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RESUMO 

 

 Uma das principais dificuldades relacionada ao tratamento da dependência de etanol 

é o alto índice de reincidência ao uso dessa substância. Neste sentido, a exposição ao 

contexto associado ao uso de etanol é a principal causa de recaída. Evidencias 

mostram que a recaída envolve comportamentos de aprendizado associativo. Essas 

associações são armazenadas por pequenos grupamentos neurais conhecidos como 

“neuronal ensembles”. A recaída induzida pelo contexto pode ser estudada através de 

um modelo animal conhecido como “ABA renewal”. Neste procedimento, ratos são 

treinados a autoadministrarem etanol em um determinado contexto. Após o 

aprendizado, os roedores são submetidos ao procedimento de extinção desse 

comportamento, em um ambiente com diferenças táteis, visuais e sonoras do contexto 

do treino. A reinstalação é avaliada através da exposição do animal ao contexto inicial. 

O objetivo do presente estudo foi: a) comparar o desempenho de ratos Wistar e Long-

Evans no protocolo de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

ambiente; b) investigar a participação do córtex pré-frontal medial nesse 

comportamento; c) investigar a presença de alterações na expressão gênica em 

“neuronal ensembles” do córtex pré-límbico, relacionadas a reinstalação da 

autoadministração de etanol. Observamos quea exposição ao contexto previamente 

associado a autoadministração de etanol foi capaz de reinstalar esse comportamento 

em ratos Long-Evans e Wistar. Sendo que a linhagem de ratos Long-Evans apresentou 

melhor desempenho no teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida 

pelo contexto quando comparado aos ratos Wistar. Demonstramos que a reinstalação 

da autoadministração de etanol induzida pelo contexto promoveu aumento da ativação 

neuronal do córtex pré-límbico. Notamos ainda, que uma pequena porcentagem de 

neurônios foi ativada no córtex pré-límbico durante a reinstalação da autoadministração 

de etanol induzida pelo contexto (~7,7%). Evidenciamos que a inibição farmacológica 

do córtex pré-límbico atenuou a reinstalação da autoadministração de etanol induzida 

pelo contexto. E por fim, encontramos que a reinstalação da autoadministração de 

etanol foi associada a redução na expressão de GluR1 e GluR2 (subunidades do 

receptor glutamatérgico AMPA) e ao aumento na expressão de GABAα5 (subunidade 

do receptor GABAérgico GABA A) em neurônios seletivamente ativados no córtex pré-

límbico durante o teste comportamental. Concluímos que a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo ambiente é mediada por alterações na 

expressão gênica em “neuronal ensembles” ativados pela associação entre o efeito 

reforçador do etanol e o contexto em que essa substância de abuso foi administrada. 

 
Palavras-chave: autoadministração, etanol, extinção, contexto, recaída, ratos. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Context-induced reinstatement of drug seeking is an animal model for assessing the 

neural mechanisms underlying context-induced drug relapse, a major factor in human 

drug addiction. Neural activity in prelimbic cortex has been implicated in context-

induced reinstatement drug seeking. Here, we report a new and feasible training 

procedure for context-induced reinstatement of alcohol seeking to explore the role of 

prelimbic cortex in context-induced relapse to alcohol seeking. Long-Evans rats were 

first given home-cage access to 10% ethanol. Using a saccharin fading technique, rats 

were first trained to self-administer 10% ethanol in one context. Next, lever pressing in 

the presence of the discrete cue was extinguished in a different context. Subsequently, 

context-induced reinstatement of drug seeking was assessed by re-exposing rats to the 

drug-associated or extinction context under extinction conditions. Re-exposure to the 

alcohol-associated context reinstated alcohol seeking and increased expression of the 

neural activity marker Fos in the prelimbic prefrontal cortex. The percentage of neural 

activation in this brain region was 3.4 % in extinction context and 7.7 % in drug 

associated context. Reversible inactivation of neural activity in prelimbic prefrontal 

cortex using GABA agonists muscimol and baclofen attenuated context-induced 

reinstatement. Based on previous findings of the literature that Fos-expressing neurons 

play a critical role in conditioned drug effects, we assessed whether context-induced 

reinstatement was associated with molecular alterations selectively induced within 

context-activated Fos-expressing neurons. We used fluorescence-activated cell sorting 

to isolate reinstatement-activated Fos-positive neurons from Fos-negative neurons in 

prelimbic cortex and used quantitative PCR to assess gene expression within these two 

populations of neurons. Context-induced reinstatement was associated with increased 

expression of the GABAα5 gene and decrease in the AMPA receptor subunit genes 

GluR1 and GluR2 in only Fos-positive neurons. Our results demonstrate an important 

role of prelimbic cortex in context-induced reinstatement of alcohol seeking and that this 

reinstatement is associated with unique gene alterations in Fos-expressing neurons. 

 

Key-words: self-administration, alcohol, extinction, context, drug relapse, rats 
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I. M. - Intramuscular 

AP - Anterior-posterior 

ML - Medial-lateral 
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Ratos P - Ratos que possuem alta preferência por etanol 

Grin2a - Receptor ionotrópico do glutamato tipo NMDA subunidade 2a 

c-Fos - Gene de ativação imediata 

Arc - Proteína associada ao citoesqueleto regulada pela atividade  

Egr1 - Gene de resposta ao crescimento precoce 1 
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NPY - Neuropeptídeo Y 
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“Quem ensina aprende ao ensinar.                                                                                    
E quem aprende ensina ao aprender. ”  

(Paulo Freire)

INTRODUÇÃO 
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1.1 Histórico do uso do etanol 

 

Substâncias de abuso são utilizadas desde as primícias da humanidade. Na 

antiguidade, o uso estava associado para fins medicinais, celebrações, meditações, 

magia, cultos religiosos e fins científicos (Royce, 1981; Toscano Jr., 2001). O motivo 

do uso variava de acordo com os aspectos sociais, culturais e de cada época 

(Royce, 1981; Toscano Jr., 2001). 

Segundo alguns registros arqueológicos, os primeiros indícios do consumo de 

etanol pelo ser humano datam de aproximadamente 8000 antes de Cristo (a.C.) 

(Standage, 2006; Gately, 2008).Em uma passagem bíblica do Antigo Testamento 

(Gênesis 9.21), Noé, após o dilúvio, plantou vinha e fez o vinho. Fez uso da bebida a 

ponto de se embriagar. Esse foi o primeiro relato que se tem conhecimento de um 

caso de embriaguez. 

As primeiras bebidas alcoólicas foram produzidas através do processo de 

fermentação de cereais por aborígenes, com um conteúdo alcoólico baixo. Os 

egípcios também utilizavam a fermentação e faziam o uso das bebidas para eliminar 

os germes e os parasitos provenientes do rio Nilo (Viala-Artigues, 2003). 

Durante a Idade Média, em 800 a.C. os árabes introduziram o processo de 

destilação na Europa. Eles acreditavam que as bebidas obtidas por esse processo 

eram um remédio eficiente para combater a dor, já que promoviam analgesia 

imediata. Nesse mesmo período, houve aumento da comercialização e 

regulamentação da produção de bebidas alcoólicas (Sbarounis, 1997). 

Em 700 a.C. houve um aumento drástico no consumo de vinhos entre os 

gregos. A bebida era considerada como divina e criaram regras sociais para o 

consumo da mesma. Foi estabelecido que o vinho seria apreciado em encontros 

denominados symposium, nos quais os homens discutiam sobre filosofia, ciência, 

arte e sobre o conceito de democracia.  

Cristóvão Colombo introduziu o plantio da cana na América em 1493, onde 

hoje é a República Dominicana. Oficialmente foi Martim Affonso de Souza, que em 

1532, trouxe a primeira muda de cana ao Brasil e iniciou seu cultivo na Capitania de 

São Vicente, no qual ele próprio construiu o primeiro engenho de açúcar. Mas foi no 

Nordeste, principalmente nas Capitanias de Pernambuco e da Bahia, que os 

engenhos de açúcar se multiplicaram, originando o surgimento da cachaça (Viala-

Artigues, 2003). 
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Uma versão folclórica relata que a cachaça teria surgido quando um escravo, 

que trabalhava no engenho, deixou armazenado um caldo esverdeado e escuro 

conhecido como cagaça. Diz essa versão, que a cagaça fermentou naturalmente e, 

devido às mudanças de temperatura, evaporou e condensou no teto do engenho, 

formando pequenos pingos (originando o sinônimo “pinga”). O termo água-ardente 

parece ter surgido devido o ardor que essa substância produziu a ser derramada 

sobre as feridas de um escravo. Porém, a história oficial reporta que a cachaça 

surgiu graças as técnicas de destilação que fora aprendida dos árabes pelos 

portugueses (Fernandes, 2014). 

No Brasil, com a força do cultivo da cana-de-açúcar, foi necessário aumentar 

a mão de obra, e assim os portugueses começaram a trocar álcool por escravos. A 

cana-de-açúcar era duplamente rentável, pois com seu bagaço produzia-se a 

cachaça sem custos adicionais. Portugal não era favorável a essa produção, devido 

a concorrência dessa bebida com o vinho e com a bagaceira, bebidas produzidas 

através do destilado de cascas de uva (Rodrigues, 2008). Assim, em 1635, houve a 

proibição da comercialização da bebida oriunda da cana-de-açúcar, o que gerou 

revolta entre os senhores de engenho. Porém, mesmo com a insatisfação da corte 

de Portugal, em 1661, a produção e comercialização de cachaça foram 

regulamentadas no Brasil (Rodrigues; Rodrigues, 2008).  

Na Idade Moderna, com a chegada da Revolução Industrial, observou-se 

aumento no número da oferta, do consumo e de problemas relacionados com o uso 

excessivo do álcool. Durante o século XX, em alguns países, foi estabelecida a lei 

de maioridade de 18 anos para o consumo de etanol. Nesse mesmo período, os 

Estados Unidos da América instituíram a Lei Seca, em que se proibiu a fabricação, 

venda, posse e consumo das bebidas alcoólicas (Jerome, 1993). Essa lei vigorou 

por 13 anos e teve efeitos contrários ao que se esperava, ao invés de acabar com o 

consumo de álcool e com os problemas sociais, provocou aumento do tráfico, 

criminalidade e um aumento desenfreado de uso em bares clandestinos. Assim, em 

1933, políticos americanos argumentaram que a legalização das bebidas geraria 

mais empregos, elevaria a economia e aumentaria a arrecadação de impostos. 

Dessa forma, esta argumentação fez com que o Congresso dos Estados Unidos 

revogasse a emenda constitucional da lei seca (Jerome, 1993). 

Em 1952, devido a todos os problemas relacionados ao uso excessivo de 

bebidas alcoólicas, o etilismo passou a ser considerado um transtorno psiquiátrico, 
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sendo incluído na primeira edição do Manual de Diagnóstico e Estatística da 

Associação Americana de Psiquiatria (DSM) (Vaillant, 1983). 

Nos dias atuais, convivemos com inúmeros problemas relacionados com o 

uso excessivo de etanol, capazes de acarretar danos aos usuários e a sociedade 

(Duailibi e Laranjeira, 2007). 

 

1.2 Epidemiologia e Dependência de Etanol 

 

Embora a prevalência do uso de etanol encontra-se estável nos últimos anos, 

suas consequências na vida do indivíduo e da sociedade são consideradas como 

um problema de saúde pública mundial (OMS, 2014). 

As perdas, os custos sociais e econômicos relacionados à dependência e ao 

abuso de etanol são altíssimos. Nos países em desenvolvimento, o consumo de 

etanol é considerado o maior fator de risco de morbidade e mortalidade (Ezzati et al., 

2002). No mundo, aproximadamente 4% do número total de mortes (o que 

representa 1 a cada 20) são atribuídas ao uso de etanol. Neste contexto, 

aproximadamente 47% de homicídios, 25% de suicídios e 40% de acidentes 

automobilísticos estão relacionados ao consumo de bebidas alcoólicas (OMS, 2014). 

O custo mundial relacionado ao uso de bebidas alcoólicas é de aproximadamente 

2% do produto interno bruto global (Thavorncharoensap et al., 2009). 

Em um relatório, divulgado pela Organização Mundial de Saúde, foi 

constatado que o etanol é a substância de abuso mais consumida no mundo (OMS, 

2016). Esse relatório revelou que 12% da população mundial fazem uso de etanol 

diariamente (UNODC, 2016). A média de consumo de etanol puro, entre pessoas 

com 15 ou mais anos de vida, é de aproximadamente 6,3 litros por ano. Porém, 

entre etilistas, essa média de ingestão de etanol aumenta para aproximadamente 

17,2 litros por ano.  

Em 2010, foi reportado que 38% da população mundial haviam feito o uso de 

bebida alcoólica nos últimos 12 meses e 16% apresentaram episódios de uso 

pesado de bebidas alcoólicas. Em 2012, aproximadamente 5,9% do total do número 

de mortes no mundo foram atribuídas ao consumo excessivo de bebidas alcoólicas 

(OMS, 2016). 

No Brasil, a média de ingestão de etanol puro é de aproximadamente 8,7 

litros anualmente e entre etilistas essa média é de 15,1 litros (OMS, 2014). Dados do 

Centro Brasileiro de Investigações sobre Drogas (CEBRID) mostraram que 74,6% da 
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população brasileira, entre 12 e 65 anos de idade, fizeram o uso de bebidas 

alcoólicas ao menos uma vez na vida (CEBRID, 2005). 

Um estudo realizado nas capitais brasileiras, entre alunos do ensino 

fundamental e médio (10 a 18 anos), apontou que 60,5% desses estudantes 

relataram o uso de bebidas alcoólicas pelo menos uma vez na vida e 1,6% 

afirmaram ter feito uso abusivo de etanol (Galduroz et al., 2010). 

Um estudo realizado no Brasil mostrou que entre os usuários de bebidas 

alcoólicas, 8,1% fazem o uso abusivo dessa substância e desses, 3,9% preenchem 

os critérios para dependência ao etanol (Bastos et al., 2008; Wolle et al., 2011). 

Segundo a quinta edição do Manual de Diagnóstico e Estatística (DSM-5), da 

Associação Americana de Psiquiatria, a dependência é conceituada como uma 

síndrome comportamental na qual o uso da droga adquiri prioridade na vida do 

indivíduo. De acordo com esse conceito, essa psicopatologia é caracterizada por um 

conjunto de sinais e sintomas indicativos de que o indivíduo perdeu o controle do 

uso da droga e o mantêm o uso a despeito das suas consequências adversas 

(American Psychiatric Association, 2013).  

Nesse sentido, o uso repetido de uma substância de abuso pode promover 

alterações morfológicas, funcionais e bioquímicas duradouras no encéfalo, 

responsáveis por ocasionar, em algumas situações, comportamentos de risco e 

autodestrutivos (OMS, 1993). Estas alterações ocorrem principalmente em regiões 

encefálicas relacionadas a inibição comportamental e a recompensa (Volkow et al., 

2016). 

