o individuo perdeu o
controle do uso da substancia e, apesar disso, continua a usa-la mesmo reconhecendo as
consequéncias adversas desse uso. Outra caracteristica muito observada na dependéncia
é 0 aparecimento de estados emocionais negativos e desagradaveis, como irritabilidade,
disforia e ansiedade, quando o acesso a substancia é interrompido (KARILA et al.,
2008; KOOB et al., 2009).

Na quinta edicdo do Manual de Diagnostico e Estatistica da Sociedade
Americana de Psiquiatria (DSM-5), o abuso e a dependéncia de substancias foram
classificados de acordo com a gravidade em trés niveis: leve (2 a 3 sintomas), moderado
(4-5 sintomas) e grave (6 ou mais sintomas), de acordo com os critérios diagndsticos

descritos na tabela abaixo:
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Tabela 1: Critérios diagnosticos do DSM-5 para transtornos relacionados ao uso de
substancias.

Padrdo problematico de uso de substancias, que leva ao comprometimento ou sofrimento
clinicamente significativo, manifestado por pelo menos dois dos seguintes critérios, que
ocorrem durante um periodo de 12 meses:

1. A substancia é frequentemente consumida em maiores quantidades ou por um
periodo mais longo do que o pretendido.

2. Desejo persistente ou esforcos ineficazes no sentido de reduzir ou controlar o uso
da substancia.

3. Muito tempo gasto em atividades necessarias para a obtencdo, utilizacdo e
recuperacdo dos efeitos da substancia.

4. Fissura ou um forte desejo ou necessidade de usar a substancia.

5. Uso recorrente da substancia que resulta no comprometimento de desempenho na
realizacdo de atividades diarias.

6. Uso continuado da substancia, apesar dos problemas sociais e interpessoais
persistentes ou recorrentes causados ou exacerbados por seus efeitos.

7. Abandono ou reducdo de atividades sociais, profissionais e recreacionais em
virtude do uso da substancia.

8. Uso recorrente da substancia em situagcbes nas quais iSSO representa perigo na
integridade fisica.

9. O uso da substancia € mantido apesar da consciéncia de ter problema fisico ou
psicoldgico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pela
substancia.

10. Aparecimento de tolerancia, caracterizada pela necessidade de quantidades
progressivamente maiores da substancia para alcancar o efeito desejado.

11. Surgimento da sindrome de abstinéncia.

Fonte: DSM -5, 52 edigdo (2013).

De uma maneira geral, todas as substancias de abuso funcionam como estimulos

reforcadores positivos, ou seja, possuem a propriedade de causarem efeitos euforizantes
e prazerosos (WISE; BOZARTH, 1987) que acarretam na repeticdo do seu consumo ou
busca. Essa propriedade é uma das principais caracteristicas responsaveis pela procura e
uso compulsivo da substancia que pode levar ao desenvolvimento da dependéncia
(GILPIN; KOOB, 2008).

Mediante o uso crénico de substancias de abuso, importantes regides encefalicas
sofrem neuroadaptacdes que podem levar ao padrdo compulsivo e excessivo de
consumo (MOST et al. 2014). Essas regifes encefalicas sdo descritas como sendo

importantes no controle da motivacdo, cognicdo, memoria, comportamentos



21

relacionados ao medo, ansiedade, tomada de decisdes e atividade motora (KALIVAS;
VOLKOW, 2005).

A via dopaminérgica mesocorticolimbica (Figura 1A), também conhecida como
via da recompensa, é uma das principais vias neurais relacionadas com a dependéncia e
responsavel por mediar os efeitos reforcadores das drogas de abuso. Este sistema é
formado por neurdnios dopaminérgicos cujos corpos celulares estdo localizados na area
tegmental ventral (VTA) com projecdes para o nicleo acumbens (Acb) e cortex pré-
frontal (CPF). Pode ser considerada como a combinacdo de duas vias: a via
mesocortical, cujos neurénios da VTA se projetam para o CPF, e a via mesolimbica,
cujos neurdnios da VTA se projetam para 0 Acb e outras areas limbicas. Por via de
regra, as substancias de abuso promovem o aumento da liberacdo de dopamina nessa via
de recompensa, principalmente no Ach, situacdo responsavel por causar efeitos
prazerosos, e que consequentemente provocam 0 consumo e a busca da substancia de
abuso (DI CHIARA; BASSAREO, 2007; VANGELIENE, 2008).

Outra via enceféalica importante na dependéncia € a nigroestriatal (Figura 1A e
B), que compreende 0s neurbnios dopaminérgicos com seus corpos celulares na
substancia nigra (SN) e suas projec6es para o estriado dorsal medial (DmS) (EVERITT;
ROBINS, 2013). As conexdes entre DmS, Acb e CPF parecem se tornar mais intensas
na dependéncia, o que ocasiona alteracbes considerdveis na perda do controle do uso da
droga, tornando a tomada de decisdo voltada para o consumo da droga, independente da
motivacao envolvida (BELIN et al., 2013).
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Figura 1: Representacdo esquematica do sistema mesocorticolimbico e nigroestriatal no
encéfalo humano (A) e de roedor (B). Destaque para os neurdnios dopaminérgicos
localizados na VTA e SN que se projetam para o0 Acbh, CPF e DmS.
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Fonte: Adaptado de (MONEY; STANWOOD, 2013).
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E importante mencionar que nem todos os individuos que iniciam o consumo de
drogas progridem para a dependéncia (SCHRAMM-SAPYTA et al., 2009). Atualmente
um dos principais desafios da pesquisa sobre dependéncia de substancias de abuso é
revelar quais sdo 0s processos envolvidos na transicdo do uso recreativo para a
dependéncia. Neste contexto, a sensibilizacdo comportamental se destaca como sendo
um importante modelo de estudo utilizado para avaliar a neuroplasticidade relacionada a
esse fendmeno de transigéo.

A sensibilizacdo comportamental pode ser mais facilmente observada avaliando-
se a ativacdo psicomotora induzida pelas substancias de abuso. Em roedores, ela
consiste do aumento gradual e progressivo da atividade locomotora observado apos a
administracdo repetida da droga (POST; ROSE, 1976; ROBINSON; BECKER, 1986;
DE PAULI et al.,, 2014). Em humanos, a sensibilizacdo de alguns efeitos das
substancias psicoativas também tem sido demonstrada. A administracdo repetida de
anfetamina a individuos saudaveis em condi¢des laboratoriais controladas induz
aumento progressivo da sensacgdo de vigor fisico/atividade motora, aumento da taxa de
fala e do numero de atos de piscar os olhos (STRAKOWSKI et al., 1996;
STRAKOWSKI; SAX, 1998).

Relatos de casos também demonstram que com o decorrer do uso cronico de
psicostimulantes ocorre aumento progressivo dos sintomas de estimulagdo psicomotora
e alucinagfes induzidas pela substancia. Do mesmo modo, maior vulnerabilidade a
psicoses e recaidas ocorrem com a repeticdo das administracdes (UJIKE; SATO, 2004).
Segundo Robinson (1993), a sensibilizacdo comportamental consiste do aumento
gradativo da relevancia motivacional para o consumo da droga e ndo necessariamente
aos efeitos intrinsecos de cada droga. Este paradigma € explicado através da
sensibilizacdo das vias neurais relacionadas a dependéncia que promovem o aumento da
saliéncia motivacional.

Ao longo do tempo, durante o desenvolvimento da dependéncia, a sensagao
prazerosa diminui, enquanto a fissura tende a aumentar. Em outras palavras, o individuo
deixa de “gostar” da droga e passa a “quere-la”. Dai surge o termo “sensibilizagdo do
incentivo”, indicando um aumento da relevancia motivacional das substancias de abuso.
Um estudo clinico mostrou que ocorre diminui¢do na intensidade da sensacao de prazer
causada pela anfetamina com o decorrer das administracdes repetidas da substancia
(STRAKOWSKI et al., 2001). Esse resultado estd de acordo com as observagdes de

Robinson e Berridge (2003) de que os individuos dependentes continuam a
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autoadministrarem a substancia psicoativa mesmo sem a sensacéo prazerosa evidente. A
procura e consumo das substancias ocorreriam entdo devido ao intenso incentivo
motivacional para as substancias. Dados de Lambert et al. (2006) reforcam a
argumentacdo anterior. Esses autores observaram que, quando experimentavam a
substancia, pessoas dependentes ou usuarios pesados de cocaina relatavam maior desejo
de consumir mais da substancia quando comparados aos individuos ndo dependentes ou
usuarios ocasionais. Além disso, individuos fumantes e que foram pré-expostos
terapeuticamente a psicoestimulantes descreviam menor prazer ao consumir pela
primeira vez cocaina, mas relatavam maior desejo de consumir maiores quantidades da
substancia do que individuos que ndo tinham sido pré-expostos aos psicoestimulantes e
tabaco.

