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Resumo
O etanol € a substancia de abuso mais consumida no Brasil e em diversos paises. A
alta taxa de recaida nos individuos dependentes do etanol continua sendo o desafio
central no tratamento do alcoolismo. Estudos em humanos e em animais de
laboratério mostram que estimulos ambientais associados ao uso de drogas podem
promover recaida ao uso da substancia. Contudo, os mecanismos neurobiologicos
envolvidos na recaida ao uso de etanol ndo estéo totalmente elucidados. Evidéncias
sugerem que o efeito sinaptogénico da proteina matricelular Hevin pode promover
neuroplasticidades que modulam as propriedades motivacionais das drogas de
abuso. Entretanto, a participacdo da Hevin nos comportamentos relacionados ao
etanol, ainda n&o foram investigados. No presente estudo investigamos a
participacdo do cortéx pré-limbico (PL), orbitofrontal (OFC) e nucleo acumbens
(NAc) na reinstalagdo da autoadministracdo de etanol induzida pelo contexto em
ratos. Avaliamos também, o efeito da inibicho da Hevin nos astrocitos e nos
interneurdnios parvoalbumina (PV) do estriado, no consumo de etanol, na
preferéncia condicionada por lugar (PCL) e na sensibilizacdo locomotora induzida
pelo etanol em camundongos. Nossos resultados demonstraram que: a) ndo houve
diferencas entre ratos e ratas no comportamento de reinstalacdo da busca pelo
etanol; b) a reexposicdo ao contexto-droga restabeleceu o comportamento de busca
do etanol e aumentou a expressao de Fos no OFC, PL, centro e concha do NAc; c) a
inativacado reversivel do OFC ou do centro do NAc atenuaram a reinstalacao
induzida pelo contexto; d) houve maior ativacdo da via PL — centro do NAc nos
animais expostos ao contexto-droga, em relacdo aos expostos ao contexto-extin¢cao;
e) a inibicdo da Hevin astrocitica no NAc néo alterou o consumo de etanol, porém
diminuiu a PCL induzida por essa substancia; f) a inibicdo da Hevin astrocitica e
neuronal no estriado dorsal diminuiu a sensibilizagcdo locomotora induzida pelo
etanol; g) injecdes repetidas de etanol promoveram aumento do volume dos
compartimentos dendriticos dos interneurbnios PV no estriado dorsal de

camundongos.

Palavras-chave: cortex orbitofrontal, coértex pré-limbico, etanol, hevin, nuicleo

acumbens, recaida.



Abstract
Alcohol is the most consumed drug in Brazil and in many other countries in the world.
The high rate of relapse in alcohol-dependent individuals remains a central challenge
for treating alcoholism. Several studies in human and animal models of addiction
show that environmental stimuli associated with previous drug use can provoke
relapse to drug use. However, the neurobiological mechanisms involved in the
alcohol relapse induced by environmental stimuli are not fully understood. Recent
studies have been demonstrated that the synaptogenic effect of matricellular protein
Hevin can promote striatal neuroplasticity that can modulate motivational properties
of drugs. Despite that, the role of Hevin in alcohol addiction related behaviors has not
been investigated. In the present study, we investigated the participation of pre-limbic
cortex (PL); orbitofrontal cortex (OFC), and nucleus accumbens (NAc) in the context-
induced reinstatement of alcohol-seeking in rats. We also evaluated the effect of
Hevin inhibition in astrocytes or parvalbumin interneurons (PV) in the striatum on
ethanol consumption, ethanol-induced conditioned place preference (CPP) and
locomotor sensitization in mice. Our results demonstrated that: a) there were no
differences between male and female rats in the reinstatement of alcohol-seeking
behavior; b) re-exposure to the drug-context reinstated alcohol-seeking and
increased Fos expression in the OFC, PL and NAc core and shell; c) reversible
inactivation of the OFC or NAc core attenuated context-induced reinstatement of
alcohol-seeking; d) there was more activation of the PL — NAc core pathway in the
animals exposed to the drug-context, compared to those that were exposed to the
extinction-context; e) inhibition of astrocytic Hevin into NAc did not alter ethanol
consumption, but decreased alcohol-induced CPP; f) inhibition of astrocytic and
neuronal Hevin in the dorsal striatum decreased locomotor sensitization induced by
alcohol; and g) repeated alcohol injections in mice increased the volume of dendritic

compartments of PV interneurons in the dorsal striatum.

Keywords: alcohol, orbitofrontal cortex, prelimbic cortex, nucleus accumbens, hevin,

relapse.
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l. P. - Intraperitonial

IV - Intervalo variavel

LENAD - Levantamento Nacional de Alcool e Drogas

ML - Mediolateral

MSNs - Neurbnios espinhosos médios

NAc - Nucelo acumbens

NaCl - Cloreto de sédio

NMDA - N-metil D-aspartato

OFC - Cortex Orbitofrontal

PBS - Solucéo de fosfato de sodio (PBS)

PCL - Preferéncia condicionada por lugar

PFA - Paraformaldeido

PKA - Proteina quinase A

PKC - Proteina quinase C



PL - Cortex pré-limbico

PV - Parvoalbumina

RB - RetroBeads (marcador retrogrado)
RF - Razéo fixa

S.C. - Subcutanea

A9-THC - Delta-9-tetra-hidrocanabidiol
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Aspectos gerais

"Sem a curiosidade que me move, que me inquieta, que me insere na busca, ndo aprendo nem
ensino”.
(Paulo Freire)
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1 Historico e epidemiologia do uso de etanol

Ao longo da historia e ao redor do mundo, indicios demonstram que a
humanidade fez uso do processo de fermentagéo de frutas e cereais para obtencao
das bebidas alcodlicas (MCGOVERN et al., 2004; VALLEE, 1994). Registros
arqueoldgicos das primeiras civiliza¢cdes, murais, pinturas em parede, e
embarcacdes de todo o mundo, fornecem uma linha continua de evidéncias da
universalidade e importancia das bebidas alcodlicas no desenvolvimento da
humanidade (MCGOVERN et al., 2004). Indicios de uso e producdo de bebidas
alcéolicas datam do periodo neolitico. Vestigios de misturas alcéolicas fermentadas
de arroz, mel e frutas, foram encontrados em jarras de ceramica datadas de 7000-
6600 a.C., na atual regidao da China (MCGOVERN et al., 2004). Além disso, sinais
guimicos indicativos de bebida alcoodlica fermentada feita de uvas em fragmentos de
jarros de ceramica de aproximadamente 6 mil anos encontrados na Georgia, regiao
do Sul do Caucaso, indicam a mais antiga producdo de vinho ja encontrada
(MCGOVERN et al., 2017).

Evidéncias da utilizacdo e producdo das bebidas alcodlicas também foram
encontradas nos primeiros registros escritos, como as prescricdes medicas em argila
feitas pelos sumérios, seguidas pelos papiros egipcios, relatos hebraicos
encontrados na Biblia e as lendas da mitologia greco-romana. Todos esses registros
indicam que o fenbmeno da producéo de bebidas fermentadas seria um combinado
dos efeitos analgésicos, desinfetantes e euforizantes do etanol (MCGOVERN et al.,
2004; VALLEE, 1994). Além disso, sugerem que o processo de fermentacado teria
sido aplicado a preservacao e aumento do valor nutricional dos alimentos e bebidas.
Dessa forma, o dominio dos processos de fermentacdo, contribuiu para o
desenvolvimento da agricultura e das tecnologias de processamento de produtos
alimenticios (MCGOVERN et al., 2004; VALLEE, 1994).

Os relatos dos problemas decorrentes do uso de etanol também datam da
antiguidade. Por exemplo, na passagem biblica do Antigo Testamento (Génesis
9.21), Noé, apos o diluvio, fez o plantio de videiras e entdo com as uvas produziu o
vinho, com o qual se embriagou e foi encontrado nu em sua tenda. Registros de

embriaguez também séo encontrados na mitologia greco-romana, como na lenda do
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deus Baco (deus do vinho), que apés se embriagar foi amarrado no tronco de uma
roseira por outros deuses (MATTEDI, 2005).

Na ldade Média, os arabes passaram a produzir bebidas alcodlicas por meio
do processo de destilacdo, aumentando assim, o teor alcodlico das bebidas, que
passaram a ser consideradas um potente remédio para as doencas e para o alivio
da dor (CEBRID, 2003).

No Brasil colonial, a cerveja era feita, basicamente, da fermentacdo da
mandioca e do milho, principalmente entre os indios tupinamba. O processo de
fermentacdo era visto como um acontecimento magico, capaz de transformar
alimentos em substancias que alteravam a consciéncia humana. As bebidas,
também chamadas de “cauim” eram parte essencial dos rituais indigenas, incluindo
0s casamentos e os funerais (FERNANDES, 2004).

Em 1532, Martim Affonso de Souza introduziu a cana-de-acucar no Brasil
iniciando seu cultivo no primeiro engenho de acucar da Capitania de S&o Vicente.
Entretanto, foi nas Capitanias de Pernambuco e da Bahia, que os engenhos de
acucar se multiplicaram e deram origem a producéo da cachaca (VIALA-ARTIGUES,
2003).

A coroa portuguesa, entretanto, ndo era favoravel a producédo da cachaca,
uma vez que, ela concorria com o vinho e com a bebida destilada produzida por
meio das cascas da uva (RODRIGUES; RODRIGUES, 2008). Assim, em 1635,
houve a proibicdo da comercializacdo da bebida oriunda da cana-de-acucar,
culminando na primeira manifestacdo popular do Brasil: a revolta da cachaca.
Mesmo com a insatisfacdo da corte de Portugal, em 1661, a producdo e
comercializacdo da cachaca foram regulamentadas no Brasil (RODRIGUES;
RODRIGUES, 2008).

No século XVIII, com o advento da Revolugéo Industrial, registrou-se grande
aumento na producéo e oferta de bebidas alcodlicas, o que contribuiu para um maior
consumo e, consequentemente, problemas de saude decorrentes do uso excessivo
do etanol (CEBRID, 2003).

O termo alcoolismo surgiu em 1849, caracterizando o0s sinais e sintomas
apresentados pelos sujeitos que consumiam bebidas alcodlicas de forma continua e

excessiva, durante um longo periodo. Entretanto, somente em 1960, por meio do

25



Aspectos Gerais

trabalho de Morton Jellinek, o alcoolismo foi classificado como doenca. De acordo
com esse pesquisador, o alcoolista seria todo individuo cujo consumo de bebidas
alcodlicas pudesse prejudicar a ele proprio, a sociedade ou ambos (HECKMANN;
SILVEIRA, 2009).

Atualmente, a dependéncia de etanol é definida como um disturbio crénico e
recidivante caracterizado pela perda do controle sobre o consumo, uso compulsivo
da substancia, e um estado emocional negativo quando a substancia ndo esta
disponivel (KOOB, 2013, 2015; KWAKO et al., 2016).

O etanol é a substancia de abuso mais consumida no Brasil e em diversos
paises do mundo (PEACOCK et al., 2018; WORLD HEALTH ORGANISATION,
2014; CEBRID, 2005). Dados da Organizacao Mundial da Saude revelaram que, em
2016, a média mundial de ingestéo de etanol puro em individuos maiores de 15 anos
foi de 6,4 litros. O mesmo estudo mostrou que no Brasil essa média foi de 7,8 litros
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Estima-se que cerca de 3,3 milhdes de
mortes em 2012 tenham sido causadas pelo consumo de etanol, o que corresponde
a uma em cada vinte mortes no mundo (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2014).

Apesar do consumo de etanol ainda ser maior nos homens quando
comparado as mulheres (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2014), estudos
recentes mostram que essa diferenca tem diminuido nos ultimos anos (DAWSON et
al., 2015; KEYES et al., 2010, 2011; KEYES; GRANT; HASIN, 2008). Este fato tem
despertado a atencdo dos 6rgdos de saude, pois estudos indicam que as mulheres
apresentam maior vulnerabilidade a doencas relacionadas ao uso de etanol, além de
poderem desenvolver dependéncia em menor tempo de exposicdo ao etanol,
guando comparadas aos homens (DIEHL et al., 2007; EHLERS et al., 2010; EROL,;
KARPYAK, 2015; MANN et al., 2005; RANDALL et al.,, 1999; SCHUCKIT et al.,
1998).

Dados do Il Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas Psicotrdpicas no
Brasil revelaram que 74,6% da populacdo brasileira consumiu etanol pelo menos
uma vez na vida, sendo 12,3% a porcentagem de individuos que se tornaram
dependentes (CEBRID, 2005). De acordo com o Il Levantamento Nacional de Alcool
e Drogas (Il LENAD), realizado em 2012, 59% dos individuos que fizeram uso de

etanol pelo menos uma vez no ano, relataram o consumo em binge, ou seja,
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ingestdo de grandes quantidades da droga em um unico episodio (LARANJEIRA,
2014). Em relagé&o as consequéncias sociais e econdmicas, 0 uso desta substancia
no Brasil é responsavel por cerca de 10% dos problemas totais de saude publica
(MELONI; LARANJEIRA, 2004), acarretando aos cofres publicos custo anual
aproximado de 7% do produto interno bruto (GALLASSI et al., 2008).

2 Mecanismo de acao do etanol

O etanol, cuja a formula quimica é C2HsO, € 0 principio psicoativo presente
nas bebidas alcoolicas. Devido a sua pequena e relativamente simples estrutura, ele
atravessa a membrana celular por difusdo simples e atua em diversos alvos no
sistema nervoso central (HECKMANN; SILVEIRA, 2009; WESTERMEYER, 1998).
Assim, o etanol apresenta um mecanismo de agado bastante complexo, que envolve
a acao dessa substancia em diversos receptores e proteinas efetoras. Em
concentragfes sanguineas altas pode promover, também, alteracdo na composicao
lipidica das membranas citoplasmaticas.

Os efeitos comportamentais do etanol, em baixas doses, caracterizam-se por
euforia, desinibicdo comportamental e loquacidade. Com o aumento da dose,
observa-se sedacdo, diminuicdo da coordenacdo motora, instabilidade emocional,
perda da capacidade de julgamento e prejuizo da memodria recente (O’BRIEN,
2006). Este efeito bifasico do etanol, € decorrente de sua acdo depressora em
diferentes regides encefélicas e sistemas de neurotransmissdo. Assim, 0 aumento
da atividade neuronal em algumas partes do sistema nervoso central, € ocasionada
por desinibicdo (AGUAYO et al., 2002; RANG; DALE, 2016).

Os receptores gabaérgicos (GABAa) constituem a mediacdo primaria da
neurotransmissao inibitéria. O etanol ao atuar como modulador alostérico positivo
desses receptores, aumenta a afinidade do &cido gama-aminobutirico (GABA) ao
seu receptor, aumentando a frequéncia de abertura e a corrente dos canais de
cloreto (REYNOLDS; PRASAD; MACDONALD, 1992; SANTHAKUMAR; WALLNER;
OTIS, 2007). O etanol também produz aumento da funcdo do receptor de glicina,
tanto por sua acado direta na subunidade a1 do receptor, quanto pelos efeitos
indiretos através da ativacéo da proteina quinase C (PKC) (RANG; DALE, 2016).
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Os efeitos excitatérios do glutamato séo inibidos pelo etanol, uma vez que, o
etanol promove alteragcbes na abertura dos receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, diminuindo a frequéncia e o tempo de abertura do canal, reduzindo,
consequentemente, o influxo de ions positivos nos neurdnios (PEOPLES;
STEWART, 2000; WRIGHT; PEOPLES; WEIGHT, 1996; ZHAO et al., 2006).

Outros efeitos produzidos pelo etanol podem ser mediados pela sua interacao
com receptores colinérgicos nicotinicos e serotoninérgicos (LOVINGER, 1999;
NARAHASHI et al., 1999; VENGELIENE et al., 2008). Neste ambito, dados da
literatura mostram que o aumento do consumo e preferéncia pelo etanol, envolve a
ativacao de receptores colinérgicos nicotinicos na area tegmental ventral e ainda
gue subtipos de receptores serotoninérgicos, como 0 5-HT1a e o0 5-HT3, tambéem
estédo envolvidos do comportamento de consumo dessa substéancia (GILPIN; KOOB,
2008).