Em versões anteriores do DSM, abuso e dependência de etanol eram 

tratados separadamente. Abuso é caracterizado por um padrão do consumo 

excessivo, repetido, recorrente e que se manifestava por consequências adversas 

na vida da pessoa. A dependência de etanol é considerada uma doença crônica e 

redicivante, caracterizada pela perda do controle, uso compulsivo da substância, 

prejuízos na tomada de decisões e preocupações patologicamente excessivas com 

a busca de etanol. Essa psicopatologia é caracterizada também, pela presença de 

comportamentos impulsivos que levam ao consumo prejudicial, frente às 

consequências graves ocasionadas à vida do indivíduo (problemas no trabalho, na 

família e comprometimento ou agravamento de estados de saúde) (Reilly et al., 

2017). Outra característica da dependência de etanol é o surgimento da síndrome de 

abstinência, que pode ser entendida como estados emocionais e físicos negativos 

evidenciados quando o consumo dessa substância é interrompido (Koob, 2006). Os 
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sintomas negativos podem ser representados por convulsões, alterações 

autonômicas e distúrbios motores. Alguns sintomas podem surgir tardiamente e são 

evidenciados por estados emocionais negativos, como ansiedade e depressão 

(abstinência protraída) (Majchrowicz, 1975; Gilpin e Koob, 2008). 

Na 5ª edição do DSM, abuso e dependência foram reunidos em um único 

capítulo, intitulado “transtornos relacionados ao uso de substâncias”, com 

classificação de gravidade em três níveis (leve, moderada e grave) (DSM-5). Essa 

nova classificação possibilitou, segundo a Sociedade Americana de Psiquiatria, 

intervenções preventivas e curativas mais efetivas (DSM-5). 

 

1.3. Neurobiologia da dependência  

 

O número restrito de terapias efetivas para o tratamento da dependência de 

substâncias de abuso aponta para a necessidade de pesquisas para o 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos (Reilly et al., 2017). Um paradigma 

bastante promissor para a descoberta de novas terapias é o entendimento da 

neurobiologia da dependência (Volkow et al., 2016). 

Neste sentido, muitos estudos foram e estão sendo realizados na tentativa de 

entender a neurobiologia da dependência. Estes estudos foram integralizados em 

uma revisão escrita por Volkow e Koob (2016), apresentada a seguir. 

Segundo essa revisão, o uso inicial de uma substância de abuso é dirigido 

pelo reforço positivo que a substância promove, fazendo com que o indivíduo repita 

o consumo da substância. Os efeitos prazerosos e euforizantes são resultados da 

ativação de um substrato neural comum, a via dopaminérgica mesocorticolímbica 

(Wise e Bozarth, 1987). Neste sentido, vários estudos demonstraram que a 

administração de nicotina, cocaína, anfetamina, morfina, etanol ou Δ9-THC 

aumentam a liberação de dopamina no núcleo accumbens (Imperato et al., 1986; Di 

Chiara e Imperato, 1988; Kiianmaa et al., 1995; Pontieri et al., 1996; Tanda et al., 

1997; Schilstrom et al., 1998; Cadoni e Di Chiara, 2000). 

Nesse primeiro estágio de uso da substância também é observado processos 

de formação de hábitos relacionados com a busca e com o consumo da substância 

de abuso. A formação de hábito pode aumentar ainda mais a procura pela droga. A 

gênese deste comportamento se relaciona com a ativação do estriado dorsal (Everitt 

e Robbins, 2005). 
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De acordo ainda com essa revisão, períodos repetidos de consumo intenso 

da substância de abuso (binge/intoxicação) podem promover plasticidades nos 

circuitos cerebrais de anti-recompensa capazes de eliciar um segundo estágio do 

uso, que é caracterizado pela síndrome de abstinência (manifestações de sinais e 

sintomas físicos e emocionais negativos durante a ausência do uso da substância) 

(Koob e Volkow, 2010). 

O sistema de anti-recompensa é formado pelas áreas do sistema límbico 

responsáveis pelas respostas emocionais ao estresse, como a amídala central 

(CeA), o núcleo intersticial da estria terminal (BNST) e a concha do núcleo 

accumbens. Essas regiões formam o circuito neural chamado amídala estendida 

(Koob e Le Moal, 2008b; Ulrich-Lai e Herman, 2009). Plasticidades no sistema anti-

recompensa, promovidas pelo uso repetido de uma substância de abuso, promovem 

o surgimento dos sintomas emocionais negativos da síndrome de abstinência 

(ansiedade, depressão e anedonia) (Koob e Le Moal, 1997; 2008a; b.) Nesse 

estágio, a procura e o uso da substância seriam motivadas para aliviar os sintomas 

da síndrome de abstinência (Koob e Le Moal, 1997; 2008a; b). 

O terceiro estágio do uso da droga é caracterizado pelo desejo compulsivo 

pela substância de abuso e pela perda do controle do uso (Koob e Volkow, 2010). 

Esses comportamentos seriam ocasionados por plasticidades no sistema 

mesocorticolímbico (Koob e Volkow, 2010). Estas plasticidades promoveriam 

tolerância do efeito reforçador positivo e o aumento da saliência motivacional ao uso 

da droga e aos estímulos associados ao consumo da substância (Robinson e 

Berridge, 2000; 2001; 2003). Neste estágio, o usuário consumiria quantidades cada 

vez maiores da droga para obter os mesmos efeitos iniciais. Além disso, devido ao 

aumento da saliência motivacional, o uso da droga se tornaria cada vez mais atrativo 

e desejável, desencadeando a fissura e o desejo compulsivo pela mesma (Robinson 

e Berridge, 2000; 2001; 2003). 

O uso compulsivo seria associado também a prejuízos do controle executivo 

e inibitório do comportamento (Volkow, 2005). Esses prejuízos são resultantes de 

plasticidades corticais (córtex orbital frontal, cingulado, pré-límbico) promovidas pelo 

uso repetido da droga (Volkow, 2005; Koob e Volkow, 2010).Como consequência do 

aumento da saliência motivacional e da impulsividade, o usuário perderia o controle 

e faria uso compulsivo da substância de abuso (Volkow, 2005; Koob e Volkow, 

2010). 
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Como decorrência de todas as plasticidades no sistema mesocorticolímbico e 

na amídala estendida, promovidas pelo uso repetido da droga de abuso, o indivíduo 

apresentaria estreitamento do repertório comportamental, direcionando seu 

comportamento quase que exclusivamente para a busca e consumo de uma 

substância de abuso (Reilly et al., 2017). 

 

1.4. Mecanismo de ação relacionados a dependência e a recaída ao uso de 

etanol 

 

Os mecanismos de ação do etanol são complexos e envolvem a ação dessa 

substância em diversos tipos de receptores como, por exemplo, proteínas efetoras, 

canais de íons sensíveis a ligantes ou dependentes de voltagem (Davies, 2003; 

Kumar et al., 2009). Além disso, o etanol em concentrações sanguíneas elevadas 

pode promover alteração na composição lipídica das membranas citoplasmáticas 

(Crews et al., 1996). 

Dependendo da concentração no sistema nervoso central, o etanol pode 

promover efeitos depressores ou euforizantes (Erdozain e Callado, 2014). Esses 

efeitos são decorrentes de sua ação depressora em diferentes regiões encefálicas e 

em diferentes sistemas de neurotransmissão (Aguayo et al., 2002).  O mecanismo 

depressor do etanol no sistema nervoso central ocorre através da inibição de 

sistemas de neurotransmissão excitatória e potencialização da neurotransmissão 

inibitória (Davies, 2003; Kumar et al., 2009). 

Um dos mecanismos de ação descritos para o etanol, compreende sua 

interação alostérica positiva no receptor GABAérgico do tipo A (GABAA) (Davies, 

2003; Kumar et al., 2009). Os receptores GABAA são formados por 5 subunidades 

proteicas heteroméricas (,,), que se reúnem em torno de um poro central 

delimitando um canal iônico, que quando ativado, promove o influxo de íons cloreto 

para o interior do neurônio (Davies, 2003). Assim, o etanol liga em um sítio 

específico no receptor GABAA potencializando a ação de GABA, aumentando o 

tempo e a frequência de abertura do canal iônico (Davies, 2003; Kumar et al., 2009). 

Polimorfismos nos receptores GABAA estão associados a predisposição para a 

ingestão, bem como para o desenvolvimento da dependência de etanol (Dick et al., 

2006). 
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O etanol pode agir também como agonista dos receptores glicinérgicos, que 

possuem características e ação similares aos receptores GABAA (Aguayo et al., 

2002). 

Outro mecanismo de ação importante do etanol é a inibição dos receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA e Cainato. Embora os mecanismos responsáveis por 

essa inibição não estejam totalmente elucidados, estudos sugerem que o etanol 

pode aumentar a fosforilação desses receptores, o que promoveria a 

dessensibilização dos mesmos (Crews et al., 1996). 

Dentre outras ações do etanol no sistema nervoso central, evidências 

destacam sua ação sobre os receptores canabinóides CB1 (Varodayan et al., 2016), 

e receptores TRPV1 (Renteria et al., 2014). A ativação de CB1 pelo etanol pode 

promover aumento na liberação de dopamina, GABA e glutamato nos circuitos 

centrais de recompensa (Perra et al., 2008). 

Os sistemas de neurotransmissão serotoninérgica e colinérgica também são 

sensíveis a ação do etanol. Essa substância aumenta as concentrações de 

acetilcolina e serotonina no sistema nervoso central (Schuckit et al., 2012). 

O mecanismo de ação do etanol relacionado à dependência envolve a 

interação dessa substância com esses diferentes sistemas de neurotransmissão no 

sistema mesocorticolímbico e na amígdala estendida (Gilpin e Koob, 2008; Koob e 

Le Moal, 2008a). 

Como descrito acima, o sistema dopaminérgico mesocorticolímbico é formado 

por corpos celulares de neurônios dopaminérgicos presentes na área tegmental 

ventral (VTA). Esses neurônios se projetam para o córtex pré-frontal medial, núcleo 

accumbens, amídala, hipocampo e globo pálido ventral (Figura 1) (Koob e Le Moal, 

2001). A ativação desse sistema está relacionada a muitos processos fisiológicos e 

comportamentais, como por exemplo: cognição, locomoção, humor, motivação e 

recompensa (Wise, 1998; Horschitz et al., 2005; Kienast e Heinz, 2006; Volkow et 

al., 2007; Koob e Le Moal, 2008b).Foi demonstrado que todas as drogas de abuso 

são capazes de ativar o sistema mesocorticolímbico e assim promover seus efeitos 

euforizantes e prazerosos (Wise, 1978; Wise e Bozarth, 1987). 
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Figura 1- Representação esquemática do sistema mesocorticolímbico de ratos 

destacando as principais projeções dopaminérgicas (linhas verdes) oriundas da VTA para o 

NAc, BLA e Hipp. Figura adaptada de (Cruz, F. C. et al., 2013). 

 

O etanol pode ativar o sistema mesocorticolímbico através de diferentes 

mecanismos. Por exemplo, devido ao bloqueio dos receptores glutamatérgicos 

NMDA (N-metil D-Aspartato), ou pelo aumento da ativação dos receptores 

GABAérgicos GABAA (ácido gama-aminobutírico), localizados nos corpos celulares 

de interneurônios GABAérgicos na VTA (Grace e Bunney, 1985; Mereu e Gessa, 

1985; Weiner et al., 1994; Fadda e Rossetti, 1998). Essas interações resultam na 

redução da inibição GABAérgica sobre os neurônios dopaminérgicos e 

consequentemente no aumento da liberação de dopamina no núcleo accumbens 

(Figura 2).  

Estudos sugerem também que o etanol pode aumentar a ativação de 

neurônios opioidérgicos da VTA, responsáveis por inibir os interneurônios 

GABAérgicos, intensificando a transmissão dopaminérgica e aumentando a 

liberação de dopamina no núcleo accumbens (Gilpin e Koob, 2008) (Figura 2). 
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 Figura 2- Ações agudas do etanol na VTA e no Nac. Figura adaptada de (Nestler, 

2005). 

 

Embora os mecanismos de ação do etanol relacionados à dependência 

estejam bem elucidados (Gilpin e Koob, 2008; Koob e Le Moal, 2008b), a 

neurobiologia da recaída ao uso de etanol não está totalmente esclarecida.  

Estudos imuno-histoquímicos sugerem a participação do córtex pré-frontal 

medial na reinstalação da autoadministração de etanol induzida por dicas 

ambientais; que é caracterizada pela reexposição dos animais ao contexto em que o 

uso da droga foi realizado. (Zhao et al., 2006; Dayas et al., 2007). De fato, a 

reinstalação e a extinção da procura por drogas têm sido correlacionada à ativação 

dessas regiões corticais (Bossert et al., 2013; Willcocks e Mcnally, 2013; Marchant et 

al., 2015). 

O córtex pré-límbico é correlacionado com a reinstalação do comportamento 

de busca de drogas, enquanto o infralímbico é relacionado com a extinção desse 

comportamento (Peters et al., 2009; Van Den Oever et al., 2010). Por exemplo, foi 

demonstrado que a inativação farmacológica do córtex pré-límbico atenuou à 

reinstalação da autoadministração de cocaína induzida pelo contexto (Fuchs et al., 

2005). Em outro estudo, Willcocks e McNally (2013) demonstram também que a 

inativação do córtex pré-límbico atenuou a reinstalação da autoadministração de 
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cervejas alcoólicas induzida pelo contexto. Por outro lado, no estudo de Muigg e 

colaboradores (2008), em que foi realizado a inativação farmacológica do córtex 

infralímbico, observou-se uma dificuldade em ocorrer a extinção da 

autoadministração de cocaína.  

Em relação aos sistemas de neurotransmissão envolvidos na recaída ao uso 

de etanol, evidências sugerem a participação dos sistemas glutamatérgico, 

GABAérgico e CRFérgico nesse comportamento (Vengeliene et al., 2008). 

Neste âmbito, estudos demonstraram aumento na concentração de glutamato 

e o envolvimento de receptores glutamatérgicos ionotrópicos do tipo ácido α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) e n-metil-D aspartato (NMDA) na 

reinstalação da procura por etanol induzida por dicas ambientais (Backstrom e 

Hyytia, 2005; Sanchis-Segura et al., 2006a; Knackstedt e Kalivas, 2009; Gass et al., 

2011). Por exemplo, foi demonstrado que a administração de antagonistas dos 

receptores AMPA (6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2, 3-dione / CNQX) ou NMDA (D-2-

amino-5-phosphonopentanoate / D-AP5) atenuaram a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida por dicas ambientais (Cannady et al., 2013).  

No que se refere a transmissão GABAérgica, foi demonstrado que a 

administração de alopregnanolona (agonista GABAA) foi capaz de reinstalar a 

autoadministração de etanol (Nie e Janak, 2003). Do mesmo modo, a administração 

de Muscimol (agonista GABAA) nos núcleos da rafe reinstalou a procura por etanol 

em ratos (Le et al., 2008). 

Estudos também sugerem a participação da transmissão CRFérgica nesse 

comportamento (Le et al., 2000; Gehlert et al., 2007; Marinelli et al., 2007). Por 

exemplo, a administração de antagonistas de receptores CRFérgicos do tipo 1 

bloquearam a reinstalação da autoadministração de etanol induzida por dicas 

ambientais ou por estresse (Le et al., 2000; Gehlert et al., 2007; Marinelli et al., 

2007). 

Embora os estudos supracitados sugerem a participação dos sistemas 

glutamatérgico, GABAérgico e CRFérgico na reinstalação da autoadministração de 

etanol, nenhum estudo investigou a participação desses sistemas na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo ambiente. 
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1.5 Participação de pequenos grupamentos neurais seletivamente ativados na 

recaída ao uso de substâncias de abuso 

 

A dependência de etanol e de outras drogas é caracterizada por altos índices 

de recaída em pacientes que tentam se manter abstinentes ao uso. Sendo que a 

recaída é considerada um dos principais problemas para o tratamento (Stasiewicz et 

al., 2007). 