A correlacdo entre sensibilizacdo comportamental e comportamentos de
consumo de drogas pode ser explicada pelo compartilhamento das estruturas encefalicas
que regulam a relevancia motivacional de um estimulo e o controle motor
(ROBINSON; BERRIDGE, 1993). Tanto o Acb quanto o0 DmS possuem projecoes para
areas motoras (ARIAS-CARRION et al., 2010), portanto, as neuroadaptacdes
duradouras que modificam a funcionalidade do Acb e do DmS e promovem o aumento
da saliéncia motivacional das substancias de abuso, também costumam alterar a resposta
locomotora coordenada por essas regides (SMITH et al., 2009; VANDERSCHUREN,;
KALIVAS, 2000).

No entanto, nem todos 0s animais expostos a administracfes repetidas de drogas
de abuso desenvolvem sensibilizagdo comportamental e/ou neuroadaptagfes. Por
exemplo, camundongos DBA/2J possuem maior propensao a desenvolver sensibilizagdo
locomotora quando comparados a camundongos C57BL/6J (PHILLIPS et al., 1994).

Além disso, Masur e dos Santos (1988) descreveram uma grande variabilidade
em relacdo ao desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental induzida pelo etanol
em camundongos Suicos outbred. Um estudo conduzido por Nona et al., (2013) separou
os fendtipos de animais em sensibilizados e ndo sensibilizados de acordo com o
desenvolvimento da atividade locomotora ao longo do procedimento sensibilizagéo
comportamental, fato também descrito por Quadros et al., (2002b).

De maneira semelhante, Coelhoso e colaboradores (2014) distribuiram
camundongos Suigos em dois grupos distintos com base na intensidade de suas
atividades locomotoras. Os animais que apresentaram maior locomocdo ao final do

ultimo dia de sensibilizacdo foram classificados como EtOH-High, enquanto aqueles
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que apresentaram menor locomocdo foram classificados como EtOH-Low.
Adicionalmente, neste mesmo estudo, 0s autores submeteram os animais a um periodo
de retirada ao etanol e demonstraram que mesmo apds o periodo em abstinéncia, 0s
animais ainda permaneciam sensibilizados, comprovando que a sensibilizacéo
comportamental é um processo duradouro e pode persistir ao longo do tempo mesmo
que o0 uso da droga ja tenha sido interrompido.

Vaérios estudos demonstram que a variabilidade individual no desenvolvimento
da sensibilizacdo comportamental pode estar atrelada a diferentes caracteristicas
neuroquimicas nas regides encefalicas envolvidas na dependéncia (SOUZA-
FORMIGONI et al., 1999; ABRAHAO et al., 2012; DE PAULI et al., 2014). Ratos
sensibilizados com anfetamina (TURGEON et al., 1997) e cocaina (MATTSON et al.,
2007) apresentaram aumento de p-CREB no estriado, enquanto camundongos
resistentes a sensibilizacdo comportamental demonstraram aumento da ligacdo de
receptores NMDA no CPF e Acb core (QUADROS et al., 2002a). Essas diferencas
moleculares em regiGes encefélicas relacionadas a dependéncia sugerem um papel
relevante no desenvolvimento de comportamentos caracteristicos da dependéncia
(GILPIN, KOOB, 2008).

1.3 4 proteina AF0sB

A regulacéo da expressao génica tem sido descrita como um componente importante
da neuroplasticidade associada a dependéncia de substancias de abuso. A AFosB ¢ uma
variante truncada via splicing alternativo do gene FosB, que pertence a familia de genes
de ativacdo imediata Fos e sdo classificados como fatores de transcricdo. Sé&o
produzidos quando uma célula é ativada por diversos estimulos e devido a esse motivo,
as proteinas dessa familia sdo largamente empregadas no mapeamento da ativacdo
neural (KOVACS, 1998).

A AFosB ¢é uma proteina composta por 237 aminoéacidos, com aproximadamente 26
kD, fortemente estavel devido a sua estrutura biogumica que ndo possui dominios de
degradacdo em sua porcdo C-terminal. Além disso, também sofre fosforilacdo por
proteinas quinases no residuo de SeR27 da porcdo N-terminal, que oferece protecdo

adicional contra a degradacéo proteolitica (NESTLER, 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Base bioquimica das proteinas FosB ¢ AFosB. A proteina FosB possui dois
dominios de degradacdo na por¢do C-terminal que a torna susceptivel a protedlise. Em
contrapartida, a proteina AFosB ndo possui dominios de degradacdo e ¢ fosforilada por
proteinas quinases na regicdo N-terminal, o que constitui maior protecdo contra a
degradacéo proteolitica e, portanto, maior estabilidade.

FosB (338 aa, M, ~38 kD)
N 1

Dominios de degradagao

AFosB (237 aa, M, ~26 kD)

§27
N 11 [Basic XA
Proteinas _ N N .
quinases Maior protecdo contra degradacao proteolitica

Fonte: Adaptado de (NESTLER, 2015).

Diversos estudos demonstram que FosB e AFosB sdo produzidas mediante a
estimulos repetidos. Enquanto a FosB é rapidamente degradada apds sua producéo, a
variante AFosB, altamente estavel, se acumula no interior da célula (RUFFLE, 2014).

A exposicdo aguda ao etanol e outras drogas promove a inducdo da proteina
FosB, ao passo que a exposi¢do cronica leva ao acimulo de AFosB (HOPE et al., 1994;
PERROTTI et al.,, 2008) que persiste mesmo ap6s longos periodos de retirada
(NESTLER, 2015; DE PAULI et al., 2014). Além disso, € bem estabelecido que a
exposicao repetida a substincias de abuso aumenta a expressdo de AFosB nas regides
encefélicas relacionadas a dependéncia, tais como nucleo acumbens, cortex pre-frontal
(PERROTTI et al., 2005) e estriado dorsal (MORAIS-SILVA et al., 2016).

Um estudo conduzido por Nestler e colaboradores (2013) demonstrou pela
primeira vez em humanos um aumento de AFosB no ntcleo acumbens de individuos
dependentes de cocaina, 0 que sugere um possivel alvo terapéutico para futuras

intervengdes que auxiliem no tratamento da dependéncia. Neste contexto, o acumulo
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gradual do fator de transcrigdo AFosB apos exposicao cronica ao alcool e outras drogas,
tem sido investigado como um marcador de plasticidade neural e comportamental a
longo prazo. Este mecanismo foi relatado por aumentar as respostas motivacionais e
efeitos psicomotores do abuso de drogas associado com a transicdo para a dependéncia
(NESTLER et al., 2001).

Além das substancias de abuso, 0 estresse também é uma importante resposta
fisiologica que promove o aumento de proteinas da familia Fos no encéfalo. Um estudo
conduzido por Perrotti e colaboradores (2004) mostrou que ratos Sprague-Dawley
submetidos ao estresse agudo de restricao tiveram aumento de c-Fos e FosB nas regides
do CPF e Acb, enquanto a expressdo de AFosB apareceu somente apos o estresse
cronico de restricdo, predominantemente nas regides do CPF, Acb e amigdala
basolateral (BLA).

O aumento do conteado de AFosB no Acb de camundongos C57BL/6J apos
situacOes aversivas, como 0 modelo de estresse de derrota social, foi considerado um
mecanismo essencial na resiliéncia ao estresse (VIALOU et al., 2010). Ja a diminuigdo
da expressdo de FosB/AFosB foi vista em situacdes onde a sindrome de abstinéncia a
morfina foi atenuada (LI et al., 2012), pressuponto que o periodo de retirada/abstinéncia

constitui uma fase de intenso estresse para o individuo.

1.4 Lateralizacao dos hemisférios encefélicos: esquerdo vs direito

A lateralizagdo pode ser definida como uma assimetria entre os lados esquerdo e
direito que interferem na funcionalidade fisiolégica da estrutura anatémica
(CERQUEIRA et al., 2008). Em vertebrados, a lateralizacdo do cérebro é amplamente
difundida e esté relacionada a determinados comportamentos que podem contribuir para
sobrevivéncia das espécies (ROGERS; ANDREW, 2002), o que propde uma
importancia evolutiva desse fenémeno.