Os canais id6nicos também séao alvo da acdo do etanol. O etanol reduz a
liberacdo de neurotransmissores em resposta a despolarizacdo dos terminais
nervosos ao inibir a abertura de canais de Ca?* voltagem dependente nos neurdnios.
Também reduz a excitabilidade neuronal ao ativar canais de K* ativados por proteina
G, assim como potencializa a atividade do canal de potassio ativado por calcio
(LOVINGER, 1999; NARAHASHI et al., 1999; VENGELIENE et al., 2008).

O etanol também altera direta ou indiretamente enzimas e proteinas
envolvidas na transducdo de sinal. Por exemplo, o etanol aumenta a atividade de
varias isoformas da adenilato ciclase, ocasionando aumento da producdo do AMP
ciclico e, consequentemente, maior atividade da proteina quinase A (PKA)
(O’'BRIEN, 2006). Além disso, em concentracdes sanguineas elevada, o etanol
pode promover alteracdo na composicao lipidica das membranas citoplasmaticas
(VENGELIENE et al., 2008).

A exposicdo cronica ao etanol promove alteracfes nesses sistemas de
neurotransmissao e também na fung¢éo neuronal, culminando no desenvolvimento da
tolerancia, sindrome de abstinéncia e uso compulsivo dessa substancia (GILPIN;
KOOB, 2008; VENGELIENE et al., 2008).

3 Transtornos associados ao uso de substancias
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As substancias psicoativas de abuso podem ser definidas como toda
substancia natural ou sintética que quando introduzida no organismo pode alterar o
funcionamento do sistema nervoso central, proporcionando experiéncias subjetivas
de prazer, com potencial de levar parte de seus usuarios a dependéncia (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

De acordo com a décima edicdo da Classificacdo Internacional de Doencas
(CID-10) trés padrdes de uso das substancias de abuso podem ser identificados:

1. uso ocasional: refere-se a manutencao de uso regular, ndo compulsivo e

gue nao interfere com as atividades habituais do individuo.

2. uso abusivo ou nocivo: caracterizado por um padrédo mal-adaptado de uso,

manifestado por consequéncias adversas recorrentes e significativas.

3. uso compulsivo ou dependéncia: caracterizado por um conjunto de sinais

e sintomas indicativos de que o individuo perdeu o controle do uso da
droga e o mantém a despeito das suas consequéncias adversas.

De acordo com o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH, do
inglés National Institute of Health), a dependéncia é uma desordem psiquiatrica
cronica e recorrente, que tem como caracteristica 0 uso e procura compulsiva pela
droga, apesar dos efeitos negativos decorrentes do uso. Outra caracteristica
importante da dependéncia é o surgimento de estados emocionais negativos
(disforia, ansiedade, irritabilidade) quando o acesso a substancia é limitado.

Na quinta edicdo do Manual de Diagndéstico e Estatistica da Sociedade
Americana de Psiquiatria (DSM-5), abuso e dependéncia foram reunidos em um
unico capitulo, intitulado “transtornos relacionados ao uso de substancias”, com
classificacdo de gravidade em trés niveis: leve (2-3 sintomas), moderado (4-5
sintomas) e grave (6 ou mais sintomas). Segundo a Sociedade Americana de
Psiquiatria, essa nova classificacdo possibilitou intervencfes preventivas e curativas
mais eficazes (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION APA, 2013).

De modo geral, o diagnéstico de um transtorno por uso de substancias
baseia-se em um padrdo problematico de uso da substancia, levando a
comprometimento ou sofrimento clinicamente significativo, manifestado por pelo
menos dois dos critérios apresentados na tabela 1, ocorrendo durante um periodo

de 12 meses:
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Tabela 1. Critérios diagndsticos do DSM-5 para transtornos relacionados ao uso de substancias.

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

2- Desejo persistente ou esforgos mal sucedidos no sentido de reduzir ou controlar o uso
da substancia.

3- Maior tempo gasto em atividades necessarias para a obtencéo da substancia, em sua
utilizacdo ou na recuperacao de seus efeitos.

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

5- Uso recorrente da substancia resultando em fracasso em cumprir obrigacdes
importantes.

6- Uso continuado da substancia apesar de problemas sociais ou interpessoais persistentes
ou recorrentes causados ou exacerbados pelos efeitos de seu uso.

7- Importantes atividades sociais, profissionais ou recreacionais sdo abandonadas ou
reduzidas em virtude do uso da substancia.

8- Uso recorrente da substancia em situagBes nas quais iSso representa perigo para a
integridade fisica.

9- O uso da substancia é mantido apesar da consciéncia de ter um problema fisico ou
psicolégico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado por ela.

10- Tolerancia (caracterizada pelo aumento do consumo ou diminuicdo do efeito da droga).

11- Sindrome de abstinéncia.

Fonte: Manual diagnéstico e estatitico de transtornos mentais (DSM), 52 ed., 2013.

4 Teorias neurobioldgicas da dependéncia

Algumas teorias neurobioldgicas foram propostas para explicar o
desenvolvimento da dependéncia de substancias de abuso. Apesar de possuirem
diferentes abordagens, as teorias apresentadas a seguir, sdo complementares e
contribuem para a compreensao de varios aspectos da dependéncia.

Nos primeiros estudos sistematicos com o objetivo de entender a
farmacodependéncia predominaram as investigacfes das consequéncias adversas
decorrentes da interrupcdo do uso das drogas. Esses estudos foram realizados com
opidides e etanol, substancias que apresentam tolerancia e sindrome de abstinéncia
marcantes, caracteristicas que definiram a dependéncia fisica (PLANETA; GRAEFF,
2012).
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A tolerancia é um estado adaptativo caracterizado pela diminuicdo da
resposta a administracdo da mesma quantidade da droga, ou seja, o individuo
aumenta a dose para obter o mesmo efeito farmacoldgico do inicio do uso. A
sindrome de abstinéncia reflete as neuroadaptacdes relacionadas ao
desenvolvimento da tolerancia e ocorre como consequéncia da interrupcéo do uso
da droga, apOs seu uso repetido. Ela é caracterizada por um conjunto de sinais e
sintomas (especificos para cada droga), geralmente opostos aos efeitos agudos da
substancia, que provocam desconforto intenso ao individuo (JAFFE et al., 1989;
OBRIEN, 2006). Com base nessas observacbes, foi proposto que individuos
dependentes mantinham o uso da droga para evitar o desconforto da retirada e,
dessa forma, a droga atuaria como refor¢cador negativo.

Porém, a teoria do reforco negativo apresentou algumas limitacbes. Por
exemplo, o tratamento da sindrome de abstinéncia é pouco eficaz no tratamento da
dependéncia. Além disso, muitos farmacos utilizados na terapéutica como 0s
antidepressivos e antipsicoticos, causam sindrome de abstinéncia, mas néo induzem
0 uso compulsivo. E ainda, o inicio do uso das drogas ocorre na auséncia da
sindrome de abstinéncia (WISE E BOZARTH, 1987; JAFFE, 1989; O’'BRIEN, 2006).

Posteriormente, Wise e Bozarth (1987) propuseram a teoria do reforco
positivo. De acordo com essa teoria, todas as substancias capazes de promover
dependéncia produziriam efeitos euforizantes e prazerosos responsaveis por
reforcar o comportamento de uso e busca pela droga. Esses efeitos seriam
decorrentes da acdo dessas substancias no mesmo substrato neurobiolégico, o
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, composto pela area tegmental ventral e
suas projecdes para o cortex pré-frontal e regides do sistema limbico, como o nucleo
acumbens, conforme ilustrado na figura 1 (KOOB, 2001; WISE; BOZARTH, 1987). A
ativacdo desse sistema resulta no aumento da liberacdo de dopamina no nucleo
acumbens, evento associado a euforia e sensacao subjetiva de prazer (WISE, 1978;
WISE; BOZARTH, 1987).
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Figura 1. Representacdo esquematica do sistema mesocorticolimbico no encéfalo humano
(esquerda) e de roedor (direita), destacando as projecGes dopaminérgicas oriundas da area
tegmental ventral (ATV) para o nucleo acumbens (NAc) e cortex pré-frontal (CPF). Fonte: adaptado
de (LAVIOLETTE; VAN DER KOOQOY, 2004).

A partir dessas observacdes, varios estudos demonstraram aumento da
liberagdo de dopamina no nucleo acumbens apds a administragcdo de nicotina,
cocaina, anfetamina, morfina, etanol e A%>-THC (CADONI; DI CHIARA, 2000; DI
CHIARA, 2000; DI CHIARA; IMPERATO, 1988; IMPERATO; MULAS; DI CHIARA,
1986; KIIANMAA et al., 1995; SCHILSTROM et al., 1998; TANDA; PONTIERI; DI
CHIARA, 1997).

Estudos indicam que o efeito reforcador do etanol no sistema
mesocorticolimbico ocorre devido ao blogueio dos receptores NMDA, localizados no
corpo celular dos interneurénios GABAérgicos na area tegmental ventral. Dessa
forma, a reducdo da inibicio GABAérgica sobre os neurbnios dopaminérgicos
resulta no aumento da liberacdo de dopamina no nucleo acumbens. Da mesma
forma, o alcool pode inibir a transmissdo GABAérgica na area tegmental ventral ao
se ligar aos receptores do tipo GABAa (GILPIN; KOOB, 2008).

Outras evidéncias sugerem que o0 etanol pode ativar 0s neurbnios
opioidérgicos da area tegmental ventral, que por sua vez, inibem os interneurdnios
GABAérgicos, intensificando a transmissdo dopaminérgica e aumentando a
liberacdo de dopamina no nucleo acumbens (GILPIN; KOOB, 2008). Além disso, a
administracdo de etanol pode ativar os receptores canabindides CB; e alterar a
liberagdo de dopamina, glutamato e GABA na via mesocorticolimbica. Neste sentido,

antagonistas dos receptores CB: podem bloquear o efeito do etanol no sistema
32



Aspectos Gerais

dopaminérgico (MALINEN; HYYTIA, 2008; SOLINAS; GOLDBERG; PIOMELLI,
2008; O'BRIEN, 2006).

Apesar dos estados afetivos hedobnicos proporcionados pelas substancias
psicoativas explicarem a experimentacdo e 0 uso ocasional, eles ndo explicam a
caracteristica principal da dependéncia: a perda do controle do uso da droga
(O’BRIEN, 2011).

Neste contexto, Robinson e Berridge (1993) propuseram que o desejo
compulsivo pela droga resultaria da sensibilizacdo de vias dopaminérgicas
mesolimbicas envolvidas com o incentivo motivacional e recompensa. De acordo
com esses autores, além de mediar as sensacdes hedbnicas, 0 sistema
dopaminérgico mesolimbico regularia o incentivo motivacional e a atencdo aos
estimulos ambientais relacionados ao uso da substancia. Com o0 uso repetido,
neuroplasticidades induzidas nas vias dopaminérgicas mesolimbicas pelo uso
prolongado das substancias de abusos resultariam no aumento da saliéncia
motivacional atribuida aos efeitos especificos da droga e dos estimulos a ela
associados. Assim, independentemente da propriedade de causar prazer, a droga e
os estimulos pareados a ela promoveriam desejo incontrolavel de usar a substancia
(fissura), capaz de controlar o comportamento. Essa teoria foi denominada
sensibilizacdo do incentivo (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2003).

A sensibilizacdo do incentivo decorre de plasticidades duradouras no sistema
mesocorticolimbico (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2003). Por exemplo, estudos
indicam que a administracdo repetida de etanol pode aumentar a neurotransmissao
glutamatérgica, assim como promover alteragbes duradouras nas sinapses
glutamatérgicas na via corticolimbica (RAO et al.,, 2015). Evidéncias da literatura
indicam que essas plasticidades estariam envolvidas no desenvolvimento da
sensibilizacdo e da dependéncia (BLANCO et al., 2014; VOLKOW et al., 2011).

Teorias mais recentes propde que a dependéncia a substancias de abuso
envolve comportamentos de aprendizado associativo (ANAGNOSTARAS;
ROBINSON, 1996; BADIANI; ROBINSON, 2004; EVERITT; ROBBINS, 2005;
VEZINA; LEYTON, 2009; WISE, 2004). Assim, o individuo ao fazer o uso de uma
droga de abuso, associa os efeitos intraceptivos fisicos e emocionais da droga aos

estimulos ambientais presentes no momento do uso. Com a exposi¢cdo continua,
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essas associacdes tornam-se bastante salientes, fazendo com que a simples
exposicdo do individuo ao contexto ou as dicas associadas ao uso da substancia,
seja capaz de desencadear a fissura, levando o usuario a recair ao uso da droga
(JAFFE et al., 1989; LUDWIG; STARK, 1974; O'BRIEN et al., 1992; SIEGEL, 1999).

Entretanto, um dos grandes desafios na area da dependéncia é compreender
como essas associacdes sao armazenadas no sistema nervoso central. Donald
Hebb, em 1949 propds que o aprendizado associativo e a memdria seriam
armazenados em um pequeno grupo de neurbnios, dispersamente distribuidos pelo
encéfalo e conectados entre si através de sinapses bem estruturadas (neuronal
ensembles) que, frente a um determinado estimulo, despolarizariam ao mesmo
tempo e na mesma intensidade, promovendo a evocacado da memoéria (HEBB, 1949).
Baseado nessas observacdes, o grupo de pesquisa coordenado pelo Dr. Bruce
Hope demonstrou que os aprendizados associativos envolvidos no desenvolvimento
da dependéncia também podem ser armazenados nos neuronal ensembles
(BOSSERT et al., 2011; CRUZ et al., 2013, 2014; FANOUS et al., 2013; KOYA et al.,
2009, 2012; RUBIO et al., 2015). Esses estudos promoveram um avang¢o na
compreensao das bases neurobiolégicas da dependéncia, indicando que as
neuroplasticidades decorrentes da administracdo repetida de drogas podem ocorrer
nesses grupos neuronais especificos, espalhados por diversas regides do encéfalo
(BOSSERT et al., 2011; CRUZ et al., 2013, 2014; FANOUS et al., 2013; KOYA et al.,
2009, 2012; MATTSON et al., 2008; RUBIO et al., 2015).

5 Procedimentos experiementais para o estudo da dependéncia

A utilizacdo de modelos animais que possam evidenciar alteracfes
comportamentais e moleculares relacionadas ao uso e a dependéncia de drogas é
fundamental para o avanco do conhecimento da neurobiologia da dependéncia
(CAPRIOLI et al., 2007).

O efeito reforcador positivo promovido pelas drogas de abuso tem sido
amplamente demonstrado em modelos experimentais baseados nos principios do
condicionamento classico (preferéncia condicionado por lugar) ou operante
(autoadministracéo) (CARBONI; VACCA, 2003; PANLILIO; GOLDBERG, 2007).
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O modelo de preferéncia condicionada por lugar (PCL) avalia a capacidade
reforcadora da droga pelo estabelecimento de associagbes entre os efeitos
hedbnicos da substancia e um ambiente especifico. Esse modelo € baseado no
condicionamento classico ou pavioviano e consiste da associacdo repetida da
administracdo da substancia de abuso com um ambiente, enquanto O outro
ambiente, de caracteristicas sensoriais distintas, é associado a administracdo do
veiculo (SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006). Dessa forma, estimulos sensoriais
distintos e inicialmente neutros, pareados alternadamente com estimulos
incondicionados, adquirem as caracteristicas dos estimulos incondicionados e se
transformam em estimulos condicionados (SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006).
Todas as substancias psicoativas que causam dependéncia em humanos, também
desenvolvem o comportamento de procura pelo ambiente associado com a
substancia psicoativa em roedores (ROBINSON; BERRIDGE, 2003). Neste sentido,
diversos estudos demonstraram que a administracéo de etanol, cocaina, anfetamina,
opidides e nicotina induz PCL (MOREIRA-SILVA et al., 2014; NOCJAR; MIDDAUGH,;
TAVERNETTI, 1999; SCHECHTER; CALCAGNETTI, 1998; TZSCHENTKE, 1998;
VASTOLA et al., 2002).