O principal fator relacionado à recaída ao uso de etanol é a exposição do 

indivíduo a ambientes relacionados ao consumo dessa substância (Ludwig e Stark, 

1974; Ludwig e Wikler, 1974; Mccusker e Brown, 1991; Monti et al., 1993; Miller e 

Sanchez-Craig, 1996). Neste sentido, estudos demonstram que a exposição de 

etilistas abstinentes a lugares, pessoas ou contextos associados ao uso prévio de 

etanol, frequentemente promove recaída (Staiger e White, 1991; O'brien et al., 1992; 

Collins e Brandon, 2002). 

Ao fazer o uso repetido de uma droga de abuso, o indivíduo aprende a 

associar o efeito da droga aos estímulos ou as dicas ambientais presentes no 

momento do uso (por exemplo, a parafernália, ao ambiente e a outros usuários) 

(Shalev et al., 2002; Shaham et al., 2003; Bossert et al., 2013; Cruz et al., 2013). 

Com a exposição contínua, essa associação torna-se bastante saliente e dessa 

forma, a simples exposição do indivíduo a essas dicas ambientais pode 

desencadear a fissura, levando o usuário a buscar e recair ao uso de droga (Siegel, 

1999).   

A influência do ambiente na recaída ao uso de etanol pode ser estudada 

através do modelo de reinstalação da autoadministração operante de etanol 

induzida pelo contexto (modelo conhecido pelo termo em inglês "ABA renewal") 

(Fuchs et al., 1998; Shalev et al., 2002; Shaham et al., 2003; Bossert et al., 2005). 

Nesse procedimento, os animais são treinados a autoadministrarem uma substância 

de abuso em um ambiente (contexto-droga), em seguida, esse comportamento é 

extinto em um ambiente diferente (contexto-sem droga), que é distinto do contexto-

droga em termos audiovisuais, táteis, olfatório e circadiano (período do dia). 

Subsequentemente, a capacidade do ambiente em reinstalar a busca por uma 

substância é avaliada através da exposição dos animais ao contexto onde eles 

foram treinados a autoadministrá-la (contexto-droga) (Fuchs et al., 1998; Shalev et 

al., 2002; Shaham et al., 2003; Bossert et al., 2005). Este modelo já foi utilizado 

para investigar a influência do ambiente na recaída a diferentes drogas, como: 
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cocaína, metanfetamina, heroína e etanol (Cruz et al., 2013; Marchant et al., 2013). 

Por exemplo, estudos usando o procedimento “ABA renewal” demonstraram que a 

exposição ao contexto em que os animais foram treinados a autoadministrarem 

etanol foi capaz de reinstalar a busca por essa substância (Burattini et al., 2006; 

Hamlin et al., 2006; Zironi et al., 2006; Marchant et al., 2009). 

Estas associações contextuais relacionadas ao uso de drogas são uma 

complexa combinação de diferentes estímulos (visuais, táteis, sonoros, sensoriais e 

interoceptivos) que são reconhecidos com alto grau de resolução. Portanto, 

qualquer mecanismo capaz de armazenar este tipo de aprendizado associativo 

deve ter, comparativamente, alto grau de resolução (Cruz et al., 2013; Cruz, Javier 

Rubio et al., 2015). 

Um dos primeiros pesquisadores a investigar a neurobiologia de 

aprendizados associativos foi Richard Semon (1909), que propôs que o aprendizado 

induz mudanças persistentes em neurônios específicos, que armazenam as 

informações sobre as associações realizadas e que são subsequentemente 

reativadas em uma condição de evocação da memória. Essa teoria ficou conhecida 

como Engramas da Memória (Semon e Simon, 1921).  

Essa observação foi complementada pela teoria proposta por Donald Hebb, 

em 1949. Segundo essa teoria, aprendizados associativos são mediados por grupos 

neurais específicos esparsamente distribuídos pelo encéfalo e conectados entre si 

através de sinapses fortes (do inglês: “neuronal ensembles”). Hebb propôs que 

estes neurônios despolarizariam ao mesmo tempo e na mesma intensidade, frente a 

um determinado estímulo, que promoveria a evocação da memória. De acordo com 

essa teoria, diferentes tipos de memórias seriam armazenadas por diferentes 

grupos neurais e a evocação de uma determinada memória dependeria da ativação 

desse conjunto neural (Hebb, 1949).  Baseado na teoria de Semon e Hebb,  

propuseram que memória seria armazenada em engramas celulares dispersos por 

várias regiões encefálicas e conectados entre si através de sinapses fortes 

(Tonegawa et al., 2015). Essas teorias tiveram um impacto transformador nas 

pesquisas da neurociência moderna e são consideradas um marco conceitual para 

inúmeros estudos sobre aprendizagem e memória (Nicolelis et al., 1997; Guzowski 

et al., 2004; Schwindel e Mcnaughton, 2011). 

Em 2009, o grupo do Dr. Bruce Thomas Hope (National Institute on Drug 

Abuse, National Institute of Health, USA) introduziram essa teoria para o estudo de 

comportamentos associativos relacionados a dependência de substâncias de abuso 
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(Koya et al., 2009). Estes primeiros estudos demonstraram que apenas 4% dos 

neurônios do núcleo accumbens eram ativados na expressão da sensibilização 

locomotora contexto-específica à cocaína e que a inativação específica dessa 

pequena população de neurônios bloqueava a expressão da sensibilização 

contexto-específica (Koya et al., 2009). Estas observações deram início a uma nova 

perspectiva para o estudo de dependência e a partir de então, outros estudos foram 

realizados mostrando a participação dos “neuronal ensembles” na formação das 

memórias relacionadas ao uso de substâncias de abuso (Koya et al., 2009; Bossert 

et al., 2011; Fanous et al., 2012; Koya et al., 2012; Cruz et al., 2013; Cruz, Babin, et 

al., 2014; Cruz et al., 2015; Leao et al., 2015; Pfarr et al., 2015; Rubio et al., 2015; 

Whitaker et al., 2015).  

Por exemplo,  Cruz, Babin et al. (2014) demonstraram que apenas 3,4% dos 

neurônios do núcleo accumbens foram ativados durante a reinstalação da 

autoadministração de cocaína induzida pelo ambiente, e que a inibição seletiva 

desses neurônios atenuou a reinstalação desse comportamento.  

Também foi demonstrado a participação dos “neuronal ensembles” em 

comportamentos relacionados a dependência de etanol (Leao et al., 2015; Pfarr et 

al., 2015). Neste sentido,  Leao et al. (2015) observaram a ativação de pequenos 

grupos neurais específicos na facilitação do consumo excessivo de etanol 

promovido pela administração concomitante de nicotina. Pfarr et al. (2015) 

demonstraram que a ablação de engramas celulares da região infralímbica diminuiu 

o consumo excessivo de etanol induzido por dicas ambientais. Interessante que 

nenhum efeito foi observado quando a inibição foi realizada sobre todos os 

neurônios (ativados e não ativados) desta área (Pfarr et al., 2015).  

Neste contexto, estudos demonstram que os processos de aprendizado 

associativos relacionados a dependência a substâncias de abuso promovem 

plasticidades singulares apenas nesses “neuronal ensembles” (Guez-Barber et al., 

2011; Guez-Barber et al., 2012; Koya et al., 2012; Fanous et al., 2013; Liu et al., 

2014; Li et al., 2015; Rubio et al., 2015). Por exemplo, foi demonstrado que a 

sensibilização contexto-específica à cocaína foi relacionada a formação de sinapses 

silenciosas apenas em neurônios ativados durante esse comportamento (em 4% de 

neurônios do núcleo accumbens) (Koya et al., 2012; Whitaker et al., 2015). No 

mesmo sentido foi demonstrado que comportamentos como a sensibilização 

contexto-específica à cocaína, a incubação da fissura de morfina, metanfetamina e 

a reinstalação da autoadministração de metanfetamina produziram aumento na 
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expressão gênica apenas em células ativadas durante a expressão desses 

comportamentos (Guez-Barber et al., 2011; Guez-Barber et al., 2012; Li et al., 2015; 

Rubio et al., 2015).  

Embora a hipótese sobre “neuronal ensembles” causou um grande impacto 

nas pesquisas de dependência, os estudos baseados nesta hipótese ainda 

representam uma pequena proporção na área da dependência de drogas.  
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“O aprendizado nunca termina. Não existe parte da vida que não contenha lições.  

Se você está vivo há lições para aprender. “ 

(Autor desconhecido)  

OBJETIVOS 
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 As observações anteriormente citadas apontam para a participação de 

pequenos grupos neurais seletivamente ativados, bem como a participação dos 

sistemas GABAérgico, glutamatérgico e CRFérgico na reinstalação da 

autoadministração de etanol. Assim, seria relevante estudar as alterações nestes 

sistemas em regiões corticais durante o teste de reinstalação da autoadministração 

de etanol induzida pelo ambiente.  

O objetivo geral dessa dissertação foi demonstrar a participação de pequenos 

grupos neurais seletivamente ativados no córtex pré-límbico na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo ambiente. Bem como, investigar as 

alterações moleculares presentes nestes “neuronal ensembles”. 

 

Para tanto realizamos os seguintes experimentos: 

 

• Avaliação do desempenho de duas linhagens de animais (ratos Wistar 

e Long-Evans) no protocolo de reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto; 

• Identificação das regiões do córtex pré-frontal envolvidas na 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pela exposição ao contexto, 

através de técnicas imuno-histoquímica; 

• Quantificação da porcentagem dos pequenos grupamentos neurais 

seletivamente ativados no córtex pré-frontal envolvidos na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pela exposição ao contexto; 

• Identificação funcional das regiões do córtex pré-frontal envolvidas na 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pela exposição ao contexto, 

através da inativação farmacológica reversível com Baclofen/Muscimol (agonista 

GABAa e GABAB, respectivamente); 

• Identificação de alterações na expressão gênica nos grupos neurais 

seletivamente ativados no córtex pré-límbico durante a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto, através da técnica de 

separação de neurônios ativados por citometria de fluxo (FACS) e realização da 

Reação de Polimerização em Cadeia em tempo Real (RT-PCR). 
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“Cada avanço da ciência depende de uma nova ousadia da imaginação. ” 

(Walther Waeny) 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 



 

 

 
 

       Palombo, P.                  42 

3.1 Parecer ético 

 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto de Física de São Carlos da Universidade de São Paulo-IFSC-USP 

(CEP/IFSC n° 01/2015). Os experimentos foram conduzidos seguindo os princípios 

do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

 

3.2 Animais  

 

Foram utilizados ratos Wistar e Long-Evans machos (250-300g) provenientes 

do Biotério Central da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP do Campus 

de Araraquara. Os animais foram transferidos para o biotério do laboratório de 

Química Medicinal e Computacional do Instituto de Física de São Carlos da 

Universidade de São Paulo (IFSC-USP) no mínimo 7 dias antes do início dos 

experimentos. Os animais foram mantidos em condições controladas de umidade e 

temperatura (23  2°C), com ciclo claro-escuro invertido (ciclo 12/12 horas, luzes 

acesas às 19h) e com acesso livre a alimento e água. 

 

3.3 Substâncias 

 

- Etanol 96% (Synth) - 10%; 

- Flunexina Meglumina (Schering-Plough) - 0.025 mg/kg, i.m;  

- Pentabiótico (Fort Dodge) - 0.027 mg/kg, i.m;  

- Tribromoetanol (Sigma-Aldrich) - 250 mg/kg, i.p;  

- Baclofen (Tocris Biosciência) - 0.03 nmol/0.5 μl/lado; 

- Muscimol (Tocris Bioscience) - 0.03 nmol/0.5 μl/lado;  

- Sacarina (Sigma) - 0,2% e 0,05%. 

 

3.4 Caixa de autoadministração operante de etanol  

 

Foram utilizadas caixas operantes de autoadministração (Med Associates®, St. 

Albans, VT, EUA), com duas barras retráteis localizadas 4 cm do chão e 

lateralmente distantes 4,5 cm do bebedouro central. As caixas possuíam um 

bebedouro que permitia o acesso a solução após a barra ativa ser pressionada. O 

bebedouro estava conectado a uma seringa conectada a uma bomba de infusão 
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(Razel,Stamford®, CT, EUA). O registro das respostas operantes e subsequente 

disponibilidade da solução foram controlados por um programa (MED_PC_IV) 

instalado a um computador que estava conectado às bombas de infusão e às caixas 

operantes. As caixas estavam individualmente alocadas em uma caixa de madeira 

com ventilação e isolamento acústico para minimizar possíveis distúrbios ambientais 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3- Caixa operante de autoadministração de drogas (Med Associates®, St. 

Albans, VT, EUA). 

 

3. 5 Protocolo de autoadministração 

 

O procedimento experimental consistiu em três etapas: Treino (24 dias), 

Extinção (8 dias) e teste de reinstalação da autoadministração operante de etanol (1 

dia). O protocolo experimental foi adaptado de Marchant et al., (2013) (Figura 4). 

 

3.5.1 Treino da autoadministração de etanol 

 

Para a adaptação ao sabor de etanol e facilitação do aprendizado do 

comportamento operante, os ratos tiveram acesso, em suas gaiolas moradia, a duas 

garrafas, uma contendo etanol 20% e outra contendo água, durante 5 dias.  
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A primeira parte do treino, para a aquisição da autoadministração, consistiu 

de 1 sessão diária de 60 minutos em esquema de reforço de razão fixa 1 (RF1). 

Durante esta etapa de treino, cada resposta na barra ativa resultava na ativação da 

bomba de infusão com rotação de 15 rpm que disponibilizava 0,1 ml de uma solução 

reforçadora em 3,5 segundos, com um período de inativação de 10 segundos (time 

out). Durante essa inativação as pressões nas barras eram registradas, porém não 

havia liberação da solução reforçadora. Cada reforço foi pareado com dicas: som 

(900 Hz; 20 dB) e luz (7.5 W) por 2,3 s. A iluminação da caixa de autoadministração 

e a inserção da alavanca ativa na caixa foram usadas para sinalizar o início das 

sessões. Durante as sessões, uma barra inativa também era apresentada, porém, a 

pressão nessa barra não resultava na liberação de um reforço (as pressões na barra 

inativa também foram registradas e utilizadas como critério de aprendizado). O treino 

foi iniciado com quatro sessões em que as respostas eram reforçadas com uma 

solução de 0,2% de sacarina. Seguido por 2 sessões em que as respostas eram 

reforçadas com uma solução mista de 0,2% de sacarina e etanol 10%, e outras 2 

sessões com reforços de uma solução mista de 0,05% de sacarina e etanol 10%. 

Por fim, foram realizadas 6 sessões de 60 minutos em que cada pressão na barra 

ativa foi reforçada com uma solução contendo apenas 10% de etanol.  

Na segunda parte do treino, os animais foram submetidos a dez sessões de 

intervalo variável (IV) de reforço de etanol 10%, com o tempo de inativação da barra 

ativa variando de 0 a 30 segundos de maneira aleatória. Imediatamente, após o final 

da última sessão de intervalo variável, amostras de sangue (50 μl) foram recolhidas 

da cauda dos diferentes animais. Os níveis sanguíneos de álcool foram analisados 

pelo sistema enzimático [Analizador AM1 (Analox Instruments Ltd, Londres, Reino 

Unido)] com base em medição do consumo de oxigênio na reação etanol-

acetaldeído a fim de observar a quantidade de etanol sanguínea em cada animal. O 

treino foi realizado em um ambiente (caixa de autoadministração) que denominamos 

de “Contexto A”. 