Alguns animais compartilham um padrdo de uso do hemisfério direito associado a
observacdo e compreendimento de novidades, bem como a execugdo de respostas
rapidas, enquanto o uso do hemisfério esquerdo se associa ao controle de respostas que
requerem escolhas (RODGERS, 2004). Um estudo com galinhas observou que o
hemisfério esquerdo se relacionou com a distincdo do alimento inserido em um
background escuro, enquanto o hemisfério direito se associou aos comportamentos de
procura por um predador (RODGERS, 2000).
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Diversos estudos tém demonstrado que a lateralizagdo funcional em areas do
sistema limbico, mais notadamente no cértex pré-frontal medial (CPFm) esta
relacionada a desordens psiquiatricas, como depressdo e ansiedade. Cerqueira e
colaboradores (2008) descobriram que em situacdes de estresse crénico, ocorre uma
hiperativacdo do CPFm direito e uma hipoativacdo do CFPm esquerdo. Dados recentes
mostraram que a inibicdo quimica através da injecdo local de cloreto de cobalto (CoCly)
no CPFm direito de camundongos atenuou o0s comportamentos relacionados a
ansiedade, ao passo que a mesma inibicdo no CPFm esquerdo produziu
comportamentos do tipo ansiogénicos no labirinto em cruz elevado (LCE) (COSTA et
al., 2016) o que sugere uma distincdo dos hemisférios cerebrais na modulagdo de
emogdes, como a ansiedade.

Além disso, a assimetria na atividade de neurdnios corticais também tem sido
associado com o consumo de alcool. Estudos de eletroencefalografia e analise de fluxo
sanguineo local em humanos sugerem que a maior atividade neural do hemisfério
direito em relagdo ao esquerdo é preditivo de uma tendéncia crescente ao abuso de
alcool (BAUER et al., 1993; DECKEL et al., 1995). Elevados niveis de metabdlitos da
dopamina (DOPAC e HVA) no hemisfério direito do CPFm correlacionaram-se
positivamente com as taxas de auto-administragdo de morfina em ratas Sprague-Dawley
(GLICK, 1992). De maneira semelhante, a liberacdo de dopamina provocada pela
ingestdo aguda de etanol parece ativar preferencialmente os neurdnios do lado direito do
CPFm em humanos (VOLKOW et al., 2009).

A lateralizagdo em estruturas como a amigdala (AMY) pode aumentar a
probabilidade de desenvolvimento de abuso de etanol em individuos adolescentes e
jovens adultos. Imagens de ressonancia magnética mostraram que nos individuos com
maior risco houve reducdo do volume da amigdala no hemisfério direito quando
comparado ao grupo controle (HILL et al., 2001).

O sistema dopaminérgico mesoestriatal que desempenha um papel importante no
processamento dos comportamentos motivados relacionados a recompensa, também
apresenta efeitos de lateralizacdo (MARTIN-SOELCH et al., 2011). Na regido do
estriado dorsal em humanos, o transportador de dopamina DAT e o receptor do tipo D;
sd0 mais expressos no hemisfério esquerdo do que no hemisfério direito. Em
contrapartida, no estriado ventral hd maior expressao de DAT, D1 e D2z no hemisfério
direito em relacdo ao esquerdo (VERNALEKEN et al., 2007; CANNON et al., 2009).
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Apesar disso, a maioria dos estudos mais recentes sobre lateralizacdo encefalica se
concentram em processos como ansiedade, memoria (EUSTON et al., 2012), tomada de
decisbes (BECHARA & DAMASIO, 2002), cognicdo (YUAN & RAZ, 2014) e
controle das respostas emocionais (DAVIDSON, 1998). Existem poucos dados que
elucidam os papeéis dos diferentes hemisférios na neuroplasticidade causada pela
administracdo repetida de substacias psicoativas de abuso. Neste sentido, o presente
estudo buscou avaliar a expressdo de AFosB nos hemisférios esquerdo e direito das
regibes encefélicas relacionadas a dependéncia em camundongos submetidos ao
procedimento de sensibilizacdo comportamental induzida pelo etanol.

Portanto, noés hipotetizamos que a variabilidade no desenvolvimento da
sensibilizagdo comportamental é acompanhada por padrées distintos de
neuroadaptacbes nos hemisférios esquerdo e direito, nas vias dopaminérgicas

mesocorticolimbica e nigroestriatal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo avaliou a relagdo entre a expressdao da proteina AFosB e o

desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental ao etanol em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

- Separar os animais submetidos ao protocolo de sensibilizacdo comportamental
induzida pelo etanol em sensibilizados e ndo sensibilizados, de acordo com um indice

de locomocéo.

- Quantificar através da técnica de imunofluorescéncia a expressao de AFosB
nas seguintes regides encefalicas: Cortex pré-frontal (cingulado 1, pré-limbico,
infralimbico e orbitofrontal), ndcleo acumbens (core e shell), amigdala (central e
basolateral), insula (agranular ventral e granular/disgranular), area tegmental ventral e

estriado dorsal.

- Comparar a expressdao de AFosB separadamente nos hemisférios esquerdo e

direito das regides de interesse.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara
(CEUA/FCF 25/2018) (Anexo A) e foram conduzidos de acordo com a regulamentacao
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

3.2 Sujeitos experimentais

Foram utilizados sessenta e nove camundongos Suicos machos, com peso
aproximado de 30-35¢ no inicio dos experimentos, provenientes do biotério central da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) (Botucatu, SP). Os animais foram transferidos
para o biotério do laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara (FCFAr/UNESP) com no minimo 7 dias de antecedéncia ao inicio dos
experimentos. Neste local, os camundongos foram mantidos em grupos de 4-5 animais
por caixa (33 x 15 x 13 cm) em condic¢des controladas de temperatura (23 £ 2 °C), ciclo

de luz 12/12h (luzes acesas as 7:00h) com livre acesso a agua e alimento.
3.3 Substéancias

Etanol 99,8% (Labsynth, Diadema — SP, Brasil) foi diluido a 20% v/v em
solucéo salina (NaCl 0,9%) e administrado intraperitonealmente (i.p.) (0,1 mL/10g) na
dose de 1,6 g/kg. Uretana (Sigma-Aldrich, St. Louis — MO, EUA) foi diluida em

solucdo salina 0,9% e administrada i.p. na dose de 2,5 g/kg.

3.4 Sensibilizacdo comportamental

O protocolo de sensibilizagdo comportamental foi baseado em Morais-Silva et
al. (2016) e avaliou o desenvolvimento e a expressdo da sensibilizagdo psicomotora
induzida pelo etanol em camundongos através do aparato de Campo Aberto (CA). O
CA € uma arena circular de assoalho preto com 26 cm de didmetro circundada por

paredes pretas e opacas de 30 cm de altura.

O procedimento teve duracdo de 16 dias (Figura 4A) como descrito a seguir:
durante os dois primeiros dias (H1-2), todos os animais receberam solugéo salina i.p. e

foram inseridos no CA para avaliacdo da atividade locomotora por 20 minutos. Essa
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fase foi chamada de habituacédo e foi necessaria para eliminar os efeitos da novidade do
ambiente na locomocao dos animais. Apés essa fase, os animais foram submetidos a
fase de sensibilizagdo, cuja duragdo foi de 8 dias (S1-8). Nessa fase, 0s animais
receberam etanol (1,6 g/kg i.p.) ou solucdo salina (NaCl 0,9%, grupo controle, i.p.)
diariamente e em seguida foram colocados no CA para avaliacdo comportamental por

20 minutos.

Ap0s o término do periodo de sensibilizacdo, os animais foram submetidos a um
periodo de retirada da droga que durou 7 dias (R1-7). Neste periodo, 0s animais nao
foram expostos ao etanol e permaneceram em suas respectivas caixas moradia com livre
acesso a agua e alimento. Apos a fase de retirada, todos os animais foram submetidos a
um desafio com etanol (D-EtOH) (1,6 g/kg i.p.) e inseridos no CA para novamente
terem a atividade locomotora avaliada por 20 minutos. A distancia percorrida (em
metros) pelos animais no CA foi mensurada por uma cdmera conectada a um
computador contendo o software de anélise comportamental ANY-maze (Stoelting Co.,
Wood-Dale- IL, EUA).