A autoadministracdo operante € um modelo que tém por caracteristica
principal o fato de que os préprios animais buscam e operam para receber a droga.
Evento que se assemelha a situacdo humana no aspecto da opc¢éo pelo uso e busca
pela substancia. Nesse modelo, o animal aprende a pressionar uma barra para
receber a droga, seja por via oral, intravenosa ou intracerebral. Cada resposta
operante é reforcada pelos efeitos da propria substancia de abuso (refor¢o positivo),
fazendo com que o animal busque a droga novamente. A autoadministracao
operante foi demonstrada para cocaina, heroina, etanol, anfetamina, nicotina e A°-
THC (AHMED; KOOB, 1999; DAI et al, 1989; GRANT; SAMSON, [s.d.];
KNACKSTEDT; KALIVAS, 2007; LEAO et al., 2013, 2015; ROTHMAN; BAUMANN,
2006; TANDA; MUNZAR; GOLDBERG, 2000).

Em roedores, a sensibilizagdo comportamental € caracterizada pelo aumento
gradual da atividade locomotora apds administracdes repetidas de uma substancia
de abuso. A correlacdo entre a sensibilizagdo do incentivo e 0 aumento progressivo

da atividade locomotora (sensibilizacdo locomotora) se d& devido ao
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compartilhamento das estruturas cerebrais que controlam a relevancia motivacional
e a atividade motora em roedores (BERRIDGE; ROBINSON; ALDRIDGE, 2009;
ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2003). A sensibilizacdo locomotora é considerada
um modelo robusto, que indica a presenca de plasticidades duradouras no sistema
mesocorticolimbico relacionadas a diferentes aspectos comportamentais da
dependéncia de drogas (BLANCO et al., 2014; ROBINSON; BERRIDGE, 1993,
2003; VOLKOW et al., 2011). Ela j& foi demonstrada para cocaina, anfetamina,
morfina, etanol, nicotina e A°THC (AIZENSTEIN; SEGAL; KUCZENSKI, 1990; BAHI;
DREYER, 2012; CADONI et al.,, 2001; CADONI; DI CHIARA, 2000; CRUZ;
DELUCIA; PLANETA, 2005; MARIN; CRUZ; PLANETA, 2008; MARIN; PLANETA,
2004; MOHAMED; EL-MAS; ABDEL-RAHMAN, 1999; MORAIS-SILVA; FERREIRA-
SANTOS; MARIN, 2016).

Todos os fatores que promovem a fissura e a recaida em humanos, também
tem a capacidade de reinstalar a busca de drogas em animais de laboratorio
(BROWN et al., 1995; JAFFE et al., 1989; LUDWIG; STARK, 1974; O’'BRIEN et al.,
1992; SINHA, 2001). Neste sentido, o modelo pavloviano conhecido como ABA
renewal tem sido amplamente utilizado para avaliar a reinstalacdo da
autoadministracdo operante de drogas induzida pelo contexto (BOUTON, 1993;
BOUTON; KING, 1983; BOUTON; RICKER, 1994; CROMBAG; SHAHAM, 2002).
Neste procedimento, 0s animais séo treinados a autoadministrarem uma substancia
de abuso em um ambiente (contexto-droga), em seguida, esse comportamento é
extinto em um ambiente distinto (contexto-sem droga), que se difere do contexto-
droga em termos tateis e visuais e sonoros. Subsequentemente, a capacidade do
ambiente em reinstalar a busca por uma substancia € avaliada através da exposicao
dos animais ao contexto onde eles foram treinados a autoadministra-la (contexto-
droga) (BOSSERT et al., 2013; FUCHS et al.,, 1998; MARCHANT et al., 2015;
SHAHAM et al., 2003). Este modelo ja foi utilizado para investigar a influéncia do
ambiente na recaida a diferentes drogas, como a cocaina, a heroina e o etanol
(BOSSERT et al., 2011; CRUZ et al., 2014; FANOUS et al., 2012; MARCHANT et al.,
2013).

A alta taxa de recaida nos individuos dependentes do etanol continua sendo o
desafio central no tratamento do alcoolismo (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011; HEINZ
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et al., 2010; VENGELIENE et al., 2008). Neste contexto, a exposicdo a estimulos
ambientais associados ao uso do etanol, € considerado um fator desencadiador
importante da fissura (humanos) e da busca pela droga (ndo humanos) (HEINZ et
al., 2010; LUDWIG; STARK, 1974; LUDWIG; WIKLER, 1974; STAIGER; WHITE,
1991). Com o objetivo de contribuir para a compreensdo dos circuitos neurais
envolvidos na recaida do etanol induzida pela exposicao ao ambiente, investigamos
a participacao de regides corticais e limbicas e de suas projecfes na reinstalacdo da
autoadministracdo de etanol induzida pelo contexto. O aprofundamento da
fundamentacao tedrica e os resultados dessas investigacdes estdo descritas no
Capitulo 1.

Outro aspecto fundamental para entender os problemas relacionados ao uso
de etanol é a investigacdo dos mecanismos neurais envolvidos nas
neuroplasticidades associadas ao desenvolvimento da dependéncia (GILPIN;
KOOB, 2008; VENGELIENE et al., 2008). Neste sentido, estudos recentes tem
demonstrado que o efeito sinaptogénico da proteina matricelular Hevin pode
promover neuroplasticidades no estriado, modulando as propriedades reforcadoras e
a sensibilizacdo locomotora induzida pelo uso de drogas, como a cocaina (JONES;
BOUVIER, 2014; KUCUKDERELI et al., 2011; MONGREDIEN et al., 2017; VIALOU
et al., 2010). Entretanto, nenhum estudo investigou o papel dessa proteina nas
propriedades reforcadoras e na sensibilizacdo locomotora induzida pelo etanol. No
Capitulo 2, apresentamos a base teorica e os resultados da investigacdo do papel
da Hevin nos comportamentos de consumo de etanol, preferéncia condicionada por
lugar e sensibilizacdo locomotora, ap0s a exposicdo repetida ao etanol. Essas
atividades foram desenvolvidas no departamento de Neurociéncia Paris Seine (NPS)
da Université Pierre et Marie Curie sob a orientacdo do Dr. Vincent Vialou, durante o
desenvolvimento do doutorado sanduiche pelo Programa de Doutorado Sanduiche
no Exterior (PDSE/CAPES).
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“O progresso depende de nosso cérebro. A parte mais importante do nosso cérebro, o
neocortex, deve ser usada para ajudar os outros e ndo apenas para fazer descobertas”.

(Rita Levi-Montalcini)
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Participacao do cortex pré-frontal e do nacleo acumbens na
reinstalacao da autoadministracao de etanol induzida pelo
contexto
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1.1 Recaida

A dependéncia de etanol é caracterizada por altas taxas de recaida, fato
que dificulta o sucesso no tratamento do alcoolismo (FOX et al., 2007; SEO;
SINHA, 2014; SINHA et al., 2009). A recaida pode ser definida como a
retomada do uso da droga apds longa série de respostas mal-adaptadas frente
a estimulos ou fatores estressores, externos ou internos (MARLATT, 1996).
Mesmo apds periodos prolongados de abstinéncia, a exposicdo a estimulos
associados ao uso da droga, fatores estressantes ou o proprio uso de
pequenas quantidades da substancia, podem desencadear forte desejo pela
droga (fissura), aumentando a probabilidade de reicidiva ao uso dessa
substancia (SINHA; LI, 2007).

O ambiente associado ao uso da droga € um fator desencadeador
importante na retomada do uso. Evidéncias da literatura demonstram que
estimulos ambientais associados ao uso de drogas sdo capazes de evocar
expectativa em relagédo a disponibilidade da droga e memarias associadas aos
efeitos euforizantes promovidos por essas substancias (EVERITT; ROBBINS,
2005; WEISS, 2005). As respostas condicionadas a esses estimulos podem
ainda, ativar os mecanismos de recompensa encefélicos, promovendo a
manutencdo do consumo da droga, a evocacdo da fissura durante a
abstinéncia e a precipitacdo da recaida (KENNY; KOOB; MARKOU, 2003;
WEISS, 2005). Neste sentido, um estudo clinico demostrou que 34% das
recaidas em usuarios de crack foram desencadeadas pela exposicdo desses
individuos a estimulos relacionados ao uso dessa droga (WALLACE, 1989).
Além disso, usuarios de cocaina relataram aumento do desejo de usar a droga
guando expostos a imagens e sons associados ao uso dessa substancia
(GARAVAN et al., 2000; KILGUS; PUMARIEGA, 1994; MODESTO-LOWE et
al., 1997).

Em relacdo ao etanol, observacdes clinicas relatam que 80 a 95% dos
alcoolistas recaem durante o tratamento da dependéncia, sendo a exposi¢ao
do individuo a dicas ambientais, um dos principais fatores desencadeadores da
recaida ao consumo da droga (BOOTHBY; DOERING, 2005; LUDWIG;
STARK, 1974; LUDWIG; WIKLER, 1974, MCCUSKER; BROWN, 1991;
MILLER; SANCHEZ-CRAIG, 1996; MONTI et al., 1993). Neste contexto,
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estudos demonstram que a exposicdo a lugares, pessoas ou pistas
previamente associadas ao uso de bebidas alcodlicas, evocam o desejo de
usar a droga (fissura) e frequentemente promovem recaida em pacientes
abstinentes (COLLINS; BRANDON, 2002; MODESTO-LOWE et al., 1997;
O’BRIEN et al., 1992; STAIGER; WHITE, 1991).

Essas evidéncias demonstram que comportamentos de aprendizado
associativo e memoria estdo presentes no desenvolvimento da dependéncia e
na recaida ao uso das substancias de abuso (VEZINA; LEYTON, 2009; WISE,
2004).

Em 1981, Wit e Stewart (1981) relataram que a injecédo Unica de cocaina
Oou a exposicao a dicas pareadas a autoadministracao da droga, reinstalavam o
comportamento de respostas na barra, apés a extingdo da autoadministracao
dessa substadncia em animais de laboratério (DE WIT; STEWART, 1981).
Baseados nestas evidéncias e em estudos anteriores, Wit e Stewart validaram
o modelo de reinstalacdo, que poderia ser utilizado para estudar os fatores
envolvidos na recaida ao uso de substancias (STEWART; DE WIT, 1987). No
modelo proposto, a reinstalacdo da busca pela droga, referia-se a retomada do
comportamento de autoadministracdo operante, por meio da exposicdo a
prépria droga ou a estimulos (estressores ou associados a administracdo da
droga), apés a extingao desse comportamento (STEWART; DE WIT, 1987).

O modelo de reinstalacdo da autoadminstracdo é considerado bastante
preditivo, pois os fatores que restabelecem a busca de drogas em animais de
laboratorio, também promovem a fissura e a recaida em humanos (BROWN et
al., 1995; JAFFE et al., 1989; LUDWIG; STARK, 1974; O’'BRIEN et al., 1992;
SINHA, 2001).

Ao longo do tempo, baseados no modelo proposto por Wit e Stewart
(1981), outros modelos foram desenvolvidos para se investigar oS mecanismos
neurobiologicos envolvidos na recaida induzida por estimulos ambientais
previamente pareados ao uso de drogas (CROMBAG et al., 2008; EPSTEIN et
al., 2006; SHAHAM et al., 2003). Dentre estes modelos, destacam-se: o
modelo de reinstalacéo por dicas (discretas ou discriminativas), do inglés cue-
induced (CHILDRESS et al., 1993; PERRY et al., 2014; SEE, 2002) e o modelo

de reinstalacdo pelo contexto (context-induced, em inglés) (BOSSERT et al.,
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2013; CROMBAG et al., 2008; CROMBAG; SHAHAM, 2002; SHAHAM et al.,
2003).

O modelo de reinstalacdo da autoadministracdo de drogas induzida pelo
contexto € conhecido como ABA renewal (BOUTON; KING, 1983; BOUTON;
RICKER, 1994; CROMBAG; SHAHAM, 2002). Neste modelo, as dicas
discretas (luz e som pareados com o recebimento do refor¢co) estdo presentes
em todas as fases do protocolo (treino, extincdo e teste), permitindo que
apenas o0s estimulos associados ao contexto promovam a reinstalacdo do
comportamento. Dessa forma, o contexto modelaria o local de uso da droga,
por exemplo, bares, boates ou outros ambientes nos quais as drogas sao
consumidas.

Neste procedimento, roedores sdo treinados a autoadministrarem uma
substéancia de abuso em um determinado contexto (Contexto A). Ao longo das
sessOes de autoadministracdo, o efeito reforcador da droga € pareado aos
aspectos visuais, tateis e sonoros deste contexto, que adquirem propriedades
condicionadas. Em seguida, esse comportamento € extinto em um contexto
com aspectos distintos do anterior (Contexto B), no qual os animais deixam de
receber a substancia de abuso. Quando os animais sdo expostos ao Contexto
A (na auséncia da droga), as respostas na barra ativa retornam, ou seja, 0s
animais reinstalam a busca pela substancia (BOUTON; KING, 1983; BOUTON;
SWARTZENTRUBER, 1991). Dessa forma, estimulos previamente neutros
adquirem propriedade de reforco condicionado que desencadeiam a busca por
drogas (CROMBAG et al., 2008).

Através da utilizagcdo do modelo ABA renewal, Bossert e colaboradores
(2011) demonstraram que a exposi¢do ao contexto previamente associado a
autoadministracdo de heroina foi capaz de reinstalar o comportamento de
busca por essa substancia (BOSSERT et al., 2011). Do mesmo modo, Cruz et
al. (2014), mostraram que a procura por cocaina foi restabelecida apos a
exposicao dos animais ao contexto previamente pareado a autoadministracéo
dessa droga.

Burattini e colaboradores (2006) foram os primeiros a demonstrar, no
modelo ABA renewal, que a exposicdo ao contexto associado a
autoadministracao de etanol era capaz de restabelecer a busca pelo etanol em
ratos (ZIRONI et al., 2006). Desde entéo, diversos pesquisadores tém utilizado
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esse modelo para investigar os mecanismos neurobiolégicos da recaida ao
uso de etanol desencadeada pelo ambiente (CHAUDHRI; SAHUQUE; JANAK,
2009; GEORGE; HOPE, 2017; MARCHANT et al., 2013; PALOMBO et al.,
2017; WILLCOCKS; MCNALLY, 2013).

Esse modelo também pode ser utilizado para estudar as possiveis
difirencas entre machos e fémeas durante o treino da autoadministracéo,
extincdo e reinstalacdo da busca de etanol, uma vez que, essas evidéncias
ainda sdo escassas e controversas na literatura (BECKER; KOOB, 2016;
BERTHOLOMEY; NAGARAJAN; TORREGROSSA, 2016; RANDALL;
STEWART; BESHEER, 2017). Neste sentido, Randall e colaboradores (2017)
mostraram que ratos e ratas apresentaram nimero de respostas na barra ativa
semelhante durante o teste de reinstalacdo da busca de etanol induzida por
dicas discretas. Entretanto, quando o etanol foi disponibilizado, ap6s a
extincdo, os machos apresentaram maior nimero de respostas do que as
fémeas (RANDALL; STEWART; BESHEER, 2017). Outro estudo mostrou que
ratas adultas, mas ndo ratos, quando expostos cronicamente a corticosterona
na adolescéncia, exibiram maior reinstalacdo da busca do etanol induzida por
dicas discretas (BERTHOLOMEY; NAGARAJAN; TORREGROSSA, 2016).
Contudo, nenhum estudo avaliou as respostas de ratos e ratas na reinstalacao

da autoadministragéo de etanol induzida pelo contexto.

1.2 Participacdo dos neuronal ensembles na recaida ao uso de
drogas

As associagOes contextuais relacionadas ao uso de drogas séo
combinacdes complexas de diferentes estimulos (visuais, tateis, sonoros,
sensoriais e interoceptivos) e por isso a capacidade de armazenamento e de
reconhecimento desse tipo de aprendizado associativo exige alto grau de
discriminacédo neuronal (CRUZ et al., 2013; CRUZ; JAVIER RUBIO; HOPE,
2015).

Em 1909, Richard Semon propds que os aprendizados associativos
induziam alteragbes estruturais e moleculares nos neurénios, particularmente
nas sinapses, de maneira robusta e persistentes. Essas alteracées seriam
responsaveis pela formacao dos tracos de memoria (engramas), que quando
ativados promoveriam a evocagdo da mesma (PAVAO, 2014).
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Essa observacgao foi posteriormente ampliada pela teoria dos neuronal
ensembles proposta por Donald Hebb, que sugeriu que os aprendizados
associativos seriam mediados por grupos neurais especificos, distribuidos pelo
encéfalo e conectados entre si por meio de sinapses fortes. Com o avanco das
técnicas moleculares e da neurociéncia, foi possivel observar que o0s
engramas, responsaveis pelo armazenamento e evocacao de uma determinada
memoria, estavam representados nesses circuitos neurais propostos por Hebb,
funcionando de maneira cooperativa nas diversas regides encefélicas
(NICOLELIS; FANSELOW; GHAZANFAR, 1997; PAVAO, 2014; SCHWINDEL;
MCNAUGHTON, 2011; TONEGAWA; MORRISSEY; KITAMURA, 2018).
Portanto, as plasticidades sinapticas nesses grupos neurais especificos
reforgcariam a comunicéo entre as regioes.