 

3.5.2 Extinção 

 

 Após o treino da autoadministração de etanol, os animais foram submetidos 

ao processo de extinção do comportamento. A extinção consistiu de 1 sessão diária 

de 60 minutos por no mínimo 8 dias consecutivos nos mesmos parâmetros do treino 

no intervalo variável. Entretanto, durante a fase de extinção, cada pressão na barra 



 

 

 
 

       Palombo, P.                  45 

ativa continuou sendo registrada, porém não foi mais reforçada pela liberação de 

etanol. As dicas discriminativas (luz, som da bomba e sinal sonoro que sinalizava a 

liberação do reforço) continuaram a serem apresentadas. Essa fase foi realizada em 

um ambiente (caixa de autoadministração) com diferenças táteis, visuais, sonoras e 

circadianas do ambiente da fase de treino, e foi denominado de “Contexto B”. A 

autoadministração foi considerada extinta quando os ratos pressionaram a barra 

menos de 20% em relação à média da fase de intervalo variado e quando as 

pressões nas barras ativas foram similares ao número de pressões na barra inativa. 

 

3.5.3 Teste 

 

 O teste foi realizado 24 horas após a última sessão de extinção do 

comportamento de autoadministração e constituiu na exposição de parte dos 

animais ao contexto B (grupo controle) e parte ao contexto A (grupo experimental) 

nos mesmos parâmetros da fase do treino, no intervalo variável, por 30 minutos. As 

pressões nas barras ativas foram registradas pelo programa, porém não resultaram 

na liberação de etanol. 
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 Figura 4- Protocolo de autoadministração operante de etanol e suas diferentes 

fases: A) Treino; B) Extinção; C) Teste. Figura elaborada pela própria autora. 

 

3.6 Cirurgia intracraniana 

 

Os ratos foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.) e colocados 

em um estereotáxico. Cânulas guia (23 gauge Master One, Ribeirão Preto, São 

Paulo, Brasil) foram implantadas bilateralmente 1 mm acima do córtex pré-límbico e 

fixadas com parafusos e um capacete de acrílico. Utilizamos coordenadas 

estereotáxicas baseadas no Atlas Paxinos e Watson (2005) e no artigo Willcocks e 

McNally (2013), com as medidas: AP + 3,0 mm, ML ± 1,5mm (ângulo 10º), DV - 3,0 

mm. Após a cirurgia, para evitar infecção e promover analgesia, os ratos foram 

tratados com uma formulação de poli-antibiótico estreptomicina e penicilina (0,027 

mg/kg, i.m, Pentabiotico, Fort Dodge, Campinas, SP) e com anti-inflamatório não-

esteroidal flunixina/meglumina (0,025 mg/kg, i.m, Banamina, Schering-Plough, Cotia, 

SP, Brasil). Os animais permaneceram em repouso durante 5 dias para sua 

recuperação e assim retornaram a autoadministração. Realizamos mais uma sessão 

de etanol 10% no intervalo variável para certificar de que a cirurgia não causou 

prejuízos motores. 
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3.7 Injeções intracranianas e histologia 

 

Quinze minutos antes do teste de reinstalação os animais receberam injeções 

bilaterais de uma mistura de Baclofen (0,3 nmol) e Muscimol (0,03 nmol) ou veículo 

com uma taxa de infusão de 0,5ul/min em cada hemisfério. Para administração 

utilizamos tubos de polipropileno (10mm diâmetro) conectados a seringas Hamilton 

de 2ul anexadas a uma bomba de infusão de drogas. As agulhas injetoras 

penetraram 1mm abaixo da cânula guia e foram injetadas e mantidas ao longo de 1 

minuto. As doses foram baseadas em estudos anteriores (Mcfarland e Kalivas, 2001; 

Bossert et al., 2011; Cruz, Babin, et al., 2014). 

Para mostrar que a mistura de Baclofen/Muscimol não causou prejuízos 

motores, os animais foram submetidos a um treino de autoadministração operante 

em que o reforço recebido foi de sacarina 0,2% (FR1 com 20s, 1 h/dia) por 5 dias. 

No sexto dia, administramos Baclofen/Muscimol ou veículo (como descrito acima), 

quinze minutos antes da última sessão de autoadministração de sacarina. Avaliamos 

o número de pressões na barra ativa e na barra inativa. 

Após o teste comportamental, os ratos receberam uma supra dosagem de 

tribromoetanol (500 mg/kg, i.p.) e os encéfalos foram perfundidos (como descrito no 

experimento anterior), removidos, congelados e seccionados coronariamente a 

40μm de espessura utilizando um criostato (Leica). Todas as secções contendo 

cânulas foram colocadas em lâminas de vidro, corados com cresil-violeta e cobertos 

com uma lamínula com auxílio de Permount (Sigma). As secções foram examinadas 

em microscopia óptica para determinar a localização das cânulas. 

 

3.8 Imuno-histoquímica 

 

Após o teste comportamental, os animais foram anestesiados profundamente 

com tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.)  e perfundidos com 100 mL de tampão fosfato 

de sódio (PBS) (3,2 g de KH2PO4; 7,1 g de K2HPO4; 9,1 g de NaCl em 100 mL de 

água destilada) seguido de 400 mL de paraformaldeído 4% (4 g de NaOH; 4 g de 

paraformaldeído; 16,58 g de NaH2PO4). Os encéfalos foram pós-fixados em 

paraformaldeído 4% por duas horas, transferidos para solução de sacarose 30% e 

armazenados a 4°C por 2 dias. Então, foram congelados em gelo seco por 1 hora e 

mantidos à -80°C até serem fatiados. Os encéfalos foram fatiados em fatias coronais 
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de 40 μm de espessura seguindo as coordenadas de acordo com o atlas de Paxinos 

e Watson (2005). 

As fatias coronais contendo as regiões cerebrais de interesse (córtex pré-

frontal pré-límbico, infralímbico e cingulado) foram lavadas 3 vezes com PBS e em 

seguida incubadas com solução bloqueadora (soro de cabra 3%; Triton X-100 0,25% 

dissolvidos em PBS) por uma hora à temperatura ambiente. Após o bloqueio, as 

fatias foram incubadas com anticorpo primário, diluído 1:4000 (c-Fos; número do 

catálogo: sc-52; coelho; Santa Cruz biotechnology), em solução bloqueadora por 24 

horas a 4°C. Após essa incubação, as fatias foram lavadas com PBS, por 3 vezes, e 

incubadas com um anticorpo secundário anti-coelho biotinilado diluído 1:600 (BA 

1000; Vector Labs) em PBSTx (Triton X-100 0,25% e soro de cabra 3%), por 2 horas 

à temperatura ambiente. Em seguida, elas foram lavadas com PBS por 3 vezes e 

incubadas por 1 hora em solução de avidinabiotina- peroxidase, preparada em PBS 

contendo Triton X-100; 0,5%. Finalmente, as fatias foram lavadas por 3 vezes e 

incubadas em 3,3′diaminobenzidina por aproximadamente 8 minutos. Na 

sequência, foram lavadas 5 vezes e transferidas para solução de PBS e montadas 

em lâminas gelatinizadas com gelatina e alumínio crômico. Quando secas as 

lâminas foram desidratadas, utilizando um gradiente seriado de titulações crescentes 

de etanol (água destilada; etanol: 30%, 60%, 90%, 95% e 100%) e Xilol. Foram 

cobertas com Permount e lamínulas. A imuno-marcação de Fos, que é considerada 

um marcador de ativação neural (Hope et al., 2006; Mattson et al., 2007), foi 

capturada através de uma câmera acoplada a um microscópio (Zeiss Axio Imager 

D2®) e quantificada através do programa Ivision Eval (Biovision). 

 

3.9 Dupla marcação por Imunofluorescência 

 

Para este ensaio, nós utilizamos uma parte dos cortes que foram utilizados 

para os ensaios de Fos descritos acima (4 ratos de cada grupo - A,B e C). Os ratos 

foram perfundidos e seus encéfalos processados como descrito anteriormente. Os 

encéfalos foram mantidos a -80oC até serem fatiados. As regiões de interesse foram 

obtidas segundo as coordenadas obtidas de acordo com Paxinos e Watson (2005). 

As fatias coronais com as regiões encefálicas das sub-regiões do córtex pré-

frontal medial foram lavadas três vezes com tampão tris-NaCl (TBS) (29 g de NaCl; 

50 mL de Tris-HCl pH 8,0 1M em 1 L de água destilada) e em seguida 

permeabilizadas com Triton X-100 0,2% (dissolvido em TBS). Foram realizadas mais 
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três lavagens com TBS e então as fatias foram incubadas com os anticorpos 

primários anti-Fos (c-Fos; número do catálogo: sc-52; coelho; Santa Cruz 

biotechnology) e anti-NeuN (1:2000, catálogo: MAB37, EMD Millipore), diluídos em 

TBS com Triton X-100 0,3%, por 24 horas a 4°C. Posteriormente, as fatias foram 

lavadas três vezes com TBS e incubadas com os anticorpos secundários, diluídos 

em TBS, por 1 hora a temperatura ambiente. Foram utilizados os anticorpos 

secundários Alexa Fluor 488, anti-coelho, produzido em macaco, (diluição 1:200, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e Alexa Fluor 568, anti- camundongo, produzido em 

cabra (diluição 1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Finalmente, as fatias foram 

lavadas três vezes com TBS e as lâminas foram montadas em lâminas gelatinizadas 

com gelatina e alumínicrômico e cobertas com lamínulas com auxílio de 

VectaShield hard-set mounting media (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, 

EUA). A fluorescência foi detectada através de uma câmera acoplada a um 

microscópio (Zeiss Axio Imager D2®) e quantificada através do programa Ivision 

Eval (Biovision). 

 

3.10 Separação de neurônios ativados por citometria de fluxo (FACS) 

 

Esse procedimento foi adaptado de GuezBarber et al.(2011); GuezBarber 

et al.(2012a); Fanous et al. (2013); Rubio et al. (2015). 

Imediatamente após o teste comportamental, os animais foram transferidos 

individualmente para uma sala com temperatura controlada entre 20 e 24ºC para 

decapitação. A decapitação foi realizada com auxílio de uma guilhotina. Os cérebros 

foram colocados em nitrogênio líquido e depositados em gelo seco. Então foram 

armazenados a -80 0 C até serem fatiados. Os encéfalos foram fatiados no criostato 

sob temperatura de -15 a -20°C, seguindo-se as coordenadas estereotáxicas para 

ratos do atlas de Paxinos e Watson (2005). O córtex pré-frontal foi dissecado por 

meio de agulhas de ponta chata de 14-16 gauge (Figura 6), e colocado em tubos 

criogênicos. Os tubos foram congelados em nitrogênio líquido e armazenados em 

freezer -80ºC, para posterior análise da expressão gênica por RT-PCR. 

As amostras foram descongeladas em um tampão de hibernação celular 

(Hibernate A-Thermo Fisher Scientific-A1247501). Em seguida, as amostras foram 

transferidas para uma placa de vidro, pré-resfriada em gelo e 2 gotas do tampão de 

hibernação foram depositadas sobre o tecido celular. A região de interesse foi 

lacerada 100 vezes em cada posição ortogonal com o auxílio de uma lâmina de aço 



 

 

 
 

       Palombo, P.                  50 

(pré-resfriada em gelo). O tecido lacerado foi transferido para um tubo contendo 1ml 

do tampão de hibernação. As amostras foram centrifugadas a 1.000 rpm por 2 min à 

40C. Em seguida, o sobrenadante foi removido e 1 ml de uma solução resfriada 

(40C) de accutase (Sigma-AldrichA6964) foi adicionado a amostra. Com auxílio de 

uma micropipeta de 1000ul, o pellet foi homogeneizado e a amostra foi incubada a 

40C sob rotação de 3600. Então, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 2 min 

a 40C. O sobrenadante foi removido e o pellet resuspendido em 0,6ml do tampão de 

hibernação. As células foram trituradas 3 vezes sucessivamente com pipetas de 

Pauster com diâmetros diferentes (1,3; 0,8 e 0,4 mm), nessa etapa as células foram 

dissociadas. Após a dissociação, as células foram fixadas e permeabilizadas com 

etanol 50% (resfriado a 200C), por 15 minutos em rotação de 3600. As amostras 

foram centrifugadas a 4.000 rpm por 2 min a 40C, o sobrenadante removido e o 

pellet foi resuspendido em 500ul de tampão de fosfato sódico. Em seguida, as 

amostras foram filtradas em filtros de 100um e 40um, sucessivamente. Após a 

filtração, as células foram incubadas com anticorpos conjugados a fluoroferos, anti-

NeuNPE (1:500; Millipore) e anti-Fos647 (1:100; Santa Cruz) por 30 minutos a 40C 

em rotação de 3600. As células foram lavadas com tampão de fosfato de sódio e 

centrifugadas a 3.000 rpm por 3 min a 40C. O sobrenadante foi removido e o pellet 

foi resuspendido em tampão fosfato de sódio. As amostras foram mantidas em gelo 

até a separação no citometro de fluxo (Figura 5). Foram coletadas no máximo 5000 

eventos Neun-positivos e todos os eventos Fos-positivo. 

Os seguintes parâmetros foram utilizados: 

• PMT: Foward Scatter: 370V 

• PMT: Side Scatter: 440V 

• PMT: FITIC:455V 

• PMT: PE:430V 

• Foward Scatter linear: 5.000 

• Máximo de neurônios coletados: 5.000 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

       Palombo, P.                  51 

Figura 5 - Desenho esquemático da citometria de fluxo. Nessa técnica, neurônios 

passam individualmente por um capilar e ao passar pelo ponto de interrogação são 

excitadas por lasers e a característica de dispersão lateral da luz, assim como o grau de 

marcação de cada marcador fluorescente são detectados por filtros e então quantificados 

por um programa específico. Ao chegar no final do capilar uma carga é conferida as células 

de acordo com sua florescência e assim as células, conforme sua carga, são atraídas e 

separadas por placas carregadas positivamente ou negativamente e coletadas em um tubo. 

Figura elaborada pela própria autora. 

 

Figura 6- FACS de neurônios do córtex pré-frontal pré-límbico. Separação de 

neurônios ativados durante o teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida 

pelo contexto. 
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3.11 Extração do RNA e Síntese do c-DNA e Reação de Polimerase em Cadeia 

em Tempo Real (rt-PCR) 

 

Utilizamos a préamplificação multiplex com estratégia previamente descrito 

por Liu et al. (2014). As células separadas por FACS foram coletadas diretamente 

em 50ul de tampão de extração do PicoPure RNA isolation kit (Arcturus Bioscience) 

e foram lisadas com auxílio de micropipetas de 10ul. Em seguida, foi realizada uma 

incubação a 420C por 30 minutos. A suspensão foi centrifugada a 1000xg a 40C por 

2 minutos e o sobrenadante foi coletado para o isolamento do RNA. O RNA foi 

filtrado em colunas, lavado e eluído conforme recomendação do Kit (PicoPure RNA 

isolation). Fitas simples de cDNA foram sintetizadas com o Kit Superscript III first 

strand cDNA synthesis (Invitrogen, Life Technologies), de acordo com o fabricante 

do kit. O Kit TaqMan PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies) foi 

utilizado para a préamplificação do c-DNA. Utilizamos 80nM de primers 

customizados (tabela 1). E então, 2 microlitros de cada c-DNA foi misturado com 5,5 

ul de primers e 7,5 uL da solução de TaqMan PreAmp Master Mix 2x concentrada. 