Como descrito por Coelhoso et al. (2013), a variabilidade na atividade
locomotora no ultimo dia de sensibilizacdo nos permitiu distribuir os animais tratados
com etanol em dois grupos: Sensibilizados e Nao-Sensibilizados. Foram considerados
como animais sensibilizados 30% daqueles que apresentaram maiores valores de
locomocdo, e ndo-sensibilizados 30% daqueles que apresentaram menores valores de
locomocgdo, com base nos valores de locomogéo (metros percorridos) apresentados no
ultimo dia da fase de sensibilizacdo (S8). Sendo assim, foram constituidos trés grupos
experimentais: Controle (veiculo), Etanol-Sensibilizado (EtOH-Sensibilizado) e Etanol-
N&o Sensibilizado (EtOH-N&o Sensibilizado), cada um com 9-10 animais/grupo. Os
animais tratados com etanol e que apresentaram locomocao intermediaria no dia S8

foram excluidos da analise comportamental ou molecular.

3.5 Dissecacdo dos encéfalos e imunofluorescéncia para AFosB

Imediatamente apds deixarem o CA no dia do desafio (20 minutos ap0s a injecdo
de etanol), os animais foram anestesiados com uretana (2,5 g/kg, i.p.) e submetidos ao
procedimento de perfusdo transcardiaca, com 50 mL de tampdo fosfato salino (PBS)
0,01 M durante 2 minutos, seguido de 150 mL de paraformaldeido (PFA) a 4%, com pH

7,4 durante 8 minutos para fixacao do tecido.
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Os encéfalos foram removidos e colocados em paraformaldeido durante 24 horas
e posteriormente foram mantidos em solugdo de sacarose 30% diluida em PBS 0,01 M
para crioprotecdo por 48 horas. Cortes coronais de 30 pum foram realizados com o
auxilio de um criostato a -20 °C, colocados em solucdo anti-congelante, constituida de
sacarose e etilenoglicol diluidos em PBS 0,01 M, e posteriormente mantidos em freezer

a -80 °C até a realizacdo da técnica de imuofluorescéncia.

Para o procedimento de quantificacdo de AFosB por imunofluorescéncia, as
fatias dos encéfalos de todos os grupos experimentais foram colocadas na mesma
corrida, lavadas trés vezes por 10 minutos com PBS 0,01 M. Em seguida, os cortes
foram incubados em solugdo bloqueadora contendo 3% de BSA (albumina de soro
bovino), 0,2% de Triton X-100 e 5% de soro equino diluidos em PBS 0,01 M durante 1
hora. Apds a etapa de bloqueio, os cortes foram incubados overnight a 4 °C com o
anticorpo primério anti-rabbit, reativo para FosB/AFosB (1:200, cat. No. 102: sc-48,
Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz- CA, EUA) seguido por seis lavagens de 5
minutos. E importante notar que o anticorpo primario utilizado é reativo tanto para
FosB quanto para AFosB. A fim de garantir a quantificacdo apenas de AFosB, os
animais foram eutanasiados ap6s uma semana do término do periodo de administracfes
repetidas de etanol/salina para que ndo houvesse FosB remanescentes do tratamento
repetido com etanol, e somente 20 minutos apds o desafio de etanol para que ndo
houvesse tempo suficiente dos neurénios produzirem quantidades significativas de
novas proteinas FosB. Esta estratégia tem sido usada em outros estudos, incluindo
aqueles que utilizaram o mesmo anticorpo primario descrito neste trabalho (FLACK et
al., 2010; GARCIA-PEREZ et al., 2012; MORAIS-SILVA et al., 2016).

Subsequentemente, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario anti-
rabbit 1gG Alexa-Fluor 488 (1:1000, cat. No. A11008, Life Technologies Co., Eugene-
OR, EUA) por 2 horas a temperatura ambiente (25 °C) e novamente foram lavados por
seis vezes com duragdo de 5 minutos. Posteriormente, os cortes foram montados em
laminas gelatinizadas e fixadas com Fluoroshield com DAPI (Sigma-Aldrich F6057, St.
Louis-MO, EUA).
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3.6 Contagem de neurdnios positives para AFosB

O numero de neurdnios marcados positivamente para AFosB foram contados
separadamente nos hemisférios esquerdo e direito, em areas selecionadas de acordo com
0 atlas de coordenadas estereotaxicas de Paxinos e Franklin (2011) como segue: Cortex
pré-frontal [cortex cingulado anterior (Cgl), cortex pré-limbico (PrL), cortex
infralimbico (IL) e cortex orbitrofrontal (OFC)] (Bregma + 1,94), nucleo acumbens core
(AcbC), nacleo acumbens shell (AcbS), estriado dorsal medial (DmS), insula agranular
ventral (AlV), insula ganular e disgranular (GDI) (Bregma + 1,42), amigdala basolateral
(BLA), amigdala central (CeA) (Bregma -1,22) e area tegmental ventral (ATV)
(Bregma -2,92) (Figura 3).

A contagem de células positivas para AFosB em cada area do encéfalo foi
realizada com fatias em duplicata e o valor médio foi utilizado como valor final para
andlise. Tais areas foram selecionadas pois sdo descritas como circuitos envolvidos na
atividade locomotora, recompensa e neuroplasticidades relacionadas a dependéncia. As
imagens foram obtidas em ampliacdo de 20X através de um microscopio de
fluorescéncia (Axio Imager.D2, Carl Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood-NY, USA)
acoplado a um computador e digitalizadas com o auxilio do software Zen Pro 2.0 (Carl
Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood-NY, USA). As células marcadas positivamente
para AFosB foram quantificadas através do software ImageJ 1.48 (National Institutes of
Health, Bethesda-MD, EUA).

3.7 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi feita através do software Statistica 7.1 (StatSoft Inc.,
Tulsa, Ok, USA) e os graficos foram feitos com auxilio do software GrandPad Prism 5
(GrandPad software Inc., LaJolla, CA, USA). Todos os valores foram expressos como
média + EPM. Os dados referentes as fases de habituacdo e sensibilizacdo do protocolo
de sensibilizacdo comportamental foram analisados por analise de variancia (ANOVA)
de duas vias para medidas repetidas considerando os fatores fenétipo (Controle x EtOH
- Sensibilizado x EtOH - N&o Sensibilizado) e dias. J& os dados referentes ao dia do
desafio com etanol (D-EtOH) foram analisados por ANOVA de uma via considerando o

fator fenotipo.
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Os dados da imunofluorescéncia para quantificagdo de AFosB foram analisados
por ANOVA de duas vias considerando os fatores fenétipo e lado (hemisfério esquerdo
x hemisfério direito). Nos casos em que a ANOVA apontou resultados significativos (p

<0,05), o teste de Duncan foi realizado.

Figura 3: Sec¢Oes coronais das regides e sub-regides encefalicas de acordo com o atlas
de coordenadas estereotaxicas de Paxinos e Franklin (2001). As figuras geométricas em
preto representam a fotomicrografia enquanto as vermelhas representam a &rea do
encéfalo quantificada em cada corte. A, cortex pré-frontal (CPF), sub-regides: cortex
cingulado anterior (Cgl), cértex pré-limbico (PrL), cortex infralimbico (IL), cortex
orbitrofrontal (OFC). B, nucleo acumbens (Acb), sub-regides: core (C) e shell (S).
Estriado dorsal medial (DmS). C, insula agranular ventral (AIV) e insula
granular/disgranular (GDI). D, amigdala basolateral (BLA), amigdala central (CeA). E,
area tegmental ventral (VTA).

A

1.94 mm do Bregma

1.42 mm do Bregma




1.42 mm do Bregma

-1.22 mm do Bregma

-2.92 mm do Bregma

36



37

4 RESULTADOS

4.1 Sensibilizacdo comportamental induzida pelo etanol

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas indicou efeito da habituacéo a
novidade do CA no segundo dia de experimento, como evidenciado pelo efeito do fator
dia (H1 vs H2) (F124 = 16,85; p < 0,001), indicando diminuicao da atividade locomotora
dos animais no dia H2 em relacdo ao dia H1. Ndo houve efeito significativo do fendtipo

ou interacdo entre os fatores nesse periodo de habituacéo.

Durante o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental (S1 a S8), a
ANOVA apontou diferengas significativas para os fatores fenétipo (F224 = 19,68; p <
0,001) e dias (F7,16s8 = 3,64; p < 0,001) e interacdo entre eles (F14,168 = 5,48; p <0 ,001).
O teste post hoc de Duncan mostrou que os camundongos do grupo EtOH-Sensibilizado
apresentaram aumento da atividade locomotora ao longo do desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental quando comparados com 0s animais dos grupos controle
e EtOH-Na&o Sensibilizado (p < 0,05) nos trés ultimos dias do protocolo (S6, S7 e S8) e

em relagdo ao mesmo grupo no dia S1 (p < 0,05) (Figura 4B).