Estudos recentes tém demonstrado a participacdo desses conjuntos
neuronais especificos na reinstalacao da busca por drogas (BOSSERT et al.,
2011; CRUZ et al., 2013, 2014; FANOUS et al., 2012; GEORGE; HOPE, 2017).
Por exemplo, Cruz, et al. (2014) demonstraram que apenas 3,4% dos
neurbnios do ndcleo accumbens foram ativados durante a reinstalacdo da
autoadministracao de cocaina induzida pelo contexto, e que a inibicdo seletiva
desses neurbnios atenuou a reinstalacdo desse comportamento. Essas
evidéncias tem colaborado com o entendimento de como o0s animais
respondem especificamente aos estimulos associados as drogas, em oposicdo
aos estimulos ndo pareados, evocando respostas aprendidas, altamente
especificas e dirigidas ao objetivo (GEORGE; HOPE, 2017).

1.3 Circuitos neurais envolvidos na recaida

Os comportamentos associativos relacionados ao uso de drogas
parecem envolver a participacdo de diversas regides encefalicas (AMBROGGI
et al., 2011; BOSSERT et al., 2013; LASSETER et al., 2010; MARCHANT et
al.,, 2015; SCHOENBAUM; SHAHAM, 2008). Por exemplo, estudos
demonstraram que estimulos ambientais (contexto, luzes, odor e sons)
associados a administracdo de drogas e aos efeitos promovidos por essas
substancias, ativam grupos neurais especificos em regiées como o cortex pré-
frontal, hipocampo e amidala (BOSSERT et al., 2011; FANOUS et al., 2012;
GEORGE; HOPE, 2017; MARCHANT; HAMLIN; MCNALLY, 2009). Essas
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regides enviam projecdes glutamatérgicas que convergem ao nucleo acumbens
(MCFARLAND; LAPISH; KALIVAS, 2003; MCLAUGHLIN; SEE, 2003;
STEFANIK et al., 2013; STEFANIK; KALIVAS, 2013; STEFANIK; KUPCHIK;
KALIVAS, 2016; SUN; REBEC, 2003). No nucleo acumbens, essas projecdes
ativam seletivamente pequenos grupos neurais (CRUZ et al., 2014). Os sinais
excitatérios no ndacleo acumbens podem ainda, ser modulados por projecdes
dopaminérgicas provenientes da éarea tegmental ventral, aumentando a
saliéncia aos estimulos associados ao uso (figura 2) (BOLAM et al., 2000;
JONES et al.,, 2010; NICOLA; SURMEIER; MALENKA, 2000; PENNARTZ;
GROENEWEGEN; LOPES DA SILVA, 1994; SESACK; GRACE, 2010).

Via glutamatérgica

b
>

Via dopaminérgica

Figura 2. Regibes encefalicas envolvidas nos comportamentos associativos relacionados ao
uso de drogas e suas conexdes. CPF (cortex pré-frontal), NAc (nlcleo acumbens) e ATV (area
tegmental ventral). Fonte: adaptado de (GARDONI; BELLONE, 2015).

Estudos clinicos mostraram que a fissura reportada por individuos
dependentes, quando expostos a dicas associadas ao uso da droga, estava
relacionada a maior atividade metabolica no cortex pré-frontal (BONSON et al.,
2002; BREITER et al.,, 1997; GARAVAN et al., 2000; GRANT et al., 1996;
SINHA; LI, 2007). Outros estudos, também sugerem que alteracdes estruturais,

fisiologicas e funcionais no cortex pré-frontal facilitam a evocacao da fissura e a
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busca pelas drogas (EHRMAN et al., 1992; FOLTIN; HANEY, 2000;
ROHSENOW et al., 2007).

Em roedores, o cortex pré-frontal € formado por diversas sub-regides,
incluindo o cortex cingulado anterior, pré-limbico, infralimbico e orbitofrontal,
que podem executar funcbes distintas devido as suas conexdes especificas
(LASSETER et al., 2010). Com excecdo do cortex orbitofrontal, as demais
regidbes formam o coértex pré-frontal medial (EUSTON; GRUBER,;
MCNAUGHTON, 2013; HEIDBREDER; GROENEWEGEN, 2003; MOORMAN
et al., 2015), que em humanos é dividido em porcédo dorsal e ventral, baseado
em suas funcbes e conectividade (BICKS et al.,, 2015; GASS; CHANDLER,
2013). O cortex pré-limbico e infralimbico de roedores corresponderiam a areas
especificas da porcao dorsal e ventral, respectivamente, do cértex pré-frontal
medial de humanos (BICKS et al., 2015; GASS; CHANDLER, 2013).

O cortex pré-frontal medial desempenha funcdo importante nos
processos de tomada de decisdo (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON,
2013). Entretanto, o uso repetido de drogas pode promover alteragcbes na
atividade dessa regido, diminuindo sua ac¢dao inibitéria sobre o comportamento
de busca por drogas (BELIN et al., 2013; HAMPTON; BOSSAERTS;
O’'DOHERTY, 2006; URRY et al., 2006).

Estudos de neuroimagem mostraram que dicas relacionadas ao
consumo de etanol aumentaram a ativacdo do cértex pré-frontal medial de
alcoolistas (BUHLER; MANN, 2011). No mesmo sentido, estudos imuno-
histoquimicos e funcionais sugerem a participacdo do cortex pré-frontal medial
na reinstalacdo do comportamento de busca por drogas (BOSSERT et al.,
2011; PALOMBO et al., 2017; PETERS; KALIVAS; QUIRK, 2009; VAN DEN
OEVER et al.,, 2010). Por exemplo, foi demonstrado que a inativacao
farmacolégica do coOtex pré-limbico atenuou a reinstalacdo da
autoadministracdo de cocaina induzida pelo contexto (FUCHS et al., 2005).
Recentemente, dados do nosso laboratorio demonstraram que a inativacao
farmacoldgica dessa regidao atenuou a reinstalacéo da busca de etanol induzida
pelo contexto (PALOMBO et al., 2017). Além disso, Willcocks e McNally (2013)
demonstram que a inativagdo do coértex pré-frontal dorsomedial diminuiu a
reinstalacdo do comportamento de busca por cervejas alcodlicas

desencadeada pelo contexto.
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Estudos de neuroimagem em humanos também mostraram que 0 uso
compulsivo de drogas e a recaida, sdo mediados, pelo menos em parte, por
plasticidades promovidas pelas drogas no coértex orbitofrontal (LONDON et al.,
2000). Evidéncias em roedores, mostraram que a busca por cocaina ou
heroina induzida por dicas ambientais foi acompanhada pelo aumento de
marcadores de ativacdo neuronal nessa regido (FANOUS et al.,, 2012;
MORGAN; CURRAN, 1991; THOMAS; ARROYO; EVERITT, 2003). Além
disso, foi demonstrado, em ratos, que a inativacdo reversivel do coértex
orbitofrontal diminui a reinstalacdo da autoadministracdo de cocaina e heroina
induzida por dicas ambientais (FANOUS et al., 2012; FUCHS, 2004,
LASSETER et al., 2009).

No mesmo sentido, estudos pré-clinicos também demonstram a
participacdo do cortex orbitofrontal nos comportamentos relacionados a
dependéncia de etanol. Por exemplo, Jupp et al. (2011) mostraram maior
expressdo de Fos no cortex orbitofrontal durante a reinstalacdo da busca de
etanol induzida por dicas discretas. Outro estudo, observou aumento da
expressao de delta-FosB (uma molécula que estudos sugerem estar envolvida
na transicdo para a dependéncia) no cortex orbitofrontal de ratos cronicamente
tratados com etanol (WATANABE et al., 2009). Entretanto, até o momento,
nenhum estudo investigou a participacdo funcional do cortex orbitofrontal na
reinstalagéo do etanol induzida pelo contexto.

E bem descrito na literatura, que o ndcleo acumbens exerce funcdo
importante nos processos de recompensa e de associacdo aos estimulos
condicionados ao uso de drogas (CHAUDHRI et al., 2010a; CORBIT; MUIR;
BALLEINE, 2001; KATNER; WEISS, 1999; NICOLA, 2007). Por exemplo,
estudos de neuroimagem em alcoolistas, mostraram que o0 aumento da
atividade do nucleo acumbens estava relacionada a fissura e a recompensa
promovida pelo uso de etanol (GRUSSER et al., 2004; HEINZ et al., 2004).

A participacdo do nucleo acumbens também tem sido demonstrada nos
modelos de reinstalagdo da autoadministragdo de drogas induzida por
estimulos ambientais (CRUZ et al., 2014; DAYAS et al., 2007; STEFANIK;
KUPCHIK; KALIVAS, 2016; XIE et al., 2012). Por exemplo, Cruz e
colaboradores (2014) demonstraram que a inativagdo do nucleo acumbens
atenuou a reinstalagdo da autoadministracdo de cocaina induzida pelo
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contexto. Resultados similares foram observados por Xie et al. (2012), estes
autores demonstraram que o bloqueio da transmisséo glutamatérgica no centro
e na concha do nucleo acumbens atenuou a reinstalacdo da autoadministracéo
de cocaina induzida pelo contexto.

Ainda neste contexto, Dayas et al. (2007) observaram que exposicédo a
dicas discriminativas associadas a autoadministracdo de etanol aumentou o
namero de células positivas para Fos tanto na concha como no centro do
ndcleo acumbens. Além disso, Chaudhri e colabordores mostraram que a
administracdo de baclofen+muscimol ou de um antagonista do receptor
dopaminérgico D1, no centro e na concha do nucleo acumbens, reduziu a
reinstalacdo da busca por etanol induzida pelo contexto (CHAUDHRI et al.,
2010a; CHAUDHRI; SAHUQUE; JANAK, 2009).

Apesar de varios estudos terem investigado, separadamente, a
importancia de algumas regifes corticais e estriatais sobre 0 comportamento
de reinstalacdo de busca de drogas induzido por estimulos ambientais, até o
presente momento, nenhum estudo investigou a participacdo das projecdes
corticoestriatal na reinstalagdo do comportamento de busca ao etanol
desencadeada pelo contexto.

Diante das evidéncias apontadas acima, nossa hipotese foi que o cortex
orbitofrontal, o cortex pré-limbico e o nidcleo acumbens, assim como as
projecdes entre essas regides estariam envolvidas na reinstalacédo da busca do

etanol induzida pelo contexto.
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2 Objetivos
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2.1 Objetivo geral
O presente estudo teve como objetivo investigar a participacdo do cortéx
pré-limbico e orbitofrontal, do ndcleo acumbens e das projecdes
corticoestriatais na reinstalagédo da autoadministracdo de etanol induzida pelo
contexto previamente pareado a administracdo dessa substancia.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar as diferencas entre ratos e ratas no protocolo de reinstalacéo
da autoadministragéo de etanol induzida pelo ambiente.

- Identificar o envolvimento de regifes corticais (cértex pré-limbico e
orbitofrontal) e do nucleo acumbens (centro e concha) na reinstalacdo da
autoadministragéo de etanol induzida pelo contexto.

- Quantificar a porcentagem de neuronal ensembles no coértex pré-
limbico, orbitofrontal e nicleo acumbens (centro e concha) envolvidos na
reinstalacdo da autoadministracdo de etanol induzida pela exposicdo ao
contexto.

- Avaliar funcionalmente a participacao do cortex orbitofrontal e do centro
do nucleo acumbens no comportamento de reinstalacdo da autoadministracao
de etanol induzida pela exposicdo ao contexto.

- ldentificar a participacdo de projecBes corticais (orbitofrontal e pré-
limbica) para o0 centro do nucleo acumbens na reinstalacdo da

autoadministracao de etanol induzida pelo contexto.
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3 Materiais e métodos
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos e ratas Long-Evans (200-300 g) provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP do
Campus de Araraquara. Os animais foram transferidos para o biotério do
laboratério de Quimica Medicinal e Computacional do Instituto de Fisica de Sao
Carlos na Universidade de Sao Paulo (IFSC-USP), no minimo 7 dias antes do
inicio dos experimentos. Eles foram agrupados (n=4) em gaiolas de plastico,
com 32 x 40 x 16 cm, e mantidos em condi¢cdes controladas de umidade e
temperatura (23+2 °C). Foram expostos ao ciclo claro-escuro invertido (ciclo
12/12 horas, luzes acesas as 19h) e tiveram livre acesso a alimento e agua. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
do Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade de Sao Paulo-IFSC-USP
(CEUA/IFSC n° 01/2015). Para o ultimo experimento deste capitulo, foram
utilizados ratos Long-Evans machos (250g) provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME). Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de
Farmacologia da UNIFESP - Campus de S&o Paulo, no minimo 7 dias antes do
inicio dos experimentos, e foram mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da UNIFESP (CEUA/1592270616). Todos 0s experimentos
foram conduzidos seguindo os principios do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2 Substéancias

- Sacarina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluida em agua na
concentracdo de 0,2% e 0,05% (p/v).

- Etanol (EtOH; Sigma-Aldrich, 96% v/v, St. Louis, MO, EUA) diluido em
solucéo de sacarina ou agua nas concentracdes de 10% ou 20% (p/v).

- Megluminato de flunixina (Schering-Plough) dissolvido em solucéo
salina (NaCl 0,9 %) na concentragdo de 0,5 mg ml~ 1.

- Muscimol e Baclofen (Tocris; concentracdo 0,06 mM + 0,6 mM),

dissolvidos em salina (NaCl 0,9 %).
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- Estreptomicina e penicilina poliantibidtica (Pentabiotico®, Fort-Dogde,
Brasil) dissolvidas em soro fisiologico estéril (NaCl 0,9 %) na concentracdo de
560 mg ml~ 1.

- Tribromoetanol (Sigma-Aldrich) dissolvido em solucdo salina (NacCl

0,9%) na concentracéo de 2,5 mg em 100 ml.

3.3 Caixa de autoadministracéo operante

Foram utilizadas caixas operantes de autoadministracdo (Med
Associates®, St. Albans, VT, EUA). Cada caixa possui duas barras localizadas
9 cm acima do piso e lateralmente distantes (4,5 cm) do bebedouro central. As
pressbes na barra ativa (retrati) acionam uma bomba de infusdo
(Razel,Stamford®, CT, EUA), liberando a solugcdo de interesse no bebedouro
central. As pressdes na barra inativa (ndo retratil) ndo resulta em nenhuma
consequéncia programada. O registro das respostas operantes e subsequente
disponibilidade da solucdo sédo controlados pelo programa MED _PC 1V,
instalado no computador que se conecta as interfaces das caixas operantes. As
caixas ficam individualmente alocadas dentro de armérios de isolamento
acustico feitos de madeira, com o objetivo de minimizar possiveis distarbios

ambientais (figura 3).

Figura 3. Caixa de autoadministracio operante (Med Associates®, St. Albans, VT, EUA).
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Foram estabelecidos dois contextos para os testes comportamentais, o
Contexto A (treino da autoadministracéo de etanol) e o Contexto B (extincdo da
autoadministracdo de etanol), sendo eles contrabalanceados. Os contextos
diferiam um do outro em relacdo a largura da grade do piso (estreita/larga),
iluminacdo teto (luz branca/vermelha), ruido de fundo (ventilador
ligado/desligado) e outros sinais visuais (adesivos presentes/ausentes; portas
de armarios abertas/fechadas). Esse protocolo foi adaptado de Marchant et al.
(2013).

3.4 Procedimento comportamental

O protocolo comportamental foi constituido de quatro fases: 1) teste de
livre-escolha entre duas garrafas (5 dias); 2) treino da autoadiministracao
operante (18 sessOes); 3) extingdo (10 sessoOes); 4) teste de reinstalacdo da
busca de etanol induzida pelo contexto (1 sesséo).