Os c-DNAs foram pré-amplificados em um termociclador utilizando a seguinte 

programação: 95°C por 10 min; 14 ciclos de desnaturação a 90°C por 15 s; ciclo de 

anelamento e extensão a 60°C por 4 min. Os produtos de PCR foram diluídos 5 

vezes com água de padrão de biologia molecular e armazenada a -20°C. qPCR 

duplex ensaio foi realizado em duplicata utilizando uma sonda marcada com Fan 

para cada gene alvo e uma outra marcada com Vic para o gene controle (Pde10a). 

Para esse ensaio foi utilizado o kit TaqMan Advanced Fast PCR Master Mix (Life 

Technologies). Pde10a foi utilizado, pois esse gene é relativamente abundante e não 

foi alterado em experimentos de reinstalação da autoadministração de drogas 

induzida pelo contexto (Rubio et al., 2015). O programa Primer Express 3.0 (Applied 

Biosystems) foi utilizado para selecionar os primers e sondas utilizados na pré-

amplificação e qPCR (os primers codificavam junções exon-exon de cada gene 

alvo). qPCR foi realizado utilizando a seguinte programação: 95°C por 20s, 40 ciclos 

de desnaturação a 95°C por 3s, anelamento e extensão a 60°C por 30s. A 

expressão relativa obtida dos valores de Ct foi calculada utilizando a seguinte 

fórmula: ΔCt = Ct (gene alvo) - Ct (Pde10a). Para obter os valores que refletem a 

expressão relativa dos genes, dividimos o valor da expressão gênica de cada animal 

pela média da expressão gênica da amostra Fos-negativa obtendo os valores em 

porcentagem (Guez-Barber et al., 2011). 
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Tabela 1- Genes escolhidos para serem analisados pelo rtPCR. 

Genes 

Pde10A 

GluR1 

GluR2 

Gabaα2 

Gabaα5 

CRF 
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“Todo conhecimento é uma resposta a uma pergunta. ” 

(Gaston Bachelard) 

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
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4.1 Padronização do protocolo de reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto: comparação entre ratos Wistar e Long-Evans 

 

4.1.1 Objetivo: 

 

Padronização do protocolo de reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto. Para tanto, avaliamos o desempenho de duas linhagens 

distintas de animais (ratos Wistar versus Long-Evans). 

 

4.1.2 Procedimento Experimental: 

 

Utilizamos o protocolo experimental da autoadministração de etanol induzida 

pelo contexto descrito no item 3.5. Foram utilizados 34 ratos, sendo 17 da linhagem 

Wistar e 17 da linhagem Long-Evans. Brevemente, os diferentes grupos foram 

treinados para administrar etanol (1h/dia) no contexto A. Então o comportamento da 

autoadministração foi extinto no contexto B (1h/dia). A reinstalação foi avaliada 

expondo metade do número de animais no contexto A e a outra metade no contexto 

B. Após o procedimento, os animais foram eutanasiados. 

 

4.1.3 Análise estatística:  

 

Os valores foram representados pela a média ± o erro padrão da média. Os 

dados comportamentais do Teste foram analisados por ANOVA (bifatorial), 

considerando os fatores linhagens (Wistar x Long-Evans) e contexto (Contexto B x 

Contexto A), seguida pelo teste de Newman-Keuls.  

 

4.2 Identificação e caracterização das regiões do córtex pré-frontal-medial 

ativadas durante o teste de reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto 

 

4.2.1 Objetivo:  
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Caracterizar as regiões do córtex pré-frontal envolvidas na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto. Além disso, nós determinamos 

a proporção de neurônios ativados durante o teste de reinstalação da 

autoadministração de etanol. Para tanto, utilizamos a dupla marcação para a 

proteína Fos (marcador de ativação neuronal) e uma proteína expressa 

especificamente em neurônios chamada de proteína nuclear específica de neurônios 

(NeuN) (Mullen et al., 1992; Mattson et al., 2007). 

 

4.2.2 Procedimento Experimental: 

 

O procedimento experimental consistiu em três etapas: treino, extinção e teste 

de reinstalação da autoadministração operante de etanol como descrito no item 3.5. 

Utilizamos 43 ratos Long-Evans machos (14 animais para o grupo A, 14 para o 

grupo B e 9 animais para o grupo C). 

O teste foi realizado 24 horas após a última sessão de extinção do 

comportamento de autoadministração e consistiu na exposição de parte dos animais 

ao contexto B (grupo controle) ou ao contexto A (grupo experimental) e um terceiro 

grupo foi exposto a um contexto totalmente novo (caixa diferente da de 

autoadministração de etanol) o qual denominamos de “Contexto C” (Figura 7). Este 

contexto foi utilizado como grupo controle de ativação inespecífica de Fos. 

Após a análise comportamental, os animais foram anestesiados com 

tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.). Em seguida os animais foram perfundidos conforme 

descrito no item 3.8. Os encéfalos foram fatiados e as fatias coronais contendo 

córtex pré-frontal foram processadas para as técnicas de imuno-histoquímica e 

dupla marcação conforme descrito nos itens 3.8 e 3.9. 
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Figura 7- Protocolo esquemático do (A) treino de aquisição, (B) extinção e (C) 

contexto novo no teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto. Figura elaborada pela própria autora. 

 

4.2.3 Análise estatística:  

 

Os valores foram representados pela a média ± o erro padrão da média. Os 

dados comportamentais do Teste foram analisados por ANOVA (bifatorial), 

considerando os fatores barra (Inativa x Ativa) e contexto (Contexto B x Contexto A), 

seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os dados moleculares foram analisados por 

ANOVA bifatorial, considerando os fatores região (Cingulado x Pré-Límbico x 

Infralímbco) e contexto (Contexto B x Contexto A), seguida pelo teste de Newman-

Keuls. 

 

4.3 Investigação funcional da participação do córtex pré-límbico na 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto 

 

4.3.1 Objetivo:  
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O objetivo desse experimento foi investigar a participação funcional do córtex 

pré-límbico na reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto. 

Utilizamos a técnica de inibição farmacológica reversível promovida pelos fármacos 

Muscimol/Baclofen (antagonista GABAA e GABAB, respectivamente) descrita 

previamente por Mcfarland e Kalivas (2001). 

 

4.3.2 Procedimento experimental: 

 

Neste experimento foram utilizados 31 ratos Long-Evans machos (N=6-9 ratos 

por grupo). O procedimento experimental consistiu em três etapas: treino, extinção e 

teste de reinstalação da autoadministração operante de etanol conforme descrito 

anteriormente no item 3.5. Entretanto, após seis sessões de intervalo variável, os 

animais foram submetidos ao processo cirúrgico para a implantação de cânulas 

bilaterais no córtex pré-frontal (conforme descrito no item 3.6). Após a cirurgia, os 

animais foram mantidos em repouso durante 5 dias para sua recuperação. Ao 

término desse período retornaram para as sessões de treino da autoadministração. 

Foram realizadas 2 sessões de etanol 10% de intervalo variável seguidas de 8 

sessões de extinção. Quinze minutos antes do teste de reinstalação, os animais 

receberam injeções de Baclofen/Muscimol no córtex pré-límbico como descrito no 

item 3.7.  
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                Figura 8 - Protocolo esquemático do (A) treino de aquisição, (B) extinção e (C) 

Injeção de Baclofen/Muscimol e teste de reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto. Figura elaborada pela própria autora. 

 

4.3.3 Análise estatística:  

 

Os valores foram representados pela a média ± o erro padrão da média. Os 

dados comportamentais do Teste foram analisados por ANOVA (bifatorial), 

considerando os fatores fármaco (Muscimol/Baclofen x Veículo) e contexto 

(Contexto B x Contexto A), seguida pelo teste de Newman-Keuls.  

 

4.4 Análise das alterações na expressão gênica de neurônios ativados do 

córtex pré-límbico durante a reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto  

 

4.4.1 Objetivos:  

 

Análise de alterações na expressão gênicas em “neuronal ensembles” 

relacionados a reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto. 
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A análise foi realizada através da metodologia de separação de neurônios ativados 

por citometria de fluxo (FACS) e da Reação de Polimerização em Cadeia em tempo 

Real (RT-PCR). 

 

4.4.2 Procedimento Experimental: 

 

Vinte e cinco animais (n=12-13 animais por grupo) foram submetidos as etapas 

de treino, extinção e teste de reinstalação da autoadministração operante de etanol, 

como descrito no item 3.5. Imediatamente após o teste de reinstalação, os encéfalos 

foram removidos e congelados em nitrogênio líquido/ gelo seco e armazenados em 

freezer -800C. Com auxílio de um criostato as regiões encefálicas de interesse foram 

removidas e armazenadas a -800C até a análise das amostras por FACS e RT-PCR 

como descrito nos itens 3.10 e 3.11. 

Os genes analisados foram: GluR1, Glur2, GABAα2, GABAα5 e CRF.  

 

4.4.3 Análise estatística: 

 

Os valores foram representados pela a média ± o erro padrão da média. Os 

dados comportamentais do Teste foram analisados por ANOVA (bifatorial), 

considerando os fatores barra (Inativa x Ativa) e contexto (Contexto B x Contexto A), 

seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os dados moleculares foram analisados por 

ANOVA bifatorial, considerando os fatores estado de ativação (Fos negativo x Fos 

positivo) e contexto (Contexto B x Contexto A), seguida pelo teste de Newman-

Keuls. 
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“O mais importante de tudo é nunca deixar de se perguntar. 
 

A curiosidade tem sua própria razão de existir. ” 
 

 
(Albert Einstein) 

RESULTADOS 
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5.1 Padronização do protocolo de reinstalação da autoadministração etanol 

induzida pelo contexto: comparação entre ratos Wistar e Long-Evans 

 

A figura 9 representa as médias ± erro padrão da média (EPM) de respostas 

nas barras ativa e inativa, bem como dos reforços durante a fase de treinamento da 

autoadministração operante de etanol de ratos Wistar. Nossos resultados 

demonstraram que o número de respostas na barra ativa foi superior ao número de 

respostas na barra inativa durante todo o treino, indicando que a aquisição do 

comportamento operante de autoadministração de etanol foi bem-sucedida (p<0,05).  

Observamos comportamento ascendente do número de respostas na barra 

ativa e do número de reforços nas sessões de autoadministração de sacarina 0,2%, 

seguido de queda nas sessões em que etanol foi adicionado. Já nas sessões de 

RF1 e IV, o número de respostas e reforços aumentaram progressivamente. 

Comparado ao esquema RF1, a introdução do intervalo variado promoveu aumento 

no número de respostas na barra ativa, sem aumentar o número de reforços.  

A figura 10 mostra as médias ± EPM de respostas nas barras ativa e inativa 

durante a extinção do comportamento da autoadministração de etanol em ratos 

Wistar. Nossos resultados demonstraram que o número de respostas na barra ativa 

diminuiu ao longo da extinção igualando-se as respostas nas barras inativas no final 

dessa etapa, demonstrando assim que o comportamento operante foi extinto. O 

número de respostas na barra inativa permaneceu constante durante todo o 

protocolo mostrando que os animais associaram o recebimento da recompensa com 

a emissão da resposta apenas da barra ativa. 
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 Figura 9- Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e reforços 

durante as sessões de treinamento do comportamento operante da autoadministração de 

etanol em ratos Wistar adultos (n= 17). 
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Figura 10- Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e reforços 

durante as sessões de extinção do comportamento operante da autoadministração de etanol 

em ratos Wistar adultos (n= 17). 

 

A figura 11 representa as médias ± EPM de respostas nas barras ativa e 

inativa, bem como a de reforços durante a fase de treinamento da aquisição da 
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autoadministração operante de etanol de ratos Long-Evans. Como observado para 

os ratos Wistar, o número de respostas na barra ativa foi superior ao número de 

respostas na barra inativa durante todo o treino, indicando que há aquisição do 

comportamento operante de autoadministração de etanol (p<0,05). A figura 12 

mostra que as médias ± EPM de respostas nas barras ativa e inativa durante 

extinção do comportamento da autoadministração de etanol diminuíram ao decorrer 

das sessões até igualar-se as respostas nas barras inativas, demonstrando que o 

comportamento operante foi extinto (p<0,05). 

Figura 11- Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e reforços 

durante as sessões de treinamento do comportamento operante da autoadministração de 

etanol de ratos LongEvans adultos (n=17). 
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Figura 12- Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e reforços 

durante as sessões de extinção do comportamento operante da autoadministração de etanol 

de ratos LongEvans (n= 17). 

 

Os histogramas das figuras 13 e 14 mostram as médias ± EPM de respostas 

nas barras ativa e inativa nos contextos A e B durante o teste da reinstalação da 

autoadministração operante de etanol das linhagens de ratos Wistar e Long-Evans 

respectivamente, assim como a comparação do número de respostas na barra ativa 

entre as duas linhagens (gráfico 15). 

Para ratos Wistar, ANOVA revelou diferenças significativas para o fator barras 

(F1,28= 55,35; p<0,05), bem como para contexto (F1,28= 59,50; p< 0,05). Porém não 

foi observado interação entre os fatores (F1, 28= 6,5; p>0,05). O teste de Newman-

Keuls revelou que o número de respostas na barra ativa, no contexto A, foi superior 

ao da barra ativa no contexto B e as respostas nas barras inativas nos Contextos A 

e B. Esses resultados sugerem que a exposição ao contexto previamente associado 

a administração de etanol foi capaz de reinstalar a autoadministração operante 

dessa substância em ratos Wistar. 
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Figura 13- O histograma representa a média ± EPM (n = 17) de respostas nas barras 

ativa e inativa no teste de reinstalação nos contextos A e B de ratos Wistar. *p<0,05; quando 

comparada às outras médias. 

 

Para ratos LongEvans, ANOVA revelou diferenças significativas para o fator 

barras (F1,29= 9,3; p<0,05), bem como para contexto (F1,28= 7,61; p<0,05). Porém, 

não foi observado interação entre os fatores (F1, 28= 6,5; p>0,05). Assim como foi 

visto para ratos Wistar, o número de respostas na barra ativa, quando o teste foi 

realizado no Contexto A, mostrou-se superior tanto em relação as respostas na 

barra ativa no contexto B, como nas barras inativas nos Contextos A e B. Esses 

resultados demonstram que a exposição ao contexto previamente associado a 

administração de etanol foi capaz de reinstalar a autoadministração operante dessa 

substância em ratos Long-Evans. 
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Figura 14- O histograma representa a média ± EPM (n = 17) de respostas nas barras 

ativa e inativa no teste de reinstalação nos contextos A e B de ratos Long-Evans.*p<0,05; 

quando comparada às outras médias. 

 

Ao comparar a reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto entre essas duas diferentes linhagens de ratos (Barra Ativa Contexto A: 

Wistar vs Long-Evans: 21,55 x 5,7; respectivamente), observamos que as respostas 

na barra ativa foram maiores em ratos Long-Evans quando comparado a ratos 

Wistar (figura 13) (p<0,05).  
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Figura 15- O histograma representa a média ± EPM de respostas nas barras ativas no 

teste de reinstalação nos contextos A de ratos Wistar e Long-Evans (n = 17). *p<0,05; 

quando comparada às outras médias. 