No dia do desafio com etanol, a ANOVA de uma via mostrou diferenga quanto
ao fator fenotipo (F224 = 14,43; p < 0,01). O grupo EtOH-Sensibilizado apresentou
maior atividade locomotora em relacdo aos demais grupos (p < 0,05), o que indica que

0s animais permaneceram sensibilizados mesmo apds o periodo de retirada (Figura 4B).

Figura 4: Representacdo gréfica do protocolo experimental e sensibilizacdo
comportamental induzida pelo etanol. A, os animais foram submetidos a fase de
habituacdo (H1-H2), seqguido da fase de sensibilizagdo, onde receberam diariamente
injecbes de etanol (1,6 g/kg i.p.) ou solucdo salina (NaCl 0,9% i.p.) (S1-S8).
Subsequentemente, 0s animais passaram por um periodo de retirada no qual nenhuma
substancia foi administrada e ap0s isso, todos os animais receberam um desafio com
etanol (1,6 g/kg i.p.) (D-EtOH). A atividade locomotora dos animais foi mensurada
diariamente no CA (com excecdo do periodo de retirada) imediatamente apds receberem
as injecdes de etanol ou salina. B, sensibilizagdo comportamental induzida pelo etanol.
Os pontos representam a média + EPM da distancia percorrida no aparato (n = 9/10
animais/grupo). * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p < 0,05 em relacdo ao
grupo EtOH-N&o Sensibilizado; $ p < 0,05 em relagdo ao mesmo grupo no dia S1.



38

FEEE P EEE D

[h2 | s1 | s2 | s3 | s4 | 35|36|87|38|®|D-Et0H|

‘.l “-o o DA o “-¢ "" o0,
Al R i B B B Ol 7dias

Tempo (dias)

Veiculo (NaCl 0,9% i.p.)
Etanol (1,6 g/kg i.p.)

Atividade locomotora

Periodo sem exposic¢ao ao etanol

-2 Controle
- EtOH-Sensibilizado

& EtOH-Mio Sensibilizado

50 #
$ $ $ *
# 4 # l
* *
__ 40- *
£
] $
E 304
(o]
5 I
Q
o
[+
c
58
X7 N
(]
10+
0 L T T 1] L] T L] L] 1

H1 H2 S$1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 D-EtOH
Tempo (dias)



39

4.2 Neuronios positivos para AFosB

No CPFm, sub-regido do Cgl, a ANOVA de duas vias apontou diferenca
significativa para fator fenotipo (F2.44 = 3,90; p < 0,05) mas nédo para fator lado (F1,44 =
0,00; p = 0,99) e nem para a interagdo entre eles (F244 = 2,31; p = 0,11). No entanto,
devido ao valor significativo para o fator fendtipo e ao baixo valor de p para a interacao,
a andlise foi continuada. O teste post hoc de Duncan revelou que o grupo EtOH-N&o
Sensibilizado teve aumento da expressdo de AFosB em relacdo ao grupo controle apenas
no hemisfério direito (p < 0,05) (Figura 5A).

Figura 5: A, nimero de neur6nios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito do Cgl. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da

marcacdo por imunofluorescéncia. (n = 6-9 animais/grupo), * p < 0,05 em relacdo ao
grupo controle.
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No cortex PrL, a ANOVA de duas vias também apontou diferenca significativa
apenas para o fator fenotipo (F2,45 = 42,9; p < 0,001). O fator lado e a interacdo entre 0s
dois fatores ndo foram significativos (F14s = 0,20; p = 0,6) (F24s = 0,03; p = 0,97). O
teste post-hoc foi conduzido considerando apenas o fator fenotipo e demonstrou que 0s
animais do grupo EtOH-Sensibilizado apresentaram aumento do conteudo de AFosB em

relagcdo aos demais grupos (p < 0,001) (Figura 6).

No cortex IL, a ANOVA demonstrou efeito significativo quanto ao fator
fendtipo (F2.44 = 39,2; p < 0,001) e uma tendéncia ao efeito para o fator lado (F144 =
3,80; p = 0,057). Mesmo sem valores significativos para a interacdo entre os dois fatores
(F2,44 = 0,92; = 0,40), foi realizado o teste de Duncan que demonstrou aumento de
AFosB em ambos os hemisférios nos animais do grupo EtOH-Sensibilizado em relacéo
aos animais dos demais grupos (p < 0,001). Além disso, houve aumento da expressédo de
AFosB no grupo EtOH-Sensibilizado no hemisfério direito quando comparado ao
mesmo grupo no hemisfério esquerdo (p < 0,05) (Figura 7).
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Figura 6: A, ndmero de neurbnios positivos para AFosB no cortex PrL. B,
fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da marcacdo por
imunofluorescéncia. (n = 6-9 animais/grupo); * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle;
# p < 0,05 em relacdo ao grupo EtOH-Nao Sensibilizado.
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Figura 7: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito do cortex IL. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através
da marcacao por imunofluorescéncia. (n = 6-9 animais/grupo); * p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle; # p < 0,05 em relacdo ao grupo EtOH-Nd&o Sensibilizado do mesmo
lado; $ p < 0,05 em relagdo ao mesmo grupo no lado esquerdo.
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No OFC, ANOVA mostrou diferencas significativas para o fator fendtipo (F234
= 5,32; p < 0,05) e para a interacdo entre fenétipo e lado (F234 = 7,06; p < 0,05). N&o
houve efeito significativo quanto ao fator lado (Fi34 = 1,59; p = 0,22). No hemisfério
esquerdo, o grupo EtOH-Sensibilizado apresentou aumento do contetido de AFosB
quando comparado aos grupos controle e EtOH-Nao Sensibilizado (p < 0,05). Em
contraste, no hemisfério direito, o grupo EtOH-N&o Sensibilizado demonstrou maior
expressao de AFosB em relagdo aos demais grupos (p < 0,001). O grupo néo
sensibilizado também apresentou maior conteido de AFosB no hemisfério direito

quando comparado ao mesmo grupo no hemisfério esquerdo (p < 0,05) (Figura 8).
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Figura 8: A, nimero de neur6nios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito do OFC. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da
marcagdo por imunofluorescéncia. (n = 6-9 animais/grupo); * p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle; % p < 0,05 em relacdo ao grupo EtOH-Sensibilizado ; $ p < 0,05 em
relagdo a0 mesmo grupo no lado esquerdo.
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No Acb, sub-regido do core, a ANOVA de duas vias ndo apontou diferencas
significativas para o fator fendtipo (F2,30 = 1,80; p = 0,17) e nem para a interacdo entre
os dois fatores (F239 = 2,18; p = 0,12). Entretanto, houve uma tendéncia ao efeito
significativo quanto ao fator lado (F1,39 = 4,05; p = 0,050). Sendo assim, foi considerado
apenas o fator lado no teste post hoc de Duncan, que demonstrou maior expressdo de
AFosB no hemisfério direito quando comparado ao hemisfério esquerdo (p < 0,05).
(Figura 9). Em contrapartida, no Acb shell, a ANOVA mostrou efeito significativo para
fator fendtipo (F2.44 = 3,45; p < 0,05) mas nao para o fator lado (F2,42=2,97; p = 0,09) e
nem para a interacdo entre eles (F2.44 = 1,62; p = 0,20). No entanto, devido ao baixo
valor de p para o fator lado, a analise seguiu para o pos-teste de Duncan. Somente no
lado esquerdo o grupo EtOH-Sensibilizado apresentou aumento da expressdao de AFosB

quando comparado ao grupo controle (p < 0,05) (Figura 10).