A sequéncia experimental foi: a) gaiola-moradia (consumo de solucéo de
etanol na garrafa); b) Contexto A (treino da autoadministracdo operante); c)
Contexto B (extingéo); d) Contextos A e B (teste), conforme ilustrado na figura
4.
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Figura 4. Representagdo esquematica do protocolo experimental e suas fases: A) livre-escolha
entre duas garrafas; B) treino; C) extingcdo e D) teste.
3.4.1 Livre-escolha entre duas garrafas
Para que os animais se habituassem ao gosto do etanol eles foram
expostos ao paradigma de livre-escolha entre duas garrafas, no qual eles
tinham acesso a uma garrafa de agua e outra garrafa de solucdo de etanol
20%, por um periodo de 24 horas durante 5 dias consecutivos na gaiola-

moradia.

3.4.2 Treino da autoadministracéo de etanol
Todas as sessdes de treino da autoadministragédo foram realizadas no
Contexto A. A resposta na barra ativa resultava no acionamento de dicas
discriminativas por 2 s (luz branca de 7,5 W e som de intensidade de 2900 Hz e
20 dB), além da ativacédo da bomba de infuséo e liberacao de 0,1 ml do reforgo

no bebedouro central. Em seguida, a barra ativa tornava-se inativa por um
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periodo de 10 s (time-out). As respostas na barra inativa ndo tinham
consequéncias programadas.

O inicio de cada sesséao era sinalizado pelo acionamento da luz do teto e
insergéo da barra ativa no painel da caixa.

Para a aquisicdo do comportamento de autoadministracdo, realizamos
sessOes diarias de 1 h em esquema de refor¢co de razéo fixa 1 (RF-1). Nas 3
primeiras sessbes, os ratos foram treinados a pressionarem a barra para
receberem solucdo de sacarina 0,2%. Em seguida, passaram por 2 sessoes
nas quais as respostas eram reforcadas com solugdo de sacarina 0,2 % +
etanol 10 % e outras 2 sessdes reforcadas com solucdo de sacarina 0,05 % +
etanol 10 %. Por fim, foram realizadas 6 sess6es de 1 h em que cada pressao
na barra ativa foi reforcada com uma solugcédo contendo apenas etanol 10%.
AplGs as sessbes de treino em RF-1, os animais foram treinados a
pressionarem a barra para receberem o reforco (solucdo de etanol 10%) em
intervalo variavel de 30 segundos (IV-30 s) por 5 sessdes de 1 h. Nesse
esquema de reforco, a barra ativa (ap0s a liberacao de um reforco), tornava-se
inativa em intervalos variados de 1 a 59 segundos. Esse intervalo foi

introduzido para aumentar o nimero de respostas na barra ativa.

3.4.3 Extingao das respostas na barra ativa
A fase de extingédo foi realizada no Contexto B. Utilizamos o mesmo
protocolo de 1V-30 s aplicado na ultima etapa do treino. A resposta na barra
ativa resultava na apresentacdo das dicas discriminativas utilizadas no treino
(som, luz e ativacdo da bomba), entretanto ndo havia liberacdo de nenhum
reforco no bebedouro. As respostas nas barras ativas foram consideradas
extintas quando os ratos pressionaram a barra menos de 25 % em relagédo a

média de respostas apresentadas no treino em IV-30 s.

3.4.4 Teste de reinstalacéo induzida pelo contexto
O teste foi realizado 24 horas apds a Ultima sessdo de extingdo e
constituiu na avaliagdo do comportamento de busca pelo etanol (pressbes nas
barras ativas, nos mesmos parametros utilizados na extingéo). A sessao teste

foi realizada tanto no Contexto A, como no Contexto B, e teve a duracéo de 30
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minutos. Durante o teste, a pressao na barra ativa nao resultava na liberacéo

de etanol.

3.5 Concentragéo de etanol no sangue

Imediatamente ap6s o término da ultima sessé@o de treino, amostras de
sangue (100 uL) foram coletadas a partir da ponta da cauda dos animais. As
amostras de sangue foram centrifugadas (8.000 rpm por 10 min), e a
concentragcdo de etanol no soro foi determinada através do sistema enzimatico
baseado na analise do consumo de oxigénio durante a reagdo de etanol-

acetaldeido (AM1 Analyzer; Analox Instruments Ltd, London, UK).

3.6 Cirurgia intracraniana

Realizamos as cirurgias intracranianas entre a 52 e a 62 sesséo de treino
em 1V-30 s. Para tanto, ratos foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg
kg~ 1, i.p.) e em seguida, receberam lidocaina 2 % (anestésico local)
subcutaneamente na regido do cranio do animal. Logo apés, o cranio foi
exposto e as canulas guia de aco inoxidavel (26 G, 12 mm de comprimento)
foram implantadas bilateralmente, com o auxilio de um estereotaxico (Modelo
900, Kopf), 1 mm acima do local da administracdo intracraniana das
substancias.

No Experimento 3, as canulas foram implantadas - de acordo com as
coordenadas obtidas no atlas de Paxinos; Watson (2005) - no coértex
orbitofrontal utilizando um angulo de 10° e as seguintes coordenadas a partir
do bregma: antero-posterior (AP), +3,2 mm; mediolateral (ML), +2.6 mm;
dorsoventral (DV), 4.0 mm. No Experimento 4, as canulas foram implantadas
no centro do ndcleo acumbens utilizando um angulo de 6° e as seguintes
coordenadas a partir do bregma: AP +1,7 mm; ML +2.5 mm; DV -6.0 mm.

As canulas foram fixadas ao cranio com cimento acrilico e cinco
parafusos de metal (3 mm). Apds a cirurgia, 0s animais receberam uma mistura
de antibiéticos contendo estreptomicina e penicilina (560 mg ml ~* kg ~ 1, i.m.)
para prevenir infeccdo e o anti-inflamatorio ndo esteroidal megluminato de
flunixina (0,5 mg ml ! kg ~ 1, s.c.) para analgesia p6s-operatéria. Os ratos
tiveram 7 dias de recuperacdo antes de serem resubmetidos a mais duas

sessOes de treino em IV-30 s. Durante os primeiros 3 dias da fase de
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recuperacgdo, os ratos continuaram a receber o anti-inflamatério megluminato

de flunixina (0,5 mg ml ~* kg ~1, s.c.), 1 vez ao dia.

3.7 Administracéo intracraniana dos farmacos

Quinze minutos antes do teste de reinstalacdo os animais receberam
injecdes intracraniana bilaterais de salina ou uma mistura de baclofen (0,6 mM)
e muscimol (0,06 mM) (agonistas GABAs e GABAa, respectivamente). As
injecbes foram administradas usando uma bomba de infusdo de farmacos
(Harvard Apparatus) e seringas Hamilton de 2pl conectadas a tubos de
polietileno (10 mm) acoplados com agulhas injetoras na extremidade. Os
injetores foram implantados 1 mm abaixo da canula. O volume das
microinje¢des foi de 0,5 pl por hemisfério com velocidade constante de 0,5
MI/min. Os microinjetores foram removidos 1 minuto ap6s o término da infuséo.
Os farmacos e as doses foram baseados em estudos anteriores (BOSSERT et
al., 2011; CRUZ et al., 2014; MARCHANT et al., 2014).

Ao final dos testes comportamentais, os ratos foram anestesiados
profundamente com tribromoetanol (500 mg kg ~ %, i.p.). Em seguida, os
encéfalos foram perfundidos por perfusdo cardiaca com 100 ml de solucdo de
fosfato de sédio, seguido por 400 ml de paraformaldeido 4%. Logo apds os
encéfalos foram removidos, congelados e armazenados a -80°C.
Posteriormente, eles foram seccionados em fatias coronais de 40 um com o
auxilio de um criostato (Leica CM 1850). Os cortes, contendo as estruturas de
interesse, foram coletados em laminas de vidro, corados com cresil violeta
(item 3.9) e cobertos com laminula fixadas com Permount (Sigma). As seccdes
foram examinadas em microscopia 6ptica para determinar a localizacdo das

canulas.

3.8 Teste da sacarina

Para avaliar se a administracdo de baclofen + muscimol ndo causou
prejuizos motores, parte dos animais foram submetidos a 2 sessdes de treino
de autoadministracdo operante de sacarina 0,2 % (FR-1, 1 h por dia). Quinze
minutos antes da terceira sessdo de autoadministracdo de sacarina,
administramos baclofen + muscimol ou salina (como descrito anteriormente no
item 3.7) e avaliamos o numero de pressdes na barra ativa e inativa.
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Ao final do teste, os animais foram anestesiados, 0s encéfalos

perfundidos, removidos, fatiados e corados para analise da posicédo da canula.

3.9 Histologia

Ao final dos experimentos envolvendo microinje¢éo, os animais foram
anestesiados e perfundidos com uma solucdo de paraformaldeido (4%). Os
enceéfalos foram removidos e seccionados em fatias coronais. Inicialmente, as
fatias foram desidratadas em gradiente seriado de titulacdes crescentes de
etanol (100%, 95%, 70%), permanecento 3 minutos em cada titulagéo.
Posteriormente, foram hidratadas (3 minutos) e transferidas para a solucao de
acetato de cresil violeta (3 minutos). Em seguida foram enxaguadas e
desidratadas em gradiente seriado de titulagbes decrescentes de etanol (70%,
95%, 100%, 100%), 3 minutos por titulagdo. Por fim, permaneceram em Xilol
(Labsynth®) por 10 minutos e foram cobertas com Permount (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MA, EUA) e laminulas. Os cortes foram examinados em microscopia

Optica para determinar a localizacdo das canulas.

3.10 Injecéo central do marcador retrégrado

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg kg~ 1, i.p.),
colocados no esteriotdxico e receberam uma microinjecdo unilateral do
marcador retrégrado de fluorescéncia vermelha (RetroBeads™ - LumaFluor
Inc.) no centro do nucleo acumbens, utilizando um angulo de 6° e as seguintes
coordenadas a partir do bregma: AP +1,7 mm; ML +2.5mm ; DV -7.0 mm
(PAXINOS; WATSON, 2005). A microinjecdo foi realizada utilizando uma
seringa Hamilton de 10 pl, acoplada a um microinjetor automatico (World
Precision Instruments), conectado ao braco do estereotaxico. Foi infundido 0,5
pul em uma taxa de 0,1 pl/min e cinco minutos apos o término da infusdo a
agulha injetora foi removida do local de injecéo, para minimizar a difusédo do

marcador.

3.11 Imuno-histoquimica

Sessenta minutos apdés o teste comportamental, os ratos foram
anestesiados profundamente com tribromoetanol (500 mg kg~ !, ip.) e
perfundidos intracardiacamente, com 100 ml de solucdo de fosfato de sédio
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(PBS), seguido por 400 ml de paraformaldeido 4%. Os encéfalos foram pos-
fixados em paraformaldeido durante 90 minutos e transferidos para solucdo de
sacarose 30% em PBS a 4°C durante 2-3 dias. Posteriormente, os encéfalos
foram congelados em gelo seco em po por 1 hora e mantidos a -80°C até
serem fatiados.

Os encéfalos foram seccionados no criostato em fatias coronais de 40
Mm de espessura, sob temperatura de -15 a -20°C, seguindo-se as
coordenadas estereotéxicas para ratos do atlas de Paxinos; Watson (2005):
entre +4,2 e +2,76 mm para o cortex pré-frontal; e entre +2,2 e +1,0 mm para o
nacleo acumbens.

As fatias coronais contendo as regides encefalicas de interesse foram
lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem) com PBS 1X e em seguida
incubadas em solucdo bloqueadora (soro de cabra 3% e Triton X-100 0,25%
dissolvidos em PBS 1X) por uma hora a temperatura ambiente. Apés o
bloqueio as fatias foram incubadas com anticorpo anti-Fos (diluicdo 1:4000;
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA; produzido em coelho), em solucéo
blogueadora por 24 horas a 4°C.

ApoOs essa incubacao, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10
minutos cada lavagem) e incubadas com anticorpo secundario, biotinilado anti-
coelho (diluicdo 1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) em PBS-Tx
(Triton X-100 0,25%) e soro de cabra 3%, por 2 horas a temperatura ambiente.
Em seguida, elas foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada
lavagem) e incubadas por 1 hora em solugdo de avidina-biotina-peroxidase
(ABC Elite kit, PK-6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), Triton X-
100 0,5% e PBS 1X. Finalmente, as fatias foram lavadas 3 vezes (10 minutos
cada lavagem) e incubadas em 3,3'-diaminobenzidina por aproximadamente 5
minutos. Na sequéncia foram lavadas 5 vezes (5 minutos cada lavagem),
transferidas para solucdo de PBS e montadas em laminas gelatinizadas
(gelatina e aluminio-crémico). Quando secas as laminas foram hidratadas em
agua destilada, em seguida desidratadas, em gradiente seriado de titulagdes
crescentes de etanol (30%, 60%, 90%, 95% e 100%) e Xilol (Labsynth®), e
finalmente, cobertas com Permount (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) e

laminulas.
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A imunomarcagdo de Fos foi capturada através de uma céamera
(Axiocam 503 color — Zeiss) acoplada ao microscopio (Zeiss Axioskop 2).
Foram capturadas imagens de 4 hemisférios por ratos e as células positivas
para Fos foram contadas usando-se o programa Zen 2 Pro. O valor de células
Fos positivas para cada animal representa a média de 4 hemisférios.

3.12 Imunofluorescéncia

ApGs o teste comportamental, os ratos foram anestesiados, perfundidos
e seus encéfalos seccionados, conforme descrito no item 3.11.

As fatias contendo as regides do cortex pré-frontal, cortex orbitofrontal e
do nucleo acumbens foram lavadas com PBS por 5 vezes (5 minutos cada
lavagem). Em seguida, os cortes foram submersos em tampéao citrato de sédio
(0,01 molar, pH 8,0) e colocados em banho maria na temperatura de 70°C por
20 min. Ainda na solugcdo de citrato, os cortes foram removidos do banho e
ficaram em tempetatura ambiente por 30 min.

Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS por 5 vezes (5
minutos cada lavagem) e colocados em H202 0,1% diluida em PBS, por 20 min.

Os cortes foram novamente lavados com PBS por 5 vezes (5 minutos
cada lavagem) e incubados com anticorpo primario anti-Fos (diluicdo 1:2000;
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA; anti-coelho), anti-NeuN (1:2000,
catalogo: MAB37, EMD Millipore; anti-camundongo), Tween 20 1%, leite em pé
integral (Molico) 1%, diluidos em PBS 1X, por 48 h a 4°C. As fatias corticais
pertencentes aos animais que haviam recebido a injecdo do marcador
retrégrado, foram incubadas somente com o anticorpo primario anti-Fos.

Na sequéncia, as fatias foram lavadas 5 vezes (5 minutos por lavagem)
com PBS e incubadas com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (diluicdo
1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA; anti-coelho), Alexa Fluor 568 (diluicdo
1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA; anti-camundongo), Tween 20 1%,
diluidos em PBS 1X, por 2 horas a temperatura ambiente. As fatias corticais
que haviam sido incubadas apenas com anticorpo primario anti-Fos, foram
incubadas somente com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488.

Por fim, as fatias foram lavadas 3 vezes (5 minutos por lavagem) com
PBS. Na quarta lavagem, foi adicionado 1 pl de DAPI (marcador nuclear) nos
pocinhos contendo PBS e foram realizadas outras 2 lavagens de 5 minutos
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cada. Os cortes foram colocados em laminas gelatinizadas, que depois de
secas, foram cobertas com laminulas com auxilio do VectaShield hard-set
mounting media (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, EUA).

A fluorescéncia foi detectada através de uma camera (Axiocam 503 color
— Zeiss) acoplada ao microscépio Zeiss Axioskop 2 (Carl Zeiss Microscopy,
LLC, Thornwood, NY, EUA). Foram capturadas imagens de 4 hemisférios por
ratos e as células positivas foram contadas através do programa ImageJ. O
valor de células positivas para cada animal representa a média dos 4

hemisférios.

3.13 Analise estatistica

Os dados comportamentais das fases de treino da autoadministragéo de
etanol, foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) de
medidas repetidas. Os dados comportamentais do teste de reinstalacéo, foram
analisados por meio da ANOVA bifatorial. Nos casos em que foram detectadas
diferencas pela ANOVA, a andlise prosseguiu com o teste post-hoc de
Newman-Keuls. As medidas dependentes e fatores utilizados estdo detalhados
na secao resultados. Essas analises foram feitas com o auxilio do programa
Statistic StatSoft.