 

Nesse experimento observamos que ratos Long-Evans apresentaram melhor 

desempenho no teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto. Assim adotamos essa linhagem como modelo animal para os próximos 

experimentos.  

 

5.2 Identificação e caracterização das regiões do córtex pré-frontal medial 

ativadas durante o teste de reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto 

 

5.2.1 Comportamento 

 

A figura 16 mostra as médias ± EPM de respostas nas barras ativa e inativa, 

bem como número de reforços durante a fase de treinamento da aquisição da 

autoadministração operante de etanol. 

Observou-se que o número de respostas na barra ativa e o número de 

reforços oscilaram ao longo do treino. Eles aumentaram durante a 

autoadministração de sacarina 0,2% e diminuíram conforme a sacarina foi removida 
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da solução, devido ao gosto aversivo do etanol. Entretanto, aumentaram novamente 

com o início do esquema de razão variável. O número de respostas na barra ativa foi 

superior ao da barra inativa durante todo o treino, caracterizando o desenvolvimento 

do comportamento de autoadministração de etanol (p<0,05) (figura 16). Na etapa de 

extinção do comportamento operante observou-se diminuição no número de 

respostas na barra ativa, e no final da etapa de extinção esse número se igualou ao 

de respostas na barra inativa, evidenciando a extinção do comportamento, assim 

como pode ser observado na figura 17. 
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Figura 16 Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e reforços 

durante as sessões de treinamento do comportamento operante da autoadministração de 

etanol de ratos LongEvans (n= 17 por contexto). 
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Figura 17 Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e 

reforços durante as sessões de extinção do comportamento operante da autoadministração 

de etanol de ratos LongEvans (n= 17 por contexto). 

 

 Para o teste, a análise estatística por ANOVA bifatorial (Contexto; Barras), 

mostrou interação significativa entre os fatores (F1,46=17,17; p<0,01). O teste de 

Newmam-Keuls revelou que o número de respostas na barra ativa, no contexto A, foi 

maior do que no contexto B (p<0,05) e nenhuma diferença foi demonstrada em 

relação as respostas nas barras inativas entre os contextos, conforme ilustrado na 

figura 18.  
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Figura 18 Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa e inativa durante o 

teste de reinstalação do comportamento operante da autoadministração de etanol induzida 

pelo ambiente em ratos Long-Evans (n= 17 por contexto).*p<0,05; quando comparada às 

outras médias. 

 

5.2.2 Expressão de Fos  

 

 Utilizamos a técnica de imuno-histoquímica para a proteína Fos para 

identificar as regiões do córtex pré-frontal ativadas durante o teste de reinstalação 

da autoadministração de etanol induzida pelo contexto.  

A figura 19 apresenta as subregiões do córtex pré-frontal medial analisadas e 

também cortes da região do córtex pré-límbico nos diferentes contextos (etanol, 

extinção e novidade) mostrando as marcações dos núcleos positivos para Fos. 
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Figura 19- Regiões do córtex pré-frontal onde foram realizadas as contagens das 

células positivas para Fos (A). Fatias coronais do córtex pré-límbico representativas da 

quantificação das células positivas para a proteína Fos do contexto B (B), contexto A (C), e 

contexto C (D). 

 

 A figura 20 ilustra a média do número de células positivas para a proteína 

Fos por mm² (Fos-IR) nas subregiões do córtex pré-frontal medial (pré-límbico, 

infralímbico e cingulado). 

 No córtex pré-límbico foi observado que a exposição ao contexto A 

aumentou o número de marcação Fos em relação a exposição ao contexto B, mas 

não nas outras subregiões corticais (figura 20). 

 Análise estatística para o córtex pré-límbico demonstrou efeito significativo 

do contexto (F1,21 = 10,86; p<0,05). A marcação de Fos foi maior no contexto C 

comparado aos contextos A e B (p<0,05). Foi observado também que o número de 

células positivas para Fos foi maior no contexto A quando comparado ao contexto B 

(p<0,05). 
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 Para o córtex infralímbico houve diferença significativa do fator contexto  

(F1,22= 3,46; p<0,05), o número de células positivas para Fos foi maior no contexto C 

quando comparado aos contextos A e B (p<0,05). Porém, não houveram diferenças 

significativas no número de marcação para Fos entre os contextos A e B.  

 Para o córtex cingulado, houve diferença significativa para o fator contexto 

(F1,21= 4,87; p<0,05). A marcação de Fos foi maior no contexto C comparada aos 

contextos A e B (p<0,05). Porém, não houveram diferenças significativas entre os 

contextos A e B.  

 

Figura 20 Número de Fos-IR nuclei por mm2 no córtex (A) cingulado, (B) 

infralímbico e (C) pré-límbico. Os histogramas representam as médias ± EPM (n = 7-10 

animais por grupo).*p<0,05; comparado aos demais contextos.#p,0,05; comparado ao 

contexto B. 

 

5.2.3 Porcentagem de ativação neuronal (dupla marcação Fos/NeuN) 

 

Utilizamos a técnica de dupla marcação para Fos/NeuN afim de determinar a 

porcentagem de neurônios ativados nas regiões que mostraram aumento 

significativo na expressão de Fos durante o teste de reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto. O cálculo da porcentagem de 
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ativação neuronal foi feito através da seguinte fórmula: [(número de Fos / número de 

NeuN) * 100].  

Essa análise indicou que apenas uma pequena proporção de células foi 

ativada durante o teste de reinstalação. No córtex pré-límbico Fos foi expresso em 

3,4 ± 0,12%, 7,7 ± 0,27 % e 11,8 ± 0,87% dos neurônios depois da exposição aos 

contextos B, A e C respectivamente. No córtex infralímbico, os totais de células 

ativadas foram: 2.44±1.31%, Contexto B; 2,66±0.62%, Contexto A e 4.74±0.20%, 

Contexto C; respectivamente. Finalmente, no córtex cingulado a porcentagem de 

células positivas para Fos foi de: 2,99±0.10%; 1,73±1.31% e 5,78±1.15% para os 

contextos B, A e C respectivamente (Tabela 2 e Figura 21). 

 

Tabela 2- Porcentagem de ativação neuronal nos diferentes contextos e regiões 

corticais. Os valores representam a media ± EPM da porcentagem (n = 4 animais por grupo) 

de células ativadas em diferentes áreas encefálicas: córtex pré-frontal pré-límbico, 

infralímbico e cingulado. 

 

Regiões Corticais Contexto B 

(Extinção) 

Contexto A 

(Etanol) 

Contexto C 

(Novidade) 

Pré-límbico 3,4% 7,7% 11,8% 

Infralímbico 2,44% 2,66% 4,74% 

Cingulado 2,99% 1,73% 5,78% 
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Figura 21- Os valores representam a média ± EPM da porcentagem de células 

duplamente marcadas para as proteínas Fos e Neun no córtex pré-frontal cingulado, 

infralímbico e pré-límbico após a exposição aos contextos A, B e C na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto (n= 4 por grupo). 

 

Figura 22 - Imagem representativa do córtex pré-límbico para dupla marcação das 

proteínas Fos e NeuN. 

 

5.3 Investigação funcional da participação do córtex pré-límbico na 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto 

 

 No experimento anterior observamos que a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto foi acompanhada por aumento 

de células marcadas positivamente para Fos no córtex pré-límbico, sugerindo a 

participação dessa área nesse comportamento. Nesse experimento utilizamos o 

procedimento de inativação reversível por Baclofen/Muscimol(Mcfarland e Kalivas, 

2001; Bossert et al., 2011; Cruz, Babin, et al., 2014) para investigar a participação do 
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córtex pré-límbico na reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto. 

Como nos demais experimentos, os animais demonstraram consistente 

autoadministração de etanol observada pelo aumento no número de reforços e 

respostas na barra ativa ao decorrer das sessões de autoadministração (Figura 23). 

Observamos ainda, diminuição no número de respostas na barra ativa durante a 

extinção do comportamento (figura 24). As respostas na barra inativa 

permaneceram constantes ao longo das sessões, evidenciando que os animais 

aprenderam associar o recebimento do reforço com as respostas na barra ativa. 

Figura 23- Efeito da inativação farmacológica do córtex pré-límbico na reinstalação 

da autoadministração de etanol induzida pelo contexto. Médias ± EPM do número de 

respostas nas barras ativa, inativa e reforços durante as sessões de treinamento do 

comportamento operante da autoadministração de etanol de ratos LongEvans (n= 14 

animais para o contexto B e 17 para o contexto A). 
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Figura 24- Efeito da inativação farmacológica do córtex pré-límbico na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto. Médias ± EPM do número de respostas 

nas barras ativa, inativa e reforços durante as sessões de extinção do comportamento 

operante da autoadministração de etanol de ratos LongEvans adultos (n= 14 animais para 

o contexto B e 17 para o contexto A). 

 

Para o teste, ANOVA revelou interação significativa entre os fatores contexto 

(A e B), barras (ativa e inativa) e injeção (salina e Baclofen/Muscimol) (F1,58=5,15; 

p<0,05). Análise Post-hoc mostrou que a injeção de Baclofen/Muscimol no córtex 

pré-límbico reduziu o número de repostas na barra ativa no contexto A (associado 

ao treino de etanol) (p<0,05), mas não no contexto de extinção B (figura 25). 

Nenhuma diferença estatística foi observada para as respostas na barra inativa 

(figura 26). 
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Figura 25- O histograma representa média ± EPM de respostas nas barras ativa no 

teste de reinstalação nos contextos A e B de ratos Long-Evans. (n=8 contexto B salina, n=6 

contexto B B/M, n=9 contexto A salina, n=8 contexto A B/M ratos por grupo). *p<0,05; 

quando comparada às outras médias. 
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Figura 26- O histograma representa média ± EPM de respostas nas barras inativa no 

teste de reinstalação nos contextos A e B de ratos Long-Evans. (n=8 contexto B salina, n=6 

contexto B B/M, n=9 contexto A salina, n=8 contexto A B/M ratos por grupo). *p>0,05; 

quando comparada às outras médias. 
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Finalmente, para demonstrar que injeções de Baclofen/Muscimol no córtex pré-

límbico não causou prejuízo motor, nós treinamos novamente 18 ratos a pressionar a 

barra para receber solução de sacarina 0,2% (FR1 com time out de 20s, 1 h/dia) por 

5 dias. Então, administramos Baclofen/Muscimol ou veículo (como descrito 

anteriormente), quinze minutos antes da última sessão de autoadministração de 

sacarina. 

 Observamos que a inativação do córtex pré-límbico com o 

Baclofen/Muscimol não teve efeito na resposta da autoadministração de sacarina, 

indicando que os efeitos desses fármacos sobre a reinstalação da autoadministração 

de etanol pelo contexto não se deve a prejuízos motores (figura 27). 

 Figura 27- O histograma representa média ± EPM de respostas nas barras ativa, 

inativa e reforços no teste de autoadministração de sacarina (n=18).  

 

Na última sessão de treino do intervalo variável, avaliamos a alcoolemia para 

comprovar que o reforço recebido foi ingerido pelo animal. Observamos correlação 

positiva entre as concentrações sanguíneas de etanol e o número de reforços 

(Person = 0,56; R2 = 0,33; p<0,05), indicando que os reforços obtidos foram 

consumidos pelos animais (Figura 28). 
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Figura 28 - O histograma representa a determinação de álcool no sangue. Curvas de 

correlação do número de reforço alcançados durante a última sessão de treino em função 

do nível de álcool no sangue .r=0,56.*p <0,05. 

 

Ao final dos testes, os tecidos foram corados com cresil-violeta para observar a 

localização das inserções das cânulas (Figura 29). 

 

 

Figura 29- Posições das implantações das cânulas no córtex pré-límbico (n=8 

contexto B salina, n=6 contexto B B/M, n=9 contexto A salina, n=8 contexto A B/M ratos por 

grupo). 
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5.4 Análise das alterações na expressão gênica de neurônios ativados, do 

córtex pré-límbico durante a reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto 

 

Após confirmarmos a participação de córtex pré-frontal na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto, nós utilizamos a metodologia da 

separação de neurônios ativados por citometria de fluxo (FACS) e da Reação de 

Polimerização em Cadeia em tempo Real (RT-PCR) para analisar as alterações nas 

expressões gênicas em “neuronal ensembles” relacionados a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto. 

 

5.4.1 Comportamento 

 

A figura 30 mostra as médias ± EPM das repostas nas barras ativa e 

inativa, bem como a média de reforços durante a fase de treinamento da 

autoadministração operante de etanol. Como para os demais experimentos, 

observamos que o número de respostas na barra ativa e número de reforços 

aumentaram durante a autoadministração de sacarina 0,2% e diminuíram 

conforme a sacarina foi removida da solução. Entretanto, esses números 

aumentaram novamente com o início do esquema de razão variável de etanol 

10%. O número de respostas na barra ativa foi superior ao da barra inativa durante 

o treino evidenciando a aquisição do comportamento de autoadministração de 

etanol (p<0,05). 

Na etapa de extinção do comportamento operante, observamos diminuição 

no número de respostas na barra ativa, que se igualou ao da barra inativa no final 

dessa etapa, indicando a extinção do comportamento (figura 31). 
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Figura 30- Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e 

reforços durante as sessões de treinamento de reinstalação da autoadministração de 

etanol em ratos Long-Evans (n= 12 ratos por grupo para o contexto B e n=13, ratos por 

grupo para contexto A). 
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 Figura 31- Médias ± EPM do número de respostas nas barras ativa, inativa e 

reforços durante as sessões de extinção de reinstalação da autoadministração de etanol 

em ratos Long-Evans (n= 12 ratos por grupo para o contexto B e n=13 ratos por grupo 

para contexto A). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
0

25

50

75

100

125

150

175

200

Barra Ativa
Reforços

Barra Inativa

Sac 0,2% Sac +
EtOH 10%

 EtOH 10%
(RF1)

 EtOH 10%
(IV30s)

Sessões

R
e

s
p

o
s

ta
s

 n
a

s
 b

a
rr

a
s

 o
u

 r
e

fo
rç

o
s

 (
1

 h
)

	



 

 

 
 

       Palombo, P.                  83 

 

No teste, ANOVA revelou diferenças significativas para o fator contexto 

(F1,46= 21,15; p < 0,0001), bem como para respostas nas barras ativa e inativa 

(F1,46= 35,70; p < 0,0001). Além disso, ANOVA apontou interação entre os fatores 

contexto e barras (ativa e inativa) (F1,46= 13,40; p< 0,05). Nenhuma diferença foi 

observada em relação a barra inativa entre os contextos (figura 32). 

Figura 32- O histograma representa média ± EPM de respostas nas barras ativa e 

inativa no teste de reinstalação nos contextos A e B de ratos Long-Evans (n= 12 ratos por 

grupo para o contexto B e n=13 ratos por grupo para contexto A).*p<0,05; quando 

comparada as demais médias. 

 

5.4.2 Expressão dos genes codificantes das proteínas GluR1, GluR2, GABAα2, 

GABAα5 e CRF na reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto 

 

 Os resultados são apresentados como o valor da expressão relativa. As 

figuras 33 e 34 mostram a análise da expressão gênica de neurônios ativados e não 

ativados (Fos positivos e negativos, respectivamente) separados pela técnica de 

citometria de fluxo (FACS). Analisamos diferenças da expressão gênica entre os 

neurônios ativados versus não ativados durante a exposição aos contextos A e B. 