Na regido do DmS, a ANOVA de duas vias mostrou alteracOes significativas
apenas para fator fenotipo (F242 = 35,2; p < 0,001). Ndo houve efeitos significativos
quanto ao fator lado (F142 = 3,25; p = 0,07) e nem para a interacdo entre eles (F242 =
1,78; p = 0,18). Entretanto, o baixo valor de p para o fator lado permitiu que a anélise
fosse continuada. Sendo assim, o grupo EtOH-Sensibilizado apresentou aumento da
expressao de AFosB em ambos os hemisférios quando comparado aos grupos controle e
EtOH-N&o Sensibilizado (p < 0,001). Além disso, o grupo de animais sensibilizados
apresentou maior contetido de AFosB no hemisfério direito em relagdo ao mesmo grupo

no hemisfério esquerdo (p < 0,05) (Figura 11).
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Figura 9: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito do AcbC. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da
marcacdo por imunofluorescéncia. (n = 6-9 animais/grupo); $ p < 0,05 em relagcdo ao
lado esquerdo.
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Figura 10: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito do AcbS. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais atraves da
marcacgdo por imunofluorescéncia. * p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.
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Figura 11: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito do DmS. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da
marcagdo por imunofluorescéncia. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p < 0,05
em relacdo ao grupo EtOH-N&o Sensibilizado do mesmo lado; $ p < 0,05 em relacéo ao
mesmo grupo no lado esquerdo.
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Na regido da BLA, a ANOVA de duas vias ndo apontou diferencas estatisticas
quanto ao fator fenotipo (F2.27 = 1,33; p = 0,28) ou fator lado (F127 = 1,69; p = 0,20) e
nem para a interagéo entre eles (F2,27 = 0,25; p = 0,78) (Figura 12). No entanto, na sub-
regido central da amigdala (CeA), a analise de variancia demonstrou efeito significativo
para o fator fendtipo (F230 = 11,1; p < 0,001) e uma tendéncia ao efeito quanto ao fator
lado (F130 = 3,38; p = 0,07). Nao houve efeito significativo para a interacdo entre 0s
dois fatores (F2,30 = 1,48; p = 0,24). O teste post hoc de Duncan mostrou que 0s animais
dos grupos tratados com etanol, independentemente de estarem sensibilizados ou néo,
apresentaram aumento da expressao de AFosB apenas no hemisfério direito (p < 0,05)

(Figura 13).
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Figura 12: A, nimero de neur6nios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito da BLA. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da
marcagéo por imunofluorescéncia.
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Figura 13: A, nimero de neurbnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito da CeA. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais atraves da
marcacdo por imunofluorescéncia. * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle.
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Na sub-regido AlV, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo apenas
para o fator fenotipo (F240 = 13,4; p < 0,001). N&o houve alteracdes significativas
quanto ao fator lado (F1.40 = 0,59; p = 0,44) e nem para a interacdo entre eles (Fo40 =
0,16; p = 0,85). Neste sentido, o post-hoc de Duncan foi realizado considerando apenas
o fator fendtipo, que demonstrou aumento da expressdo de AFosB nos animais dos
grupos tratados com etanol em relacdo aos animais do grupo controle (p < 0,05). Além
disso, 0 grupo EtOH-Sensibilizado apresentou maior conteido de AFosB quando

comparado ao grupo EtOH-N&o Sensibilizado (p < 0,05) (Figura 14).

Na GDI, a ANOVA apontou diferenca significativa quanto ao fator fendtipo
(F2,42=9,22; p < 0,001) e para a interacéo entre fendtipo e lado (F242 = 7,35; p < 0,001).
N&o foi observado efeito significativo para o fator lado (F14 = 1,57; p = 0,22). No
hemisfério esquerdo da GDI houve aumento do conteudo de AFosB nos animais do
grupo EtOH-N&o Sensibilizado quando comparado aos grupos controle e EtOH-
Sensibilizado e quando comparado ao mesmo grupo do lado direito (p < 0,05).
Enquanto que no hemisfério direito, somente os animais sensibilizados apresentaram

aumento da expressdo de AFosB em relagdo aos demais grupos (p < 0,05) (Figura 15).

Na regido da VTA, a ANOVA apontou efeito significativo para o fator fenotipo
(F242 = 4,50; p < 0,05) e para a interagdo entre fenotipo e lado (F2,42 = 5,50; p < 0,05).
Né&o foi demonstrado alteracdes significativas para o fator lado (F1.42 = 0,003; p = 0,98).
O teste post hoc de Duncan evidenciou que o grupo EtOH-N&o Sensibilizado
apresentou maior conteldo de AFosB unicamente no hemisfério direito em relagdo aos
grupos controle e EtOH-Sensibilizado e em relacdo ao mesmo grupo no hemisfério
esquerdo (p < 0,05) (Figura 16).
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Figura 14: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB na AlV. B, fotomicrografia
representativa dos grupos experimentais através da marcacao por imunofluorescéncia. *
p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 15: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito da GDI. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais através da
marcagdo por imunofluorescéncia. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p < 0,05
em relagcdo ao grupo EtOH-N&o Sensibilizado do mesmo lado; % p < 0,05 em relacéo
ao grupo EtOH-Sensibilizado; $ p < 0,05 em relagdo ao mesmo grupo no lado esquerdo.
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Figura 16: A, nimero de neurdnios positivos para AFosB nos hemisférios esquerdo e
direito da VTA. B, fotomicrografia representativa dos grupos experimentais atraves da
marcagdo por imunofluorescéncia. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; % p < 0,05
em relacdo ao grupo EtOH-Sensibilizado do mesmo lado; $ p < 0,05 em relacdo ao
mesmo grupo no lado esquerdo.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram uma variabilidade interindividual no
desenvolvimento da sensibilizacio comportamental. Enguanto alguns animais
desenvolveram intensa sensibilizacdo locomotora durante o tratamento repetido com
etanol, outros ndo apresentaram sensibilizacdo locomotora significativa, mesmo tendo
recebido 0 mesmo tratamento. Esses achados nos permitiram distribuir os animais
tratados com etanol em dois grupos: EtOH-Sensibilizados e EtOH-N&o Sensibilizados.
Além disso, foi observado que os diferentes grupos apresentaram padrdes distintos na
expressdo de AFosB em regides encefalicas relacionadas a dependéncia e a atividade

locomotora, como CPF, Acb, DmS, VTA, CeA, AlV e GDI.

Nem todos os animais expostos a administracfes repetidas de substancias de
abuso desenvolvem sensibilizacdo comportamental. Esse fendmeno depende de diversas
variaveis, tais como contexto ambiental, estresse, fatores genéticos, protocolos de
administracdo e tipo de substancia (PHILLIPS et al., 1997; SANCHIS-SEGURA &
SPANAGEL, 2006; MARIN et al., 2009). Especialmente para drogas depressoras do
SNC, como o etanol, o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental ndo é tdo
simples. Enquanto a sensibilizagdo locomotora € dificilmente induzida em
camundongos da linhagem C57BL, em camundongos DBA ela aparece mais facilmente
(PHILLIPS et al., 1997). Camundongos com alta preferéncia pelo etanol (HAP, do
inglés, high-alcohol preferring) também desenvolvem sensibilizacdo locomotora mais
facilmente quando comparados aos camundongos com baixa preferéncia pelo etanol
(LAP, do inglés, low-alchol preferring) (GRAHAME et al., 2000).

No presente estudo, foi utilizada apenas a linhagem de camundongos Suigos
heterogénicos, de modo similar ao que foi feito por Coelhoso et al. (2013). Através
desse procedimento, observou-se uma consideravel diferenca fenotipica entre os
animais tratados repetidamente com etanol, tanto no desenvolvimento da sensibilizagc&o
comportamental (aumento da atividade locomotora induzida ao longo do tempo) quanto
na expressao (resposta ao desafio com etanol uma semana apés o término do tratamento

crénico).

A sensibilizacdo comportamental compreende um importante metodo para
investigar neuroadaptacgdes relacionadas a escalada da ingestdo de etanol (ROBINSON
& BERRIDGE, 1993; CAMARINI et al., 2016). Tais neuroadaptacGes ocorrem
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principalmente em regides que medeiam os comportamentos de refor¢o positivo, como
a via dopaminérgica mesocorticolimbica. Uma vez desenvolvida, a sensibilizagdo
comportamental permanece por um longo periodo de tempo e pode implicar no
comportamento de desejo impulsivo e incontrolado de busca pela droga. Este
mecanismo, do inglés conhecido como craving, € descrito como sendo um dos
principais comportamentos de risco relacionados a dependéncia (AGNOSTARAS et al.,
2002; GORDON, 2016).

Em camundongos Suicos, a sensibilizacdo comportamental mais robusta
induzida pelo etanol foi associada com um aumento na ligagdo do receptor de dopamina
D> na regido do estriado (SOUZA-FORMIGONI et al.,, 1999), enquanto uma
sensibilizacdo mais branda foi associada com um aumento na ligacdo do receptor
NMDA na mesma area (QUADROS et al. 2002a). No presente estudo, também
observamos essa variabilidade no desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental
com diferengas nas caracteristicas moleculares da via mesocorticolimbica e
nigroestriatal Mais especificamente, observamos diferentes contetdos na expressao de
AFosB em AcbS, DmS, Cgl, PrL, IL, OFC, CeA, VTA, AlV e GDI.