Para as andlises de correlacdo entre o numero de reforcos e a
concentracéo de etanol no sangue, utilizamos a fungéo de regressao linear e o
coeficiente de Person, como auxilio do software Graphpad Prism.

O teste estatistico de Equacdes de Estimacdo Generalizadas (GEE) foi
utilizado para a comparacéo das respostas comportamentais, entre machos e
fémeas, durante as sessdes de treino e extingdo da autoadministracéo
operante. Esta analise nos permitiu avaliar o efeito do tempo e do sexo no
namero de reforcos e respostas nas barras ativas e inativas nas diferentes
fases da autoadministracdo. Para essa analise, utilizamos o software SPSS
Statistics 17. Cinco periodos da autoadministracdo foram analisados,
separadamente (treino com sacarina: sessdes 1-3; treino com sacarina +
etanol: sessbes 4-7; treino com etanol/ RF-1: sessdes 8-13; treino etanol/ IVV-30

S: sessOes 14-18 e 10 sessOes de extingao).
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Os dados moleculares e as diferengcas sexuais no consumo de etanol
foram analisados pela distribuicdo t de Student. Para essas analises utilizamos

0 programa Statistic StatSoft.
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos em todas as

analises.
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4 Delineamento experimental
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4.1 Experimento 1 — Avaliacao de diferencas entre ratos e ratas no
protocolo de reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo contexto

Ratos e ratas foram subdivididos em dois grupos (A-B-B e A-B-A), para
entdo serem submetidos ao protocolo descrito no item 3.4. Resumidamente, o
grupo A-B-B (controle) foi submetido ao treino de autoadministragao de etanol
no contexto A, extincdo no contexto B e teste de reinstalacdo no contexto B. O
grupo A-B-A (reinstalacdo) foi submetido ao treino de autoadministracdo de
etanol no contexto A, extingdo no contexto B e teste de reinstalacdo no
contexto A. O numero de ratos por grupo no dia do teste foi: contexto B (6

machos e 7 fémeas) e contexto A (7 machos e 6 fémeas).

4.2 Experimento 2 - ldentificacdo da participacdo de regides
corticais (cortex orbitofrontal e pré-limbico) e do ndcleo acumbens
(concha e centro) na reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo
contexto

Sessenta minutos ap6s o término do teste de reinstalagdo do
Experimento 1, os animais foram anestesiados profundamente com
tribromoetanol (500 mg kg?, i.p.), perfundidos e seus encéfalos removidos e
seccionados para realizacdo das técnicas de imunomarcacao da proteina Fos
(marcador de ativagcdo neuronal), conforme descrito no item 3.11, e
imunoflurescéncia para a realizacdo da dupla marcacao das proteinas Fos e

NeuN (marcador de neurdnios), como descrito no item 3.12.

4.3 Experimento 3 - Efeito da inibicdo farmacoldgica reversivel do
coOrtex orbitofrontal na reinstalacdo da busca do etanol induzida pelo
contexto

Ratos (n=15) e ratas (n=18) foram submetidos ao procedimento
experimental descrito no item 3.4. Entretanto, ap0s cinco sessdes de treino em
intervalo variado, os animais foram submetidos ao processo cirlrgico para a
implantagéo de canulas bilaterais no cortex orbitofrontal, conforme descrito no
item 3.6. ApGs a cirurgia, 0s animais foram mantidos em repouso, durante 5
dias, para recuperacdo. Ao término desse periodo, os ratos retornaram para as
sessOes de autoadministracdo. Foram realizadas mais 2 sessdes de treino em

intervalo variado, seguidas de 8 sessdes de extingdo. Quinze minutos antes do
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teste de reinstalacdo, os animais receberam inje¢cdes de muscimol + baclofen
(0,06 + 0,6 mM) ou salina (0,5 pl por lado) no cortex orbitofrontal e entdo foram
testados conforme descrito no item 3.7. O nimero de ratos por grupo no dia do
teste foi: salina - contexto B (n = 8); baclofen + muscimol - contexto B (n = 7);
salina - contexto A (n = 7); baclofen + muscimol - contexto A (n = 11). Machos e
fémeas foram distribuidos proporcionalmente entre os grupos. O desenho
experimental esta representado na figura 5.

Para descartar a possibilidade de que o efeito do baclofen + muscimol
no dia do teste tivesse sido ocasionado devido & impedimentos motores, 13
dos ratos testados anteriormente foram treinados a autoadministrarem solucéo
de sacarina 0,2%, por dois dias. A capacidade motora dos animais em
pressionar a barra foi avaliada no terceiro dia. Para isto, quinze minutos antes
do inicio da terceira sessao de autoadministracdo de sacarina 0s animais
receberam uma injecdo de baclofen + muscimol no cortex orbitofrontal, e o
namero de respostas nas barras ativas e inativas forma avaliadas por 30
minutos (item 3.8).

Ao final dos experimentos, os ratos foram anestesiados com
tribromoetanol (500 mg kg, i.p.) e seus encéfalos perfundidos e seccionados.
Os cortes foram corados com cresil violeta e fotografados por meio de

microscopia oOptica para verificacdo da localizacdo das canulas (item 3.9).

1 - Gaiola moradia

2 - Contexto A

5 dias 3 sessOes 2 sessOes 2 sesses 6 sessOes 5 sessOes
RF-1 RF-1 RF-1 RF-1 IV-30 s
Livre escolha 2 garrafas Sacarina 0,2% Sacarina 0,05%
Etanol 20% vs. 4gua Sacarina 0,2% + + Etanol 10% | Etanol 10%

Etanol 10%

Etanol 10%

3 - Cirurgia

4 - Contexto A

5 - Contexto B

6- Teste

7- Teste sacarina

intracraniana

2 sessoes 1V-30s

10 sessoes 1V-30 s

1 sessdo IV-30 s

1 sessdo RF-1

Etanol 10%

Condicéo de
extingdo

Condicéo de
extingdo

no contexto AouB

Sacarina 0,2%
Independente contexto

Figura 5. Representacdo esquematica do desenho experimental utilizado nos Experimentos 3

ed4.
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4.4 Experimento 4 - Efeito da inibicdo farmacoldgica reversivel do
centro do nucleo acumbens na reinstalacdo da busca do etanol induzida
pelo contexto

Ratos (n=21) e ratas (n=15) foram submetidos ao procedimento
experimental descrito no item 3.4. Entretanto, apos cinco sessdes de treino em
intervalo variavel, os animais foram submetidos ao processo cirdrgico para a
implantacdo de canulas bilaterais no centro do nucleo acumbens, conforme
descrito no item 3.7. Apdés a cirurgia, os animais foram mantidos em repouso e
tratamento (5 dias) para recuperagcdo. Ao término desse periodo, 0s ratos
retornaram para as sessdes de autoadministracdo. Foram realizadas mais 2
sessOes de treino em intervalo variavel, seguidas de 8 sessfes de extincao.
Quinze minutos antes do teste de reinstalagéo, os animais receberam injecoes
de muscimol + baclofen (0,06 + 0,6 mM) ou salina (0,5 pl por lado) no centro do
ndcleo acumbens e entdo foram testados conforme descrito no item 3.7. O
namero de ratos por grupo no dia do teste foi: salina - Contexto B (n = 9);
baclofen + muscimol - Contexto B (n = 7); salina - Contexto A (n = 10); baclofen
+ muscimol - Contexto A (n = 10). Machos e fémeas foram distribuidos
proporcionalmente entre 0s grupos.

Para descartar a possibilidade de que o efeito de baclofen + muscimol
no dia do teste tivesse sido ocasionado devido a impedimentos motores, 19
dos ratos testados anteriormente foram treinados a autoadministrarem solucéo
de sacarina 0,2%, por dois dias. A capacidade motora dos animais em
pressionar a barra foi avaliada no terceiro dia. Para isto, quinze minutos antes
do inicio da terceira sessdo de autoadministragcdo de sacarina 0s animais
receberam uma injecdo de baclofen + muscimol no centro do nucleo
acumbens, e 0 numero de respostas nas barras ativas e inativas foram
avaliadas por 30 minutos (item 3.8). O desenho experimental esta representado
na figura 5.

Ao final dos experimentos, os ratos foram anestesiados profundamente
com tribromoetanol (500 mg kg, i.p.) e seus encéfalos foram perfundidos e
seccionados. Os cortes foram corados com cresil violeta e fotografados por
meio de microscopia Optica para verificacdo da localizagdo das canulas (item
3.9).
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4.5 Experimento 5 — Identificacdo da participacdo da via cortex pré-
limbico - centro do nucleo acumbens e cortex orbitofrontal - centro do
nucleo acumbens na reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo
contexto

Para essa finalidade, utilizamos a técnica de dupla marcagcédo de Fos +
RB (red RetroBeads - marcador retrégrado de fluorescéncia vermelha). Assim,
apos a 92 sessdo de extincdo, ratos machos receberam injecdo de RB
unilateralmente no centro do nucleo acumbens, conforme descrito no item 3.10.
Apés o periodo de recuperacdo poés-cirurgica (7 dias), os animais foram
submetidos a mais 3 sessdes de extincdo, para que as respostas na barra ativa
atingissem o critério de extincdo. O desenho experimental esta representado
na figura 6.

Sessenta minutos apos o término do teste de reinstalagdo, os animais
foram perfundidos, os encéfalos foram removidos, seccionados e armazenados
a -80°C. Posteriormente, as fatias coronais contendo o cortex orbitofrontal e o
cortex pré-limbico foram processados para a marcacao de Fos, por meio da
técnica de imunofluorescéncia, descrita no item 3.12. O nimero de ratos por

grupo no dia do teste foi: Contexto B (n = 6) e Contexto A (n = 6).

1 - Gaiola moradia

2 - Contexto A

5 dias 3 sessdes 2 sessdes 2 sessbes 6 sessbes 7 sessoes
RF-1 RF-1 RF-1 RF-1 IV-30s
Livre escolha 2 garrafas Sacarina 0,2% | Sacarina 0,05%
Etanol 20% vs. dgua Sacarina 0,2% + + Etanol 10% | Etanol 10%
Etanol 10% Etanol 10%

3 - Contexto B

9 sessdes 1V-30s

Condicéo de
extingéo

4 - Cirurgia
intracraniana

5 - Contexto B

6- Teste

7- Teste sacarina

3 sessdes 1V-30s

1 sessdo 1V-30s

1 sessdo RF-1

Condicéo de
extingdo

Condicéo de
extingdo no
contexto A ou B

Sacarina 0,2%
Independente contexto

Figura 6. Representacao esquematica do desenho experimental utilizado no Experimento 5.
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5.1 Experimento 1 - Avaliacdo de diferengcas entre ratos e ratas no
protocolo de reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo contexto

A figura 7A e B representa as médias * erro padrdo da média (EPM) do
ndamero de respostas nas barras ativa e inativa e o ndmero de reforgos,
respectivamente, durante a fase de treino no Contexto A, em ratos e ratas. Os
animais mostraram comportamento operante consistente para a busca de
etanol, uma vez que, aumentaram o numero de respostas nas barras ativas
guando expostos as sessdes de treino em IV-30 s, quando comparado as
sessbes em RF-1. A figura 7C representa as médias + EPM do ndamero de
respostas nas barras ativa e inativa durante as 10 sessfes de extincdo no
Contexto B. Como esperado, o0 numero de pressdes na barra ativa diminuiu no
decorrer das sessoes.

Através do teste estatistico de Equacfes de Estimacdo Generalizadas,
observamos aumento do namero de respostas (b = 59,51, p <0,05) e reforcos
(b = 32,93, p <0,05), durante o treino com sacarina. Porém n&o houve,
diferenca significativa para o fator sexo e nenhuma interacéo significativa entre
os fatores sexo e tempo foi observada.

No treino de sacarina + EtOH também observamos efeito significativo
nas pressoes da barra ativa (b = -11,42, p <0,05) e nos reforcos (b = -5,36, p
<0,001) ao longo do tempo. Os animais diminuiram o nimero de respostas na
barra ativa e de refor¢cos ao longo das sessdes. Nao houve diferenca estatistica
para o fator sexo, e nenhuma interacdo significativa entre sexo e tempo foi
demonstrada.

Durante as sessdes de EtOH em RF-1 observamos que as respostas na
barra ativa diferiram ao longo do tempo (b = 4,18, p <0,05) e conforme 0 sexo
(b = 11,78, p <0,05). Demonstrando assim, maior niumero de respostas na
barra ativa nas fémeas, quando comparadas aos machos, durante as sessdes
de treino em RF-1. Além disso, houve efeito significativo do tempo (b = 1,89, p
<0,003) e do sexo (b = 6,58, p <0,001) para o numero de reforgos; indicando
que ratos e ratas aumentaram o numero de refor¢os durante o treino de EtOH
em RF-1 e que as fémeas apresentaram maior numero de reforgcos quando
comparadas aos machos. Também observamos interacdo significativa entre

sexo e tempo para 0 numero de respostas nas barras inativas (b = -0,85, p
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<0,02), indicando que as ratas pressionaram menos a barra inativa do que os
ratos.

Para as sessdes em IV-30 s observamos apenas efeito do tempo (b = -
5,03, p <0,05) nas pressdes da barra ativa, demonstrando diminuicdo do
namero de respostas durante as sessdes. Ndo houve diferenca estatistica para
o fator sexo, assim como néo houve interacao significativa entre sexo e tempo.

No decorrer das sessfes de extingao, houve efeito significativo do tempo
nas pressoes da barra ativa (b = -3,76, p <0,05) e inativa (b = -0,86, p <0,001).
Mostrando que os animais diminuiram o numero de respostas em ambas as
barras. Nao houve diferenca estatistica para o fator sexo, assim como ndo
houve interacédo significativa entre os fatores sexo e tempo.

Em resumo, os dados mostraram que as respostas e reforgos durante a
autoadministracdo, nas sessfes de sacarina, sacarina + etanol, etanol (IV-30 s)
e extincdo, ndo diferiram significativamente entre ratos e ratas. No entanto,
durante o treino da autoadministracao de etanol em RF-1, as ratas mostraram
maior nimero de reforcos e de respostas na barra ativa para o etanol quando

comparadas aos ratos.
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Figura 7. Comparacao entre ratos e ratas durante o treino e a extingdo da autoadministracéo
de etanol. (A) NUumero de respostas nas barras ativa e inativa, de ratos e ratas, durante o treino
da autoadministracdo no Contexto A. (B) Numero de reforcos, de ratos e ratas, durante o treino
da autoadministracdo no Contexto A. (C) NUumero de respostas nas barras ativa e inativa, de
ratos e ratas, durante as sessdes de extincdo conduzidas na auséncia de etanol, no Contexto
B. Os dados representam a média + EPM (n=13 por grupo).
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A figura 8 representa as médias + EPM do consumo de etanol (g/kg)
durante: o teste de livre-escolha entre duas garrafas (Fig. 8A), a
autoadministracao operante em RF-1 (Fig. 8B) e a autoadministracao operante
em 1V-30 (Fig. 8C).

O consumo de etanol foi maior nas fémeas, quando comparadas aos
machos, tanto no teste de livre escolha das garrafas (tg = -3,29; p <0,05)
guanto no treino de autoadministracdo de etanol em RF-1 (tao) = -4,77; p <0,05)
e 1V-30 s (i) = -8,74; p <0,05) (figura 8).

A Livre-escolha entre duas garrafas
=
: 2.5 *
>
X  2.01
2
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c
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5 1.0
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Figura 8. Consumo de etanol em ratos e ratas. (A) Consumo total de etanol (g/ kg/ 24 h) no
modelo de livre-escolha entre duas garrafas (agua e EtOH 20%) durante 5 dias. Consumo total
de etanol (g /kg/ 1 h) durante as diferentes programacdes da autoadministracao de etanol 10%:
(B) razéo fixa 1 (RF-1) - 6 sessfes e (C) intervalo variado (IV-30) - 5 sessfes. Os dados
representam a média + EPM. * diferente dos machos, p < 0,05 (n=10-13 por grupo).

Para a andlise da alcoolemia, amostras de sangue (100 pl) foram
coletadas da ponta da cauda dos ratos e ratas, imediatamente apds o término

da dltima sessdo de treino. A figura 9A e 9B mostram a correlagdo entre o
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ndamero de reforgos obtidos durante a ultima sessdo de treino em IV-30 e a
concentracdo de etanol no sangue de ratos e ratas, respectivamente.