Os dados foram expressos em relação a expressão gênica dos neurônios Fos 

negativos (expressão relativa), assim como descrito no item 3.11.  
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Para a exposição dos animais ao contexto A houve aumento da expressão do 

gene GABAα5 e redução da expressão dos genes GluR1 e GluR2 (t<0,05). 

Nenhuma alteração foi observada para a expressão dos genes GABA α2 e CRF 

(figura 33). 

 

Figura 33- Média ± EPM da expressão gênica relativa (relativa a expressão nas 

células Fos negativas) dos genes GluR1 ( A), GluR2 (B), GABAα2 (C), GABAα5(D) e CRF 

(E) durante a exposição ao contexto relacionado a administração de etanol (Contexto A) 

(n=4-9 por grupo).*p<0,05; comparado ao neurônios Fos negativos.  

A análise da expressão gênica para os animais expostos ao contexto da 

extinção (Contexto B) não demonstrou alterações na expressão gênica de nenhum 
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dos genes analisados (GluR1, GluR2, GABA Aα5 e CRF). Não foi possível detectar 

a expressão do gene GABAα2 nas amostras analisadas (Figura 34). 
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 Figura 34- Média ± EPM da expressão gênica relativa (relativa a expressão nas 

células Fos negativas) dos genes GluR1 (A), GluR2 (B), GABAα5(C) e CRF (D) durante a 

exposição ao contexto relacionado a extinção da autoadministração de etanol (Contexto B) 

(n=2-7 por grupo). 
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“Educar verdadeiramente não é ensinar fatos novos ou enumerar fórmulas 

prontas, mas sim preparar a mente para pensar. ” 

Albert Enstein  
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Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que: a) a 

exposição ao contexto previamente associada a autoadministração de etanol foi 

capaz de reinstalar esse comportamento em ratos Long-Evans e Wistar; b) a 

linhagem de ratos Long-Evans apresentou melhor desempenho no teste de 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto quando 

comparado aos ratos Wistar; c) a reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto promoveu aumento da ativação do córtex pré-límbico; d) uma 

pequena porcentagem de neurônios foi ativado no córtex pré-límbico durante a 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto (~7,7%); e) a 

inibição farmacológica do córtex pré-límbico atenuou a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto; f) a reinstalação da 

autoadministração de etanol foi associada a redução na expressão de GluR1 e 

GluR2  (subunidades do receptor glutamatérgico AMPA) e ao aumento na expressão 

de GABAα5 (subunidade do receptor GABAérgico A) nos neurônios seletivamente 

ativados, no córtex pré-límbico, durante o teste comportamental. 

A recaída é um dos principais problemas para o tratamento da dependência 

(Stasiewicz et al., 2007). Estudos demonstram que a exposição do indivíduo a 

ambientes relacionados ao consumo da droga é o principal fator desencadeador da 

recaída (Ludwig e Stark, 1974; Ludwig e Wikler, 1974; Mccusker e Brown, 1991; 

Monti et al., 1993; Miller e Sanchez-Craig, 1996). Neste sentido, estudos mostram 

que a exposição de etilistas abstinentes a lugares, pessoas ou contextos 

associados ao uso prévio de etanol, frequentemente promove recaída (Staiger e 

White, 1991; O'brien et al., 1992; Collins e Brandon, 2002).  

Durante décadas, muitos modelos animais foram desenvolvidos com o 

objetivo de compreender os mecanismos neurobiológicos envolvidos na recaída ao 

uso de drogas (Shaham et al., 2003; Crombag et al., 2008). A influência do 

ambiente na recaída ao uso de substâncias de abuso pode ser estudada através do 

modelo animal de reinstalação da autoadministração operante de drogas induzida 

pelo contexto, modelo conhecido como “ABA renewal”, como previamente 

apresentado na introdução dessa dissertação (Fuchs et al., 1998; Shalev et al., 

2002; Shaham et al., 2003; Bossert et al., 2005). A reinstalação da 

autoadministração de drogas induzida pelo contexto já foi observada para diferentes 

drogas de abuso, como speedball (uma combinação de heroína e cocaína), 

cocaína, heroína, nicotina, metanfetamina e cervejas alcóolicas (Crombag e 

Shaham, 2002; Diergaarde et al., 2008; Bossert et al., 2012; Cruz et al., 2013; 
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Willcocks e Mcnally, 2013). Esses resultados demonstram que o contexto é um fator 

importante na recaída ao uso de drogas e sugerem que terapias para reduzir a 

recidiva ao uso dessas substâncias devem levar em consideração a influência do 

ambiente. 

No presente estudo, demonstramos que a exposição ao contexto associado 

ao consumo de etanol foi capaz de reinstalar a busca por essa droga. Nossos 

resultados estão de acordo aos observados por Marchant et al., (2013), que ao 

utilizar um protocolo semelhante, demonstrou também a influência do contexto na 

reinstalação da busca ao etanol após um período de extinção.  

Ao comparar nosso modelo com outros modelos de reinstalação, nosso 

estudo possibilitou o desenvolvimento de um protocolo novo para a investigação da 

influência do ambiente na recaída ao uso de etanol. Os protocolos empregados até 

então, apresentam algumas variações metodológicas. Por exemplo, utilizam 

cervejas alcoólicas ao invés de uma solução de etanol e água (Willcocks e Mcnally, 

2013). Outros protocolos utilizam choque nas patas associado a liberação do 

reforço de etanol, durante a fase de extinção do comportamento (Marchant et al., 

2013). Além disso, outros modelos utilizam ratos que apresentam alta preferência 

ao etanol (ratos Wistar P) (Cannella et al., 2016).  

O uso de cervejas alcoólicas pode prejudicar a autoadministração de etanol 

devido seu alto valor calórico e a presença de outros componentes (cevada, malte e 

outros). Esses fatores dificultam a interpretação se realmente o animal está 

buscando etanol ou os outros componentes dessas bebidas, o que exige a adoção 

de outros grupos experimentais controles. O uso do choque durante a extinção pode 

promover alterações moleculares que não estão realmente associadas a 

neurobiologia da recaída induzida pelo ambiente. E por fim, o uso de ratos Wistar P 

pode gerar um viés experimental, visto que esta população homogênea de animais 

é selecionada baseada em seu fenótipo de preferência ao etanol. Assim, nosso 

procedimento pode ser um modelo alternativo, mais fácil e reprodutivo para 

investigar os mecanismos envolvidos na recaída ao uso de etanol.  

A linhagem de ratos utilizados nos procedimentos de autoadministração 

operante de etanol é outro fator importante a se considerar, pois estudos 

demonstram que linhagens diferentes apresentam padrões distintos de ingestão 

dessa substância (Carnicella et al., 2014). Por exemplo, foi demonstrado que ratos 

Wistar ingerem mais etanol comparados a ratos Fisher ou Sprague-Dawley (Bell, 

Rodd, Lumeng, et al., 2006; Bell, Rodd, Sable, et al., 2006). No presente estudo, nós 
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demonstramos que ratos Long-Evans apresentaram melhor desempenho na 

reinstalação da autoadministração operante de etanol quando comparados a Wistar. 

De fato, a literatura da área demonstra que ratos Wistar não apresentam um 

comportamento robusto de reinstalação da busca de etanol (Liu e Weiss, 2002). 

Alguns trabalhos atribuem essa diversidade no consumo de etanol a diferenças na 

metabolização dessas substâncias entre essas linhagens (Simms et al., 2008; 

Carnicella et al., 2014). Neste sentido, estudos demonstram que ratos Long-Evans 

em relação a Wistar atingem concentrações plasmáticas mais altas de etanol 

durante a sessão de autoadministração operante de etanol (Bito-Onon et al., 2011), 

o que poderia favorecer o desempenho dos animais. Foi demonstrado também, 

durante uma sessão operante, que os ratos Long-Evans apresentam um aumento da 

motivação para respostas na barra ativa, semelhantes à de ratos de ninhadas que 

demonstram alta preferência por etanol (ratos P) (Bell, Rodd, Lumeng, et al., 2006; 

Bell, Rodd, Sable, et al., 2006; Simms et al., 2008).  Estudos utilizando acesso 

intermitente de etanol 20%, com 2 garrafas de livre escolha, demonstraram também 

que a linhagem Long-Evans apresenta maior ingestão de etanol e consumo 

excessivo comparado a linhagem Wistar (Simmset al., 2008).   

A literatura mostra, que para a observação da recaída em ratos Wistar é 

necessário a utilização de alguns artifícios, como por exemplo, linhagens que 

mostram preferência acentuada ao etanol (Wistar P) ou a exposição desses animais 

à câmara de vapor de etanol (Gilpin et al., 2008). Nesse sentido, Liu e Weiss (2002) 

mostraram que a reinstalação da autoadministração de etanol induzida por estímulos 

ambientais foi mais proeminente em ratos Wistar P quando comparados àqueles que 

não apresentavam preferência ao etanol. Liu e Weiss (2002) demonstraram que 

somente os ratos Wistar que foram expostos a câmara de vapor de etanol, 

reinstalaram a autoadministração de etanol após a exposição a dicas ambientais. 

Como em nossos experimentos os ratos Long-Evans apresentaram melhor 

desempenho no teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto, adotamos essa linhagem como modelo animal para os estudos 

apresentados nessa dissertação.  

Embora muitos modelos animais foram desenvolvidos para o estudo da 

recaída ao uso de etanol induzida pelo ambiente, muitas lacunas neurobiológicas 

ainda devem ser preenchidas (Shaham et al., 2003).  

Neste contexto, estudos imuno-histoquímicos mostram que córtex pré-frontal 

medial dorsal, núcleo accumbens (centro e borda), amídala basolateral, hipocampo 
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dorsal, área tegmental ventral e córtex orbital frontal são ativados na reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo ambiente (Zhao et al., 2006; Dayas et al., 

2007; Dayas et al., 2008; Jupp et al., 2011). Estes resultados foram confirmados 

através de estudos funcionais utilizando injeções intracerebrais de 

Muscimol/Baclofen (agonistas GABA A e B) que mostram a participação do núcleo 

accumbens (borda e centro), córtex pré-frontal pré-límbico, hipotálamo lateral e 

amídala basolateral nesse comportamento (Chaudhri et al., 2008; Chaudhri et al., 

2009; Chaudhri et al., 2013; Willcocks e Mcnally, 2013; Marchant et al., 2014; 

Marchant et al., 2015).  

Em nosso estudo, observamos que a reinstalação da autoadministração de 

etanol induzida pelo contexto foi acompanhada pelo aumento da expressão de Fos 

no córtex pré-límbico e que a inibição farmacológica dessa região inibiu a 

reinstalação da autoadministração de etanol. Nossos resultados são consistentes 

com os previamente demonstrados por Willcocks e McNally (2013), que mostraram 

que a inativação farmacológica reversível do córtex pré-frontal dorso medial atenuou 

a reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto. Estes 

resultados corroboram com a literatura que demonstram papel importante do córtex 

pré-límbico em diferentes formas de reinstalação da busca de drogas de abuso 

(Lasseter et al., 2010; Shen et al., 2014; Marchant et al., 2015; Stefanik et al., 2016). 

Por exemplo, McFarland e Kalivas (2001) demonstraram que a inativação 

farmacológica do córtex pré-límbico atenuou a reinstalação da busca por cocaína 

induzida por uma subdose de cocaína. No mesmo sentido, Fuchs et al. (2005) 

mostraram que a inativação do córtex pré-limbico atenuou a reinstalação da 

autoadministração de cocaína induzida por dicas. Essas evidências sugerem que o 

córtex pré-límbico poderia ser uma região comum que medeia a recaída ao uso de 

drogas.   

Dados da literatura sugerem que regiões distintas do córtex pré-frontal medial 

controlam os comportamentos de extinção e reinstalação da autoadministração de 

drogas de abuso (Fuchs et al., 2005; Lasseter et al., 2010, Bossert et al., 2011, 

Willcocks; Mcnally, 2013; Marchant et al., 2015). Em uma revisão recente, Heilig 

(2017) e seus colaboradores sugerem que a região pré-límbica e infralímbica atuam 

em processos dicotômicos. Enquanto o córtex pré-límbico atuaria no controle das 

repostas de medo condicionado, nas respostas condicionadas de recompensa e no 

controle de comportamentos apetitivos, o córtex infralímbico atuaria na supressão 

dessas respostas (Heiliget al., 2017). 
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Vários processos relacionados com aprendizado associativo e evocação de 

memórias de longo prazo são atribuídos ao córtex pré-límbico. Essas evidências 

poderiam explicar o papel dessa estrutura na reinstalação da autoadministração 

induzida pelo contexto (Quinn et al., 2008; Euston et al., 2012). Por exemplo, 

estudos sugerem que o córtex pré-límbico recebe informações de estruturas 

relacionadasà emoções e a processos de aprendizagem e memória associativa 

(Euston et al., 2012). Além disso, outras evidencias demonstraram que essa 

estrutura recebe informações sensoriais e emocionais evocadas por dicas 

contextuais através de projeções provindas do hipocampo, amígdala, córtex orbital 

frontal e área tegmental ventral (Miller, 2000; Mulder et al., 2000). Foi demonstrado 

que ativação dessas projeções medeia respostas condicionadas ao contexto (Miller 

e Cohen, 2001).  

Dados da literatura demonstram que neurônios glutamatérgicos e 

GABAérgicos do córtex pré-límbico recebem projeções específicas de outras regiões 

corticais, hipocampais, da amídala e área tegmental ventral. Essas projeções 

possuem papel relevantena mediação cognitiva e emocional dos processos de 

consolidação de memórias (Brandstatter et al., 1995). Por exemplo, projeções 

advindas do hipocampo proporcionam informações espaciais essenciais para 

formação da memória contextual (Floresco et al., 1997).  Baseados em todas essas 

evidências, nós poderíamos supor que a ativação do córtex pré-límbico, por dicas 

contextuais, poderia aumentar o desejo de busca pela droga e promover recaída ao 

uso da substância (Marchant et al., 2015).  

 Nossos resultados mostraram ainda, que não houve ativação do córtex 

infralímbico e cingulado durante a reinstalação da autoadministração de etanol. 

Esses achados corroboram com os estudos de Willcocks e Mcnally (2013) que 

também não demonstraram a participação do córtex infralímbico e cingulado na 

reinstalação da autoadministração de bebidas alcóolicas induzida pelo contexto. 

Esses autores observaram que a inativação dessas regiões não atenuou a 

reinstalação da autoadministração (Pfarr et al., 2015; Heilig, 2017).  

Embora estudos demonstrem a participação de diferentes áreas na recaída 

induzida pelo contexto, a literatura mostra que esse comportamento envolve 

processos muito mais complexos. Pois, dicas ambientais relacionadas ao uso de 

drogas são uma complexa combinação de diferentes estímulos (visuais, táteis, 

sonoros, sensoriais e interoceptivos) que são reconhecidos pelo encéfalo com alto 

grau de resolução. Portanto, qualquer mecanismo capaz de armazenar este tipo de 
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aprendizado deve ter, comparativamente, um alto grau de resolução (Cruz et al., 

2013; Cruz, Javier Rubio, et al., 2015).   

 Assim, foi proposto que os processos de aprendizados associativos e 

memória envolvem alterações moleculares conhecidos como engramas em sinapses 

de “neuronal ensembles” (Tonegawa et al., 2015). Embora muitos trabalhos 

comprovem o envolvimento desses pequenos grupos de neurônios em 

comportamentos associados ao abuso de substâncias, essa nova abordagem não 

foi empregada nos estudos dos mecanismos neurais envolvidos na dependência ao 

etanol. 