O acamulo de AFosB foi encontrado apos tratamentos crénicos com cocaina
(HOPE et al.,, 1994), morfina (MULLER; UNTERWALD, 2005), anfetamina
(CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2016) e ap6s protocolos de sensibilizacdo
comportamental induzida por etanol (DE PAULI et al., 2014). Esse acumulo ocorre
porque a AFosB ¢ bioquimicamente mais estavel que as outras proteinas da familia Fos
e persiste nos neurdnios por pelo menos varias semanas apos a interrupcdo da exposicao
a substancia de abuso, enquanto a FosB retorna aos niveis basais em algumas horas apés
o estimulo agudo (NESTLER et al., 2008). A estabilidade de AFosB fornece um
mecanismo molecular pelo qual as neuroadaptagdes induzidas pelas drogas de abuso
podem persistir apesar de longos periodos de abstinéncia. Portanto, a AFosB ¢
considerada uma proteina sustentada que influencia na iniciacdo e na manutencdo do
comportamento dependente (NESTLER et al., 2001; MCCLUNG et al., 2004).

Alguns estudos demonstram a existéncia de diferencas importantes em regides
encefalicas que compdes as vias dopaminérgicas entre os hemisférios cerebrais direito e
esquerdo, as quais podem afetar o comportamento (MOLOCHNIKOV; COHEN, 2014).
Em humanos, a maior motivagdo para estimulos reforcadores estd associada com uma

maior disponibilidade de receptores de dopamina do tipo D2 no nucleo estriado do
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hemisfério esquerdo em relagdo ao hemisfério direito (TOMER et al., 2008). Dados
obtidos através de tomografia por emissdo de positrons (PET) demonstraram que a
maior liberacdo de DA no Acb esquerdo estava correlacionado com a sensacdo de
intoxicacdo por etanol relatada pelos sujeitos experimentais (OBERLIN, 2015).

Ja é bem descrito na literatura que o Acb é o principal alvo da via
mesocorticolimbica e o centro do sistema cerebral de recompensa (LUSCHER &
MALENKA, 2011). Vérios estudos descrevem o acimulo de AFosB nessa area apos
exposicao cronica ao alcool (PERROTTI et al., 2005; LOBO et al., 2013; DE PAULI et
al., 2014). Em nosso estudo, foi observado que os animais do grupo EtOH-Sensibilizado
tiveram um aumento da expressdo de AFosB apenas no hemisfério cerebral esquerdo na
subregido do AcbS. Esses resultados corroboram outros estudos que mostraram que 0
acaimulo de AFosB no Acb promoveu aumento na sensibilizagdo comportamental
induzida por psicoestimulantes em roedores (ROBINSON et al., 2013). O acumulo de
AFosB no AcbS do lado esquerdo também se relacionada com a observacdo de Gordon
(2016) de que o craving ao etanol induzido por dicas ambientais estd relacionado a
ativacdo predominante do lado esquerdo do encéfalo. Além disso, nossos dados também
sdo consistentes com a predominancia da atividade do hemisfério esquerdo em associar-
se ao efeito reforcador positivo, enquanto o hemisfério direito pode estar envolvido com
os efeitos reforgadores negativos (TOMER et al., 2008).

A teoria do reforco negativo é baseada nas observacGes de que individuos
dependentes mantinham o uso da substancia de abuso para evitar o desconforto da
retirada (JAFFE, 1990). Diversos estudos apontam a AMY como sendo uma regido
encefélica envolvida no processamento de estimulos aversivos e estressores, na
modulacdo do medo e nos comportamentos relacionados a ansiedade (SAH et al., 2003,
KNAPSKA et al., 2007; SORREGOTTI et al., 2018), sintomas esses que Sao
comumente observados em individuos abstinentes.

Ao considerar o periodo de retirada de substancias de abuso como sendo um
periodo em que o individuo pode desenvolver comportamentos desagradaveis e do tipo
ansiogénicos, nossos dados apontaram que 0s animais tratados com etanol, tanto
sensibilizados quanto nédo sensibilizados, apresentaram aumento da expressao de AFosB
na regido da CeA apenas no hemisfério direito. Sendo assim, o aumento de AFosB
obseravado nos camundongos do grupo EtOH-N&o Sensibilizado pode estar relacionado
mais fortemente com o periodo de retirada do que com os efeitos intrinsecos do etanol.

Tal dado corrobora estudos que relacionaram maior ativacdo ou aumento de
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FosB/AFosB em diversas regides envolvidas na dependéncia ao periodo em que os
animais estiveram em abstinéncia ao etanol (DE PAULI et al., 2014) e a nicotina
(SUTHERLAND et al., 2013).

No entanto, a ativacao das projecdes dopaminérgicas para a AMY provocadas
pelo uso de susbtsancias de abuso € um fator consideravel no desenvolvimento da
sensibilizacdo locomotora (VANDERSCHUREN; KALIVAS, 2000). Além disso, um
estudo conduzido por Kaplan et al. (2011) demonstrou aumento da expressao de AFosB
na CeA e BLA de camundongos C57BL/6 e tal efeito foi associado ao desenvolvimento
da sensibilizacdo comportamental induzida pela morfina. De maneira semelhante, o
aumento de AFosB na CeA observado em nosso estudo, também pode estar relacionado
ao desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental ao etanol.

Em relacdo ao grupos, os animais ndo sensibilizados ndo apresentaram
aumento da atividade locomotora apesar do aumento de AFosB na CeA. Este resultado
pode ser explicado através das projecGes de neurdnios serotoninérgicos que chegam até
a CeA provenientes do nucleo dorsal da rafe e que ao serem ativados diminuem a
funcdo locomotora (REN et al., 2018). Portanto, nds hipotetizamos que a CeA no
hemisfério direito pode apresentar projecdes serotoninérgicas quantitativamente maiores
ou mais responsivas aos efeitos do etanol do que o hemisfério esquerdo.

A AMY e insula sdo constituintes do circuito envolvido principalmente na
manutencdo da dependéncia (KOOB; VOLKOW, 2010). Essas estruturas sao
anatomicamente e funcionalmente interconectadas (ROY et al., 2009) e as interacdes
entre elas estdo envolvidas em multiplos estagios da dependéncia (NAVQI;
BECHARA, 2009). O provéavel papel da insula na dependéncia de substancias de abuso
estd relacionada aos comportamentos impulsivos envolvidos na busca pela droga
(NAVQI; BECHARA, 2008). A ativacdo desta estrutura tem sido correlacionada
positivamente com o comportamento de craving para substancias como cocaina
(BONSON et al., 2002) e nicotina (BRODY et al, 2002). Diversos estudos de imagem
revelaram ativacdo da insula durante o uso impulsivo de susbténcias de abuso, dentre
elas nicotina (BRODY et al., 2007), cocaina (KILTS et al., 2001), heroina (SHELL,
1999) e alcool (MYRICK et al., 2004; TAPERT et al., 2004).

De acordo com um estudo de Bechara (2005), o desenvolvimento da
dependéncia é causado, em partes, por um desequilibrio entre dois sistemas: o0 sistema
impulsivo que controla a motivagdo para recompensas imediatas e o sistema reflexivo,

que regula o impulsivo de acordo com as sensag0es prazerosas ou aversivas. O mesmo
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autor descreve que a exposi¢do cronica a drogas de abuso promove a sensibilizacdo do
sistema impulsivo e a diminui¢cdo da atividade do reflexivo (NAQVI; BECHARA,
2010). Neste contexto, a insula é descrita como uma importante estrutura envolvida no
desequilibrio desses sistemas. Quando ativada, ela parece intensificar a atividade do
sistema impulsivo e impossibilitar sua regulacdo pelo sistema reflexivo (NAQVI;
BECHARA, 2010).

Nossos dados demonstraram que o tratamento crénico com etanol aumentou a
expressdo de AFosB em ambos os hemisférios dos animais sensibilizados e néo
sensibilizados na GDI. Nos animais do grupo EtOH-Sensibilizado o aumento ocorreu
no hemisfério direito, logo nossa hipotese envolve este hemisfério como sendo um
possivel modulador dos comportamentos impulsivos relacionados ao desenvolvimento
da dependéncia. No entanto, nos animais do grupo EtOH-N&o Sensibilizado o aumento
de AFosB ocorreu predominantemente no hemisfério esquerdo, o que indica a
probabilidade deste hemisfério estar envolvido na modulagdo da atividade do sistema
reflexivo.