Observamos correlacdo significativa entre o numero de reforcos e a
concentracéo de etanol no sangue, tanto em machos (r = 0,59; p <0,05), como
em fémeas (r = 0,47; p <0,05) (figura 9).

A Machos B Fémeas
1501 1501
= ° r=0,59 =
=0,47
2 1001 = 100 r=0,
n n [ J
o o
o o L4 ®
»3 50 »3 50 L o
o o o
(]
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Concentragdo etanol sangue (mg/dl) Concentragdo etanol sangue (mg/dl)

Figura 9. Concentracdo de etanol no sangue de ratos e ratas. Correlacdo entre o nimero de
reforcos durante a Gltima sesséo de treino em 1V-30 e a concentracdo de etanol no sangue nos
(D) ratos (r=0,59; p < 0,05) e (E) ratas (r=0,47; p < 0,05). Os dados representam a meédia *
EPM. * diferente dos machos, p < 0,05 (n=10-13 por grupo).

No dia do teste, avaliamos a reinstalacdo do comportamento de busca
ao etanol através da avaliacdo das pressdes na barra ativa (ndo reforgcada) no
Contexto A e no Contexto B. A figura 10A e 10B mostra a média + EPM do
ndamero de pressfes nas barras ativa e inativa, respectivamente, durante o
teste em ratos e ratas. Em relacdo as respostas na barra ativa, ANOVA
bifatorial indicou diferenca significativa entre o fator contexto (A, B: F 1,22 = 8,50,
p <0,05), mas nao entre o fator sexo (machos, fémeas: F 1,22 = 1,02, p> 0,05).
Também nédo houve interacdo significativa entre os fatores contexto e sexo (F
1,22 = 0,02, p> 0,05). Os resultados indicaram que a exposicdo ao Contexto A,
mas ndo ao Contexto B, aumentou o niumero de pressfes na barra ativa (ndo

reforgada), independentemente do sexo.
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Figura 10. Comparacdo entre ratos e ratas na reinstalacdo do comportamento de busca ao
etanol associada ao contexto. Niumero de respostas nas barras (A) ativa e (B) inativa dos
animais expostos ao Contexto B ou ao Contexto A, durante o teste de reinstalacdo. Os dados
representam a média + EPM. * diferente do Contexto B, p < 0,05 (n=6—7 por grupo).

Para avaliar se a diferenca entre ratos e ratas observada durante o

treino de etanol em RF-1 poderia influenciar o teste de reinstalagéo, realizamos

o teste estatistico ANCOVA de duas vias, considerando os fatores contexto (A,

B), sexo (machos, fémeas) e a covariavel da média das pressdes na barra ativa

durante os 6 dias em RF-1. A analise ndo revelou interacdo significativa entre

os fatores contexto e sexo (F 1,21 = 0,012, p> 0,05). Assim, podemos inferir que
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as respostas dos ratos e ratas durante o treino de etanol em RF-1 né&o
influenciaram as pressdes na barra ativa no dia do teste de reinstalacao.

Como nédo foram observadas diferencas significativas entre machos e
fémeas no teste de reinstalacdo, agrupamos os animais para analise de imuno-

histoquimica (Experimento 2).

5.2 Experimento 2 - Identificacdo da participacdo de regides
corticais (cortex orbitofrontal e pré-limbico) e do nudcleo acumbens
(concha e centro) na reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo
contexto.

Avaliamos a ativacao neuronal de regides corticais (cortex orbitofrontal e
pré-limbico) e do nidcleo acumbens (concha e centro), através da contagem de
células positivas para a proteina Fos ao final do teste de reinstalacdo da busca
de etanol induzida pelo contexto.

A figura 11 mostra a regido do cortex orbitofrontal e do cortex pré-limbico
utilizadas para quantificar as células positivas para Fos e também cortes
representativos indicando a marcacao positiva da proteina Fos no cortex

orbitofrontal dos animais expostos ao Contexto B ou ao Contexto A.

A

OFC

Contexto B Contexto A
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Figura 11. (A) Area usada para quantificar os nicleos positivos para Fos no cortex orbitofrontal
e pré-limbico de ratos. Cortes representativos mostrando a marcacgéo positiva da proteina Fos
no cortex orbitofrontal de animais expostos ao (B) Contexto B (C) ou ao Contexto A no dia do
teste de reinstalagdo (aumento de 100X). As setas sinalizam células positivas para a proteina
Fos.

A exposi¢ao ao contexto associado ao etanol (Contexto A) aumentou o
namero de ndcleos imunorreativos para Fos (Fos-IR) no cortex orbitofrontal
quando comparado ao Contexto B (tuo) = 2,23; p <0,05) (figura 12A).

Observamos também maior ativacdo do cortex pré-limbico apds a
exposicao dos animais ao Contexto A quando comparado ao Contexto B (tao) =
2,98; p <0,05). A figura 12B mostra o aumento do niumero de nucleos positivos
para Fos-IR no cortex pré-limbico dos animais que foram expostos ao Contexto
A.
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Figura 12. A reinstalagdo da busca ao etanol induzida pelo contexto foi associada a indugéo de
Fos no cortex orbitofrontal e pré-limbico. Nimero de nicleos Fos-IR por mm?2 no (A) cértex
orbitofrontal e (B) coOrtex pré-limbico. Os dados representam a média + EPM. * diferente do
Contexto B, p < 0.05 (n=6 por grupo).

A figura 13 mostra a regido do ndcleo acumbens utilizada para
quantificar as células positivas para Fos e também cortes representativos
indicando a marcacao positiva da proteina Fos no centro e na concha do

nacleo acumbens dos animais expostos aos contextos A ou B.
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Figura 13. (A) Area usada para quantificar os nlcleos positivos para Fos no nticleo acumbens
de ratos. Cortes representativos indicando a marcagéo positiva da proteina Fos no centro e na
concha do nucleo acumbens de animais expostos ao (B) Contexto B (C) ou ao Contexto A no
dia do teste de reinstalacdo (aumento de 100X). *ac (comissura anterior). As setas sinalizam
células positivas para a proteina Fos.

A figura 14 mostra aumento do numero de nucleos Fos-IR tanto no
centro (tu7 = 2,37; p <0,05, Fig. 14A), como na concha (tus) = 2,40; p <0,05,
Fig. 14B) do nucleo acumbens nos animais que foram expostos ao Contexto A,

guando comparados aos que foram expostos ao Contexto B.
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Figura 14. A reinstalacdo da busca ao etanol induzida pelo contexto foi associada ao aumento
de células positivas para Fos no nucleo acumbens. NUumero de nacleos Fos-IR por mm?2 no (A)
centro e na (B) concha do nucleo acumbens (NAc). Os dados representam a média £+ EPM. *
diferente do Contexto B, p < 0,05 (n=9-10 por grupo).
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Determinamos a percentagem de neurdnios positivos para Fos utilizando
a técnica de dupla marcacdo para Fos e NeuN, por imunofluorescéncia. O
calculo da porcentagem de ativacdo neuronal foi feito através da seguinte
férmula: [(nmero de células positivas para Fos / nimero células positivas para
de NeuN) * 100]. A figura 15 ilustra um corte representativo para a marcacgao

de Fos e NeuN e também para a dupla marcacéo (Fos-NeuN).

Figura 15. Cortes representativos mostrando a marcagdo de (A) NeuN e de (B) Fos e a (C)
dupla marcacao de Fos-NeuN (aumento de 200X). As setas sinalizam células positivas para as
proteinas NeuN, Fos e dupla marcagdo Fos/NeuN, respectivamente.

A dupla marcacao para Fos e para o marcador neuronal geral (NeuN),
indicou que apenas uma pequena porcentagem de neurdnios foi ativada apés o

teste de reinstalacdo. As porcentagens podem ser observadas na tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de ativagdo neuronal nos diferentes contextos e regides encefélicas.
Os valores representam a media + EPM da porcentagem (n = 4-6 animais por grupo) de células
ativadas em diferentes areas encefalicas: cortex pré-limbico, cortex orbitofrontal e nucleo
acumbens (centro e concha).

Grupos Cortex (%) Nucleo acumbens (%)
Orbitofrontal Pré-limbico Centro Concha
Contexto B 13,8+ 3,4 5,6+0,9 42+0,4 6,4+0,2
Contexto A 15,8+ 4,2 6,4+0,4 10,0 + 0,1* 7,3+1,2

* diferente do respctivo grupo controle (Contexto B), p < 0,05.

5.3 Experimento 3 - Efeito da inibicdo farmacoldgica reversivel do
cortex orbitofrontal na reinstalacdo da busca do etanol induzida pelo
contexto

A figura 16A mostra a média + EPM do numero de reforcos e das
respostas nhas barras ativa e inativa durante a fase de treino da
autoadministragéo no Contexto A. Analisamos 0 numero de respostas na barra

ativa e inativa durante as sessdes de treino de etanol em RF-1 e IV-30 s.
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ANOVA de medidas repetidas indicou diferenca significativa para o fator barra
(ativa, inativa: F 110 = 768,8, p <0,05) e também para o fator esquema de
reforco (RF-1, IV-30 s: F 110 = 310,7, p <0,05). Além disso, observamos
interacdo significativa entre os fatores (F 110 = 241,0, p <0,05). Os ratos
demostraram autoadministragdo consistente de etanol, evidenciada pelo maior
namero de pressdes na barra ativa do que na barra inativa e também pelo
aumento do numero de respostas na barra ativa, nas sessbes de IV-30 s,
guando comparada as sessoes de RF-1.

A figura 16B representa a média + EPM do numero de respostas nas
barras ativa e inativa durante as 10 sessdes de extingcdo no Contexto B. Como

esperado, o numero de pressfes na barra ativa diminuiu no decorrer das

Sessoes.
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Figura 16. Treino e extingdo da autoadministracdo de etanol. (A) Numero de reforcos e
respostas nas barras ativa e inativa durante o treino da autoadministragdo de etanol no
Contexto A. (B) Numero de respostas nas barras ativa e inativa durante as sessdes de extin¢cao
no Contexto B. Os dados representam a média = EPM (n=33).

A figura 17 mostra correlacdo positiva e significativa entre o nimero de
reforcos obtidos durante a ultima sesséo de treino em 1V-30 s e a concentracao
de etanol no sangue (r = 0,33; p <0,05).
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Figura 17. Correlacdo entre a concentracdo de etanol no sangue e numero de reforcos. O
gréfico mostra a correlacdo entre o numero de refor¢os alcancados durante a Ultima sesséo de
treino em 1V-30 s em funcéo da concentracéo de etanol no sangue (r = 0,33, p <0,05; n = 33).

O procedimento de inativacdo reversivel com baclofen + muscimol foi
utilizado para avaliar o papel funcional do cortex orbitofrontal na reinstalacao do
comportamento de busca ao etanol, induzida pelo contexto. ANOVA bifatorial
revelou interacdo significativa entre os fatores contexto (A, B) e farmaco
(veiculo, muscimol + baclofen) para as respostas na barra ativa (F 1,28 = 8,75, p
<0,05). A injecdo de muscimol + baclofen no cortex orbitofrontal atenuou o
namero de respostas na barra ativa no Contexto A, mas ndo no Contexto B.
N&o houve interacéo significativa entre contexto e farmaco para as respostas
na barra inativa (F 1,28 = 3,06, p> 0,05) (figura 18).
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Figura 18. Inativagdo reversivel do cértex orbitofrontal diminui a reinstalacdo da busca de
etanol induzida pelo contexto. Nimero de respostas nas barras (A) ativa e (B) inativa dos
animais que receberam salina ou baclofen + muscimol no dia do teste de reinstalacdo da busca
de etanol. Os dados representam a média + EPM. * diferente dos demais grupos, p< 0,05
(n=7-11 por grupo).

Para demonstrar que as inje¢cbes de baclofen + muscimol né&o
promoveram reducdo do numero de respostas na barra ativa devido a prejuizo

motores, testamos o efeito desses farmacos no protocolo em que os animais
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apresentam alto numero de respostas para obter sacarina como reforco
(RUBIO et al., 2015). ANOVA bifatorial indicou diferenca significativa para o
fator barra (ativa, inativa: F (1,22) = 21,33, p <0,05), porém ndo encontramos
interacdo significativa entre os fatores barra e farmaco (salina, muscimol +
baclofen: F (1,14) = 0,00021, p> 0,05). Ou seja, a inativagdo do cortex
orbitofrontal ndo teve efeito na resposta de busca a sacarina, indicando que o
efeito do muscimol + baclofen sobre o reinstalacdo do comportamento de

busca pelo etanol ndo foi ocasionado por déficits motores (figura 19).
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Figura 19. Inativacdo do coértex orbitofrontal com baclofen+muscimol ndo alterou as respostas
para a sacarina. Os dados representam a média + EPM das repostas na barras ativas e
inativas, durante a autoadministracdo de sacarina 0,2%, de ratos tratados com salina ou
baclofen + muscimol. *diferente da barra inativa p < 0,05 (n= 6—7 por grupo).

A figura 20 representa a localizagdo aproximada das canulas ao final dos

testes comportamentais.
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Figura 20. Representagdo da localizacdo das canulas no cortex orbitofrontal. Os circulos
fechados indicam o local aproximado das cénulas nos animais que receberam baclofen +
muscimol e os ciclos abertos dos animais que receberam salina.

5.4 Experimento 4 - Efeito da inibicdo farmacoldgica reversivel do
centro do nucleo acumbens na reinstalacdo da busca do etanol induzida
pelo contexto

A figura 21A mostra a média + EPM do ndmero de reforcos e de
respostas nas barras ativa e inativa durante a fase de treino da
autoadministracdo no Contexto A. Ao analisarmos o numero de respostas nas
barras ativa e inativa durante as sessdes de treino de etanol em RF-1 e 1V-30
s, ANOVA de medidas repetidas revelou diferenca significativa para o fator
barra (ativa, inativa: F 1,10 = 608,1, p <0,05), assim como para o fator esquema
de reforco (RF-1, IV-30 s: F 110 = 191,0, p <0,05). Indicou ainda, interagcéo
significativa entre os fatores (F 1,10 = 193,2, p <0,05). As respostas dos animais
durante o treino da autoadministracdo de etanol mostraram que o protocolo foi
eficiente, uma vez que, houve aumento do numero de respostas na barra ativa,
sem alteragcdo das respostas na barra inativa, nas sessoes de treino em 1V-30s,
guando comparada as sessb6es em RF-1. Além disso, o nUmero de respostas
na barra ativa foi superior ao da barra inativa durante todo o treino,
caracterizando o desenvolvimento do comportamento de autoadministracédo de

etanol.
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A figura 21B representa a média + EPM do numero de pressfes nas

barras ativa e inativa durante as 10 sessbes de extincdo no Contexto B.

Observamos que o numero de pressdes na barra ativa diminuiu no decorrer

das sessdes de extingéo.
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Figura 21. Treino e extingdo da autoadministragdo de etanol. (A) Numero de reforcos e
respostas nas barras ativa e inativa durante o treino da autoadministracdo de etanol no
Contexto A. (B) Nimero de respostas nas barras ativa e inativa durante as sessdes de extingao
no Contexto B. Os dados representam a média + EPM (n=35).

A figura 22 mostra a correlagéo significativa entre o numero de reforgos

obtidos durante a ultima sessdo de treino em IV-30 s e a concentracdo de

etanol no sangue (r = 0,21; p <0,05).
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Figura 22. Correlagao entre a concentracao de etanol no sangue e nimero de reforgos.
O gréfico mostra correlacdo positiva entre o numero de refor¢os durante a dltima sesséo de
treino em 1V-30 s (antes da cirurgia) e a concentracdo de etanol no sangue (r = 0,21, p <0,05;
n=19).