Observamos em nossos estudos que a reinstalação da autoadministração 

induzida pelo contexto correlacionou-se com a indução de Fos em ~ 7,7 ± 0,27%  

dos neurôniosdo córtex pré-límbico. Estes resultados corroboram dados da literatura 

que demonstram envolvimento de pequenos grupos neuronais na reinstalação da 

autoadministração de drogas induzida pelo contexto (Cruz et al., 2013; 2014; 2015, 

Leao et al., 2015, Rubio et al., 2015). Por exemplo, Bossert e colaboradores (2011) 

demonstraram que apenas 12% dos neurônios do córtex pré-frontal, porção ventro-

medial, foram ativados durante o teste de reinstalação da autoadministração de 

heroína induzida pelo contexto. Esses autores demonstraram ainda que quando 

esses neurônios foram seletivamente inibidos, a reinstalação foi atenuada 

(BOSSERT et al., 2011). Da mesma forma, Cruz e colaboradores (2014) 

demonstraram que apenas 3,4% dos neurônios da borda do núcleo accumbens 

foram ativados durante a reinstalação da autoadministração de cocaína induzida 

pelo contexto e que a inibição seletiva desses neurônios atenuou a reinstalação 

desse comportamento. Reforçando as evidências da participação de “neuronal 

ensembles” em comportamentos condicionados relacionados à dependência de 

drogas de abuso, Koya e colaboradores (2009), demonstraram que apenas 4% dos 

neurônios do núcleo accumbens são ativados na expressão da sensibilização 

locomotora contexto-específica à cocaína e que a inativação específica dessa 

pequena população de neurônios inibiu a expressão dessa sensibilização (Koya et 

al., 2009). 

Dessa maneira, nosso estudo poderia sugerir a participação de “neuronal 

ensembles” do córtex pré-límbico na associação entre o efeito reforçador do etanol e 

o contexto associadoa administração dessa substância. E ainda, que a reativação 

deste pequeno arranjo neural poderia promover a reinstalação da autoadministração 
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de etanol. Entretanto mais experimemtos, utilizando ratos transgênicos, precisam ser 

realizados para confirmarmos essa hipótese.  

Baseados na hipótese acima e na teoria que propõe que processos de 

aprendizado associativos relacionados à dependência a substâncias de abuso 

promovem plasticidades singulares em “neuronal ensembles”, no presente estudo 

investigamos alterações na expressão gênicas de moléculas relacionadas com 

alterações nas funções sinápticas, em neurônios que foram seletivamente ativados, 

durante o teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto (Guez-Barber et al., 2011; Guez-Barber et al., 2012; Koya et al., 2012; 

Fanous et al., 2013; Liu et al., 2014; Li et al., 2015; Rubio et al., 2015). 

Nossos resultados demonstram aumento na expressão da subunidade 

GABAα5, do receptor GABAérgico A e diminuição nas expressões das subunidades 

GluR1 e GluR2, do receptor glutamatérgico AMPA em neurônios que foram 

seletivamente ativados pela exposição ao contexto relacionado com a administração 

de etanol quando comparado aos não ativados. Não encontramos nenhuma 

alteração na expressão desses genes quando os animais foram expostos ao 

contexto da extinção.   

Esses resultados corroboram os estudos que mostram a presença de 

alterações gênicas singulares somente em “neuronal ensembles” que armazenam 

as memórias relacionadas a comportamentos condicionados a administração de 

uma substância de abuso (Guez-Barber et al., 2011; Guez-Barber et al., 2012; Li et 

al., 2015; Rubio et al., 2015). Por exemplo, Rubio e colaboradores (2015) 

demonstraram que a reinstalação da autoadministração de metanfetamina foi 

associada ao aumento da expressão dos genes de expressão imediata Fos e FosB 

e do gene da subunidade do receptor NMDA Grin2a, somente em células ativadas 

pelo contexto associado a metanfetamina. Da mesma forma, Fanous e 

colaboradores (2012), demonstraram aumento na expressão dos genes FosB, Arc, 

Egr1, Egr2, NPY e MAP2K6, somente em neurônios ativados pela associação do 

contexto e a administração de heroína. Alterações moleculares apenas em 

“neuronal ensembles” relacionados com a associação droga e contexto também 

foram demonstradas para a sensibilização contexto específica para cocaína (Guez-

Barber et al., 2011; Koya et al., 2012). 
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Assim, nossos dados reafirmam a importancia de estudar alterações 

moleculares presentes em “neuronal ensembles” para a elucidação dos 

mecanismos realmente envolvidos em comportamentos condicionados a drogas de 

abuso.  

Embora a teoria sobre “neuronal ensembles” e seus engramas promoveu 

grande impacto sobre as pesquisas de dependência, estudos baseados nesta teoria 

são escassos. A vasta maioria dos estudos sobre plasticidades e os mecanismos 

sinápticos relacionados ao reforço, recaída e efeitos condicionados das substâncias 

de abuso analisam as alterações que ocorrem em neurônios randomicamente 

isolados ou em um específico tipo celular de neurônios, sem levar em consideração 

seu estado de ativação (Cruz et al., 2013; Cruz, Javier Rubio, et al., 2015). 

Assumindo que apenas uma pequena população neural é recrutada em cada 

comportamento, as plasticidades avaliadas em grande parte dos estudos sobre 

dependência provêm, na sua maioria, de neurônios que não participam do 

comportamento. Infelizmente, as alterações moleculares que presumidamente 

medeiam a busca por drogas são perdidas ou mascaradas pelas alterações que 

ocorrem nos neurônios não ativados, que são a maioria das células presentes em 

cada região encefálica (Cruz et al., 2013; Cruz, Javier Rubio, et al., 2015). 

A literatura mostra que a exposição repetida a substâncias psicoativas pode 

promover alterações duradouras na expressão de genes que podem influenciar no 

desenvolvimento da dependência e na recaída (Nestler, 2008; Liu et al., 2014). Em 

relação aos sistemas de neurotransmissão envolvidos na recaída ao uso de etanol, 

evidências sugerem que esse comportamento parece estar relacionado a alterações 

na expressão de genes de proteínas envolvidas nos sistemas de neurotransmissão 

glutamatérgica, GABAérgica e CRFérgica (Vengeliene et al., 2008). 

Nossos resultados mostraram diminuição na expressão do gene GluR1 e  

GluR2 no córtex pré-límbico durante a reinstalação da autoadministração de etanol 

induzida pelo contexto. 

 Nossos resultados contrapõem dados da literatura que demonstram que a 

reinstalação da busca de etanol e outras substâncias de abuso está relacionada ao 

aumento na transmissão glutamatérgica, mediada pela ativação dos receptores 

AMPA (Nestler e Aghajanian, 1997; Saal et al., 2003; Kalivas, 2009; Bowers, 2010). 

Por exemplo, foi demonstrado que aumento na atividade de receptores AMPA 

potencializa a reinstalação da autoadministração de etanol induzida por dicas 

ambientais (Cannady et al., 2013). E que a administração de antagonistas desses 
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receptores atenua a reinstalação da autoadministração de etanol induzida por 

contexto (Backstrom e Hyytia, 2004; Sanchis-Segura et al., 2006b). Foi demonstrado 

também aumento de receptores glutamatérgicos contendo as subunidades 

GluR1/Glur2 após teste de reinstalação da autoadministração de cocaína induzida 

pela administração dessa substância (Famous et al., 2008). 

 Entretanto, algumas diferenças entre os protocolos podem justificar as 

diferenças encontradas entre nossos resultados e os apresentados acima. Neste 

sentido, nenhum trabalho investigou o papel dessas subunidades (GluR1 e GluR2) 

na reinstalação induzida pelo contexto (Bossert et al., 2013; Adhikary et al., 2016; 

Venniro et al., 2016).É importante ressaltar ainda que estudamos a expressão 

gênica, enquanto os estudos citados na literatura fazem a análise de quantidades de 

proteína ou das correntes elétricas evocadas por canais contendo essas 

subunidades dos receptores glutamatérgicos. Assim, esses mecanismos poderiam 

interferir e aumentar a transcrição dessas proteínas.  

 Um fator muito importante a ser considerado é que enquanto os estudos da 

literatura estudam a função ou expressão desses receptores em populações gerais 

de neurônios (Nestler e Aghajanian, 1997; Saal et al., 2003; Kalivas, 2009; Bowers, 

2010), nossa análise foi realizada apenas nos neurônios que participaram de nosso 

comportamento (~7,7%). Portanto, essa mesma redução na expressão das 

subunidades GluR1/GluR2 pode ter ocorrido nos experimentos reportados acima, 

porém esta redução pode ter sido mascarada por alterações que possam ter 

ocorrido na vasta maioria dos neurônios que não participaram dos comportamentos 

analisados.  

 Neste sentido, Koya e colaboradores (2012) encontraram resultados 

distintos da literatura quando analisaram a presença de sinapses silenciosas em 

“neuronal ensembles” relacionados com a sensibilização contexto específico a 

cocaína. Enquanto os estudos da literatura que analisavam populações geral de 

neurônios, sem considerar seu estado de ativação, mostravam aumento da razão 

AMPA/NMDA em animais sensibilizados a cocaína, Koya et al. (2012) demonstraram 

diminuição desta razão nos neurônios que foram ativados durante o teste da 

sensibilização.  

 Estes resultados corroboram com nossos dados, pois a diminuição na razão 

AMPA/NMDA observada por Koya et al. (2012) pode ter sido ocasionada por 

redução na expressão dos receptores AMPA, como observado em nosso estudo. 
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 Entretanto não podemos afirmar se a redução na expressão das 

subunidades  GluR1 e GluR2 é causa ou consequência da reinstalação da busca de 

etanol.  

 A literatura demonstra que ativação do receptor GABA A medeia diversos 

efeitos comportamentais em resposta a administração de etanol (Grobin et al., 

1998). Estudos mostraram que estes efeitos parecem ser mediados principalmente 

por receptores GABA A que possuem as subunidades GABAα2 e α5 (Grobin et al., 

1998).  

 Nossos resultados mostraram aumento da expressão da subunidade 

GABAα5 após o teste de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto. Os receptores GABAérgicos que expressam a subunidade α5 representam 

uma pequena população de receptores (Sur et al., 1999; Uusi-Oukari e Korpi, 2010). 

Evidências relatam o potencial papel desses receptores nos mecanismos 

relacionados ao abuso e dependência de etanol (Sesack e Grace, 2010). Neste 

sentido, Song e colaboradores (2003) reportaram a associação entre alterações no 

gene que codifica a subunidade GABAα5 e alcoolismo. Foi demonstrado também 

que a administração de um agonista inverso de receptores GABA que continha a 

subunidade α5 diminui a autoadministração de etanol em ratos (June et al., 2001; 

Foster et al., 2004). Além disso, foi relatado que camundongos knockout para a 

subunidade α5 apresentam diminuição da preferência e consumo de etanol (Boehm 

et al., 2004). Assim, poderíamos supor que o aumento na expressão desse gene 

poderia favorecer a reinstalação da autoadministração de etanol.  

Em relação a transmissão CRFérfica, Logrip e colaboradores (2012) 

demonstraram que a recaída ao uso de drogas de abuso está relacionada com o 

aumento da expressão do gene CRF (Chang et al., 1993; Lovenberg et al., 1995). 

A corticotrofina é capaz de influenciar vários estágios da dependência a 

substâncias psicoativas. Por exemplo, ela promove elevados níveis de ansiedade e 

pensamentos negativos que podem vir a sensibilizar o processo de recaída ao uso 

dessas substâncias (Goeders, 2003; Sinha, 2008). Pelo fato dela também ser o 

principal neurotransmissor relacionado com as respostas do estresse, Blacktop e 

colaboradores (2011) demonstraram que a recaída ao uso de cocaína é intensificada 

com o aumento de expressão CRFérgica. Além disso, a injeção de antagonistas de 

receptores CRFérgicos do tipo 1 diminuiu a reinstalação da autoadministração de 

etanol induzida pelo estresse ou por dicas ambientais (Le et al., 2000; Gehlert et al., 
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2007; Marinelli et al., 2007). Entretanto nosso estudo não evidenciou alteração na 

expressão desse gene relacionada a recaída induzida pelo ambiente.  
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“Nada na vida se perde. Quando erramos adquirimos aprendizado. Quando 

corrigimos um erro, adquirimos conhecimento, e, quando ajudamos alguém a corrigir 

um erro, demonstramos ter adquirido sabedoria. “ 

(Rafael Silveira) 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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 Esta dissertação teve como temática a recaída ao uso de etanol, que é um dos 

principais problemas do tratamento da dependência a essa substância. Para o 

melhor entendimento da neurobiologia desse comportamento, utilizamos o modelo 

de reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo ambiente. Através 

desse modelo, observamos o envolvimento histológico e funcional do córtex pré-

límbico na reinstalação da autoadministração de etanol. Identificamos que uma 

pequena proporção de neurônios dessa região medeia esse comportamento.  

Observamos também, que a redução na expressão gênica de GluR1 e GluR2 e 

aumento na expressão de GABA α5 nos “neuronal ensembles” do córtex pré-frontal 

se correlacionou com a reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo 

contexto.  

 Esse projeto permitiu a utilização de metodologias inovadoras, utilizadas em 

laboratórios de excelência em pesquisa. Nosso estudo foi o primeiro a utilizar a 

teoria dos “neuronal ensembles” para o entendimento das bases neurais da recaída 

ao uso de etanol.   
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“A sabedoria é a única porta para o futuro. ” 

(Wilian Santos) 

CONCLUSÃO 
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8.1 Conclusão Geral 

 

Demonstramos o envolvimento de pequenos grupamentos neurais do córtex 

pré-límbico na reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto. 

Identificamos a presença de alterações moleculares nestes grupamentos neurais, 

que se correlacionaram com reinstalação da autoadministração de etanol induzida 

pelo contexto. Nossos resultados mostram que o para o melhor entendimento da 

neurobiologia da dependência é preciso a identificação e a investigação das 

alterações moleculares presentes em “neuronal ensembles”. 

 

8.2 Conclusões Específicas 

 

1. Ratos Long-Evans apresentaram melhor desempenho durante o protocolo de 

reinstalação da autoadministração de etanol induzida pelo contexto quando 

comparado a ratos Wistar; 

2. Evidenciamos o aumento da ativação do córtex pré-límbico na reinstalação 

da autoadministração de etanol induzida pelo contexto; 

3. A reinstalação da autoadministração de etanol induzida pela exposição ao 

contexto promoveu a ativação de 7,7% de neurônios no córtex pré-límbico; 

4. A inativação farmacológica reversível do córtex pré-límbico com 

Muscimol/Baclofen (agonista GABAaeGABAB) atenuou a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pela exposição ao contexto; 

5. Observamos diminuição na expressão das subunidades GluR1 e GluR2 dos 

receptores glutamatérgicos AMPA e aumento da expressão da subunidade 

GABAα5 dos receptores GABAérgicos nos grupamentos neurais 

seletivamente ativados no córtex pré-límbico após a reinstalação da 

autoadministração de etanol induzida pelo contexto. 
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“O mais importante de tudo é nunca deixar de se perguntar.   

A curiosidade tem sua própria razão de existir”. 

 

(Albert Einstein) 
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