O CPF esta associado ao processamento cognitivo e emocional e suas
estruturas podem desempenhar multiplos papéis nas tomadas de decisGes, no controle
das respostas ao estresse e nas alteracdes comportamentais (LEE et al., 2015). Com
excecdo do OFC, as subregites Cgl, PrL e IL formam o CPFm (LASSETER et al.,
2010). Assim como a insula, o OFC ¢ identificado como um sub-nucleo que é
perturbado em situacOes de abuso de drogas (DOM et al., 2005; FETTER et al., 2017) e
esta fortemente implicado na impulsividade e compulsividade que caracterizam um
estado dependente (KALIVAS; VOLKOW, 2005).

Em individuos usuarios de cocaina, estudos de imagem revelaram reducédo da
densidade no OFC (MATOCHIK et al., 2003). Adicionalmente, individuos dependentes
apresentaram uma disfuncdo nos comportamentos de tomada de decisdes e no
desenvolvimento da compulséo por substancias de abuso similar aqueles observados em
individuos com danos no OFC (BECHARA; VAN DER LINDEN, 2005). A
administragdo cronica de cocaina aumentou a expressdo de AFosB no OFC, o que
corrobora a hipétese de que o OFC pode estar envolvido nos déficits de controle de
impulsos evidentes na dependéncia (WINSTANLEY et al., 2007).

Neste estudo, foi observado que diferentes grupos foram responsaveis pelos
diferentes padrdes de expressio de AFosB no OFC. No hemisfério esquerdo, os

camundongos sensibilizados apresentaram um acimulo de AFosB, enquanto no
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hemisfério direito, os camundongos ndo sensibilizados apresentaram um conteddo
elevado de AFosB. Nossos dados estdo em concordancia com Winstanley et al. (2009)
que demonstrou que ratos que consumiam grandes quantidades de cocaina apresentaram
superexpressao de AFosB no OFC e se tornaram mais impulsivos durante as fases de
retirada da droga, 0 que tornou-0s mais vulneraveis a recaida.

Sendo assim, o aumento da expressdao de AFosB no OFC ¢ responsavel por
potencializar o desenvolvimento e a manutengdo da dependéncia ao facilitar a perda do
controle durante o uso frequente de drogas e aumentar a susceptibilidade a recaida. No
entanto, ao contrario do que hipotetizado para a regido insular, o acimulo de AFosB no
OFC do hemisfério direito parece estar envolvido no controle dos comportamentos
impulsivos, impedindo que os animais se tornassem sensibilizados ao tratamento
croénico com etanol.

Assim como a sensibilizacdo locomotora, outros modelos de estudo também
distinguem os fendtipos de roedores com base nos diferentes comportamentos
apresentados. Por exemplo, camundongos expostos ao procedimento de estresse de
derrota social cronica podem ser classificados como resilientes ou suscetiveis, e cada
fenotipo apresenta diferentes alteracbes comportamentais (GOLDEN et al., 2011). O
aumento de AFosB ¢é observado no CPF de camundongos suscetiveis (VIALOU et al.,
2014) e também em circuitos limbicos apds exposicdo repetida a drogas (PERROTTI et
al., 2004). Logo, pode-se inferir que o periodo de retirada também poderia desencadear
uma elevagdo da expressdo de AFosB pois representa um periodo estressante para o
animal.

Ao transpor esses resultados para nossos achados, o acimulo de AFosB
observado na regido IL em ambos os hemisférios pode representar um marcador de
vulnerabilidade a dependéncia nos animais sensibilizados. Além disso, 0 aumento de
AFosB também observado nos animais sensibilizados no cortex PrL sugere que a
ativacdo de tais subregides do CPFm € importante para o desenvolvimento da
sensibilizagdo comportamental. Neste contexto, animais ndo sensibilizados mostraram
um aumento da expressdo de AFosB apenas no hemisfério cerebral direito do Cgl,
semelhante ao que foi observado no OFC direito. Assim, nos hipotetizamos que a
ativagdo mais intensa no hemisfério direito do Cgl modula a atividade do hemisfério
esquerdo no controle do desenvolvimento do estresse e da impulsividade durante a

abstinéncia e seus efeitos na atividade locomotora.
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Neurdnios do DmS que séo expostos por um periodo prolongado a altas
concentracdes de dopamina podem aumentar a expressdo de AFosB (KELZ et al.,
1999). O aumento do ténus dopaminérgico no DmS tem sido associado a uma atividade
locomotora elevada (DO et al., 2012). Nossos resultados estdo de acordo com esses
achados, pois foi observado que apenas o grupo EtOH-Sensibilizado apresentou niveis
elevados de AFosB em ambos os hemisférios do DmS.

Por fim, a VTA ¢é uma regido que possui diversas projecdes para outros
nucleos e sua participacdo nos processos de recompensa depende de varios fatores
(IKEMOTO et al., 2007). Por exemplo, o sistema endocanabindide, receptores do tipo
GABA-A, receptores dopaminérgicos do tipo D3 e receptores serotoninérgicos 5-HT3,
desempenham importantes fungdes nos comportamentos de busca pela droga (ROOD et
al., 2010; MELON E BOEHM, 2011; HAUSER et al., 2011). No entanto, é descrito que
0os processos de recompensa (MOORE; BOEHM, 2009), os efeitos estimulantes da
cocaina (PERROTTI et al.,, 2005) e do etanol (BOEHM et al., 2002) estdo mais
relacionados com a presenca de receptores GABA-B na procdo anterior da VTA.

No presente estudo, nds observamos aumento da expressao de AFosB apenas
no hemisfério direito da VTA de animais do grupo EtOH-N&o Sensibilizado. Nossos
achados so distintos dos observados por De Pauli et al. (2014), que observou aumento
de FosB/AFosB em animais sensibilizados apds a exposicao repetida ao etanol e ao
periodo de retirada. Porém, estdo de acordo com Perrotti et al. (2005) que demonstrou
que a exposicdo cronica a morfina e ao estresse ndo aumentaram o conteudo de AFosB
na VTA. Portanto, ¢ provavel que o aumento de AFosB no hemisfério direito tenha
modulado a atividade do hemisfério esquerdo durante o desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental e durante a retirada, o que reforca nossa hipétese de que
0 hemisfério direito parece controlar os comportamentos relacionados a dependéncia e
impedir, pelo menos em parte, que os individuos que fazem uso de etanol de maneira
recreativa se tornem dependentes.

Dessa maneira, a variabilidade comportamental no desenvolvimento da
sensibilizagdo locomotora é acompanhada por neuroadaptacfes distintas nos sistemas
dopaminérgicos mesocorticolimbico e nigroestriatal. Nossa hipotese é que o hemisfério
esquerdo tem papel predominante na sensibilizagdo locomotora e em comportamentos
relacionados a dependéncia , enquanto o hemisfério direito parece controlar e/ou inibir

esses comportamentos.
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6 CONCLUSAO

Em suma, este trabalho demonstrou que a variabilidade no desenvolvimento
da sensibilizacdo comportamental ¢ acompanhada por padrdes distintos de expressao de
AFosB em regides encefalicas envolvidas na dependéncia (Tabela 2). Também foi
observado que o0s hemisférios cerebrais direito e esquerdo possuem diferentes funcdes
na neuroplasticidade relacionada a dependéncia, sendo que o lado esquerdo parece estar
envolvido no desenvolvimento e expressdo da sensibilizacdo locomotora e em
comportamentos relacionados a dependéncia , enquanto o hemisfério direito parece

inibir esses comportamentos

Tabela 2: Resumo das regides encefalicas relacionadas a dependéncia que apresentaram
padrdes distintos na expressdo de AFosB entre 0s grupos nos hemisférios esquerdo e
direito.

Regibes encefalicas Controle EtOH-Na&o Sensibilizado  EtOH-Sensibilizado
Esquerdo Direito Esquerdo  Direito Esquerdo  Direito
Cgl 1
IL 1 1
OFC 1 1
AcbS 1
VTA 1

GDI 1 7 T

CeA
DmS T T

—

Nota: As setas representam o aumento da quantidade de AFosB nas regides encefalicas de estudo em
relagdo ao grupo controle e/ou em relacdo aos grupos tratados com etanol e hemisférios.
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