O procedimento de inativacdo reversivel com baclofen + muscimol
também foi utilizado para avaliar o papel funcional do centro do nucleo
acumbens na reinstalacdo do comportamento de busca do etanol induzida pelo
contexto. ANOVA bifatorial indicou interacéo significativa entre o fator contexto
(A, B: F 1,33 = 17,36, p <0,05) e o fator farmaco (salina, muscimol + baclofen: F
1,33 = 6,50, p <0,05), para as respostas na barra ativa. A administracdo de
muscimol + baclofen no centro do nucleo acumbens atenuou o numero de
repostas na barra ativa no Contexto A, mas ndo no Contexto B. Em relacéo a
barra inativa, ndo houve diferenca significativa para o fator droga (F 1,33 = 1,84,
p>0,05), assim como a interacdo significativa entre os fatores contexto e

farmaco (F 1,33= 0,01, p> 0,05) n&o foi observada (figura 23).
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Figura 23. Inativacdo farmacoldgica reversivel do centro do ndcleo acumbens diminui a
reinstalagdo da busca de etanol induzida pelo contexto. Nimero de respostas nas barras (A)
ativa e (B) inativa dos animais que receberam salina ou baclofen + muscimol no dia do teste de
reinstalagdo da busca de etanol. Os dados representam a média + EPM. * diferente dos demais
grupos, p< 0,05 (n=7-10 por grupo).

Para descartar a possibilidade de que a inje¢cdo de muscimol + baclofen
no centro do nucleo acumbens poderia ter ocasionado déficit motor nos
animais, testamos o efeito desses farmacos no protocolo em que os animais

apresentam alto nimero de respostas para obter refor¢o de sacarina (RUBIO et
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al., 2015). ANOVA bifatorial indicou diferenga significativa para o fator barra
(ativa, inativa: F 134 = 38,94 p <0,05), porém néo foi observado interagédo
significativa entre os fatores barra e farmaco (salina, baclofen + muscimol: F 1,34
= 0,19, p> 0,05). Ou seja, a inativacdo do centro do nucleo acumbens nédo teve
efeito nas respostas operantes na barra ativa para obter o refor¢co de sacarina,
indicando que o efeito do muscimol + baclofen sobre o reinstalacdo do
comportamento de busca de etanol ndo foi ocasionado por déficits motores
(figura 24).
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Figura 24. Inativacdo do centro do nicleo acumbens com baclofen + muscimol ndo alterou as
respostas para obtencdo de sacarina. Os dados representam a média + EPM das repostas na
barras ativas e inativas, durante a autoadministracéo de sacarina 0,2%, de ratos tratados com
salina ou baclofen + muscimol. * diferente da barra inativa p < 0,05 (n= 9-10 por grupo).

A figura 25 representa a localizagdo aproximada das canulas ao final dos

testes comportamentais.
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Figura 25. Representa¢gdo da localizacdo das canulas no centro do ndcleo acumbens. Os
circulos fechados indicam o local aproximado das canulas nos animais que receberam baclofen
+ muscimol e os ciclos abertos dos animais que receberam salina.

5.5 Experimento 5 - Identificacdo da participacdo da via cortex pré-
limbico - centro do nucleo acumbens e cortex orbitofrontal - centro do
nucleo acumbens na reinstalagdo da busca de etanol induzida pelo
contexto

A figura 26A mostra a média + EPM do numero de reforcos e das
respostas nas barras ativa e inativa durante a fase de treino da
autoadministracdo no Contexto A. Durante o treino de autoadministracdo de
etanol em RF-1 e IV-30 s, ANOVA de medidas repetidas revelou diferenca
significativa para o fator barra (ativa, inativa: F 1,10 = 608,1, p <0,05) e também
para o fator esquema de refor¢co (RF-1, IV-30 s: F 1,10 = 191,0, p <0,05). Além
disso, houve interacéo significativa entre os fatores (F 1,10 = 193,2, p <0,05). Os
animais mostraram comportamento operante consistente para a busca de

etanol, pois apresentaram maior nimero de respostas na barra ativa do que na
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barra inativa e ainda aumentaram o niumero de respostas na barra ativa nas
sessoOes de treino em 1V-30 s, quando comparada as sessfes em RF-1.

A figura 26B representa a média £+ EPM do numero de respostas nas
barras ativa e inativa durante as 10 sessOes de extingdo no Contexto B.
Ocorreu diminuicdo do numero de respostas na barra ativa no decorrer das
sessOes de extingdo, exceto na décima sessdo, na qual ocorre aumento no
namero de pressdes na barra ativa. Possivelmente, o aumento observado
nessa sessao esta relacionado ao fato dos animais néo terem sido submetidos
as sessbOes de extincdo por uma semana, pois estavam no periodo de
recuperacao pos-cirdrgica. No entanto, nas duas sessdes seguintes (11 e 12) o
namero de respostas na barra ativa diminuiu e voltou aos valores estabelecidos

pelo critério de extin¢ao.
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Figura 26. Treino e extingdo da autoadministragdo de etanol. (A) Numero de reforgos e
respostas nas barras ativa e inativa durante o treino da autoadministragdo de etanol no
Contexto A. (B) Numero de respostas nas barras ativa e inativa durante as sessdes de extin¢cao
no Contexto B. Os dados representam a média + EPM (n=12).

A figura 27 mostra a média + EPM do numero de respostas nas barras
ativa e inativa durante o teste de reinstalacdo. ANOVA bifatorial indicou
diferenca significativa para o fator contexto (A, B : F 1,18 = 38,88, p <0,05) e
para o fator barra (ativa, inativa: F 1,18 = 13,99, p> 0,05). Entretanto, ndo houve
interac&o significativa entre os fatores contexto e barra (F 1,18 = 2,57, p> 0,05).
O numero de respostas na barra ativa dos animais testados no Contexto A foi
maior que o numero de respostas dos animais testados no Contexto B. No
Contexto A, 0s animais pressionaram mais a barra ativa do que a inativa. Nao
observamos diferencas entre o nimero de repostas nas barras ativa e inativa,

nos animais testados no Contexto B.
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Figura 27. Reinstalagdo da busca ao etanol induzida pelo contexto. Nimero de respostas nas
barras ativa e inativa dos animais expostos ao Contexto B ou Contexto A durante o teste de
reinstalagdo. Os dados representam a média + EPM. * diferente dos demais grupos, p < 0,05
(n=6 por grupo).

Por meio da técnica de dupla marcagdo de Fos (imunofluorescéncia) e
Red beads (RB) (marcador neuronal retrogrado de fluorescéncia vermelha),
investigamos a participacdo da projecdo do coértex pré-limbico - centro do
ndcleo acumbens e do cortex orbitofrontal - centro do nucleo acumbens na
reinstalacéo da busca de etanol induzida pelo contexto.

A figura 28 ilustra um corte representativo do cortex pré-limbico para a

marcacao de Fos e RB e também da dupla marcacéo (Fos-RB).
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Figura 28. Cortes representativos do cértex pré-limbico mostrando a marcacédo de (A) Red
beads (RB) e de (B) Fos e da (C) dupla marcacao de Fos-RB (aumento de 200X). As setas
sinalizam células positivas para os Red beads, proteina Fos e dupla marcacéo,
respectivamente.

Nés avaliamos a percentagem de células RB que expressavam Fos
(%RB) (Fig. 29A) e a porcentagem de células Fos que expressavam RB (%
Fos) (Fig. 29B), através das seguintes formulas: %RB [(nUmero de células
positivas para RB / numero de células positivas para Fos-RB) * 100] e %Fos
[(ndmero de células positivas para Fos / niumero de células positivas para Fos-
RB) * 100].

A figura 29A mostra a média £+ EPM da porcentagem de neurbnios do
cortex pré-limbico retrogradamente marcados, a partir do centro do nucleo
acumbens, que foram ativados durante o teste de reinstalagdo da busca de
etanol em animais testados no Contexto A ou B. Nossos resultados mostraram
que 4,4% dos neurdnios do cortex pré-limbico que se projetavam para o centro
do nucleo acumbens foram ativados quando os animais foram expostos ao
Contexto A, enquanto que a porcentagem para 0S animais expostos ao
Contexto B foi de 1,6%. Ou seja, maior porcentagem de neurdnios do cortex
pré-limbico que se projetavam para o centro do ndcleo acumbens foram
ativados quando os animais foram expostos ao Contexto A, em comparacao
aos expostos ao Contexto B (t (10) = - 3,52; p <0,05).

A figura 29B mostra a média + EPM da porcentagem de ativacdo do
cortex pré-limbico referente aos neurdnios que se projetam para o centro do
ndcleo acumbens. Observamos que 41,5% dos neurdnios ativados no cortex
pré-limbico se projetavam para o centro do nucleo acumbens quando os
animais eram expostos ao Contexto A. Quando os animais foram expostos ao
Contexto B, a porcentagem foi de 19,1%. Dessa forma, a porcentagem de
ativacdo dos neurdnios do cortex pré-limbico que se projetam para o centro do
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nacleo acumbens foi maior nos animais expostos ao contexto associado ao
etanol (Contexto A), quando comparados aos animais expostos ao contexto
extincdo (Contexto B) (t (10) = - 2,39; p <0,05).

As analises, em conjunto, mostram significativamente maior ativacao das
projecdes do cortex pré-limbico para o centro do nldcleo acumbens nos animais

expostos ao contexto associado ao etanol.
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Figura 29. Ativacdo das projecdes do cortex pré-limbico para o centro do ndcleo acumbens
durante o teste de reinstalacdo da autoadministragdo de etanol induzida pelo contexto. (A)
Porcentagem de neurbnios do cortex pré-limbico marcados com RB que expressaram Fos
durante a exposicdo dos animais ao Contexto B ou A. (B) Porcentagem de neurbnios positivos
para Fos que expressaram RB durante a exposi¢do dos animais ao Contexto B ou A.

A figura 30 ilustra um corte representativo do cortex orbitofrontal para a
marcacao de Fos, de RB e da dupla marcacédo (Fos-RB). As imagens mostram
gue a marcacao retrégrada com RB no cortex orbitofrontal ndo foi satisfatoria,
impossibilitando a analise de quantificacdo dos neurbnios dessa regido que se

projetavam para o centro do ndcleo acumbens.

A B C

Figura 30. Cortes representativos do cortex orbitofrontal mostrando a marcagédo de (B) Red
beads (RB), (C) Fos e (D) dupla marcagéo de Fos-RB (aumento de 200X).

105



Capitulo 1

6 Discussdo

106



Capitulo 1

Neste capitulo, investigamos a participacdo cortical e estriatal na
reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo contexto. Nossos resultados
mostraram que o comportamento de reinstalacdo da busca de etanol induzida
pelo contexto: (I) ndo apresentou diferencga entre ratos e ratas; (Il) aumentou o
namero de células positivas para Fos no cértex orbitofrontal, pré-limbico e no
nacleo acumbens (centro e concha); (lll) foi atenuado pela inibicdo
farmacoldgica do cortex orbitofrontal e do (V) centro do nicleo acumbens; (1V)
apresentou correlacdo com o aumento da ativacdo das projecdes do coértex
pré-limbico para o centro do ndcleo acumbens.

A dependéncia de etanol, assim como de outras drogas de abuso, é
caracterizada pelo desejo intenso de usar a substancia e ainda, por sua
natureza crénica e recidivante. Estimulos associados ao uso de etanol, como
pistas contextuais, sdo considerados fatores de risco para a recaida ao uso
dessa substancia, pois sdo capazes de desencadear a fissura (aumento do
desejo de voltar a beber) em individuos abstinentes (HEINZ et al.,, 2010;
LUDWIG; STARK, 1974; LUDWIG; WIKLER; STARK, 1974; O'BRIEN et al.,
1990; STAIGER; WHITE, 1991). Neste sentido, foi demonstrado que alcoolistas
sdo mais responsivos a estimulos relacionados ao consumo de etanol em
comparacao aos individuos ndo dependentes a essa substancia (MYRICK et
al., 2004).

A recaida ao uso de drogas promovida pela exposicdo ao ambiente pode
ser estudada através do modelo animal ABA renewal (BOUTON; KING, 1983;
BOUTON; SWARTZENTRUBER, 1991; CROMBAG; SHAHAM, 2002). Neste
paradigma, por meio de processos de aprendizagem associativa, estimulos
previamente neutros adquirem propriedade de reforco condicionado e de
incentivo motivacional que permitem a busca de drogas na auséncia do reforco
(CROMBAG et al., 2008; FUCHS et al., 2005). Esse modelo ja foi utilizado para
estudar a influéncia do contexto na reinstalacdo a busca de cocaina, heroina,
nicotina, metanfetamina e etanol (BOSSERT et al., 2011; CRUZ et al., 2014;
DIERGAARDE et al., 2008; MARCHANT et al., 2013; PALOMBO et al., 2017;
RUBIO et al., 2015; WILLCOCKS; MCNALLY, 2013).

Nossos resultados demonstraram que 0 contexto previamente
associado ao uso de etanol foi capaz de reinstalar o comportamento de busca

por essa droga, corroborando com os estudos clinicos (LITT; COONEY, 2000;
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O’BRIEN et al., 1990; SEO; SINHA, 2014) e pré-clinicos (MARCHANT et al.,
2013; PALOMBO et al., 2017; WILLCOCKS; MCNALLY, 2013), que também
mostram a influéncia do ambiente na recaida ao etanol apds um periodo de
abstinéncia.

A influéncia do sexo sobre as respostas comportamentais e fisiologicas
ainda € um desafio na pesquisa basica e clinica. Mesmo duas décadas apoés o
Instituto National de Saude (NIH, do inglés “National Institute of Health”) nos
Estados Unidos exigirem que todas as pesquisas clinicas incluissem mulheres
e homens nos estudos, poucas mulheres séo inseridas e nem sempre 0sS
resultados entre homens e mulheres sdo analisados separadamente
(MAZURE; JONES, 2015). Nos estudos pré-clinicos, ainda ha o predominio da
utilizacdo de animais machos. Clayton e Collins (2014) apontam duas razdes
para esse fato: convencao (maioria dos estudos foram padronizados em
machos) e as flutuacbes hormonais associadas ao ciclo reprodutivo. No
entanto, estudos recentes de meta-analise em ratos e camundongos
demonstraram que fémeas testadas ao longo de seus ciclos hormonais néo
apresentaram maior variabilidade do que o0os machos (BECKER;
PRENDERGAST; LIANG, 2016; PRENDERGAST; ONISHI; ZUCKER, 2014).
Resultados semelhantes foram obtidos em relacdo a expressdo génica em
humanos (ITOH; ARNOLD, 2015). Assim, a compreensdo cientifica das
descobertas no ambito do sexo, sejam elas semelhancas, diferencas ou
eventos mais complexos, sdo cruciais para a preditividade das pesquisas e
para o0 avanc¢o nos objetivos finais.

Em nosso estudo, comparamos ratos e ratas nas diferentes etapas de
nosso protocolo comportamental, utilizado para avaliar a reinstalacdo da
autoadministracao de etanol induzida pelo contexto. As analises comparativas
mostraram que as ratas consumiram maior quantidade de etanol (g/kg), quando
comparadas aos ratos, durante a exposicdo ao paradigma de livre escolha
entre duas garrafas. As ratas também apresentaram maior numero de
respostas (na barra ativa) e de reforgos, e maior consumo de etanol (g/kg)
durante o treino da autoadministracdo em RF-1, quando comparadas aos ratos.
Nas sessdes de treino em IV-30 s, ratos e ratas mostraram comportamentos
similares em relagcdo ao numero de respostas na barra ativa e o numero de

reforcos, no entanto, as ratas consumiram mais etanol (g /kg) do que os ratos.
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A maioria dos estudos que avalia o consumo de etanol no modelo de
livre escolha entre garrafas mostra que fémeas consomem mais etanol do que
machos (ALMEIDA et al., 2015, 1998; JUAREZ; BARRIOS DE TOMASI, 1999;
LANCASTER; SPIEGEL, 1992; MELISKA et al., 1995; PRIDDY et al., 2017;
TING-KAI; LUMENG, 1984). No entanto, a literatura referente ao
comportamento operante de autoadministracdo de etanol apresenta resultados
heterogéneos, enquanto alguns estudos nao encontraram diferencas entre
ratos e ratas na busca e consumo de etanol (MOORE; LYNCH, 2015; PRIDDY
et al., 2017), outros demonstram que fémeas buscam e consomem mais etanol
do que os machos (BERTHOLOMEY; NAGARAJAN; TORREGROSSA, 2016;
PRIDDY et al.,, 2017). Outro estudo, conduzido por Randall et al. (2017),
mostrou que embora ratos obtivessem maior nimero de refor¢os para o etanol,
as fémeas apresentavam consumo de etanol (g/kg) maior ou igual aos machos,
dependendo da fase da autoadministracao.

Observamos também, que ratos e ratas apresentaram consisténcia
durante o treino de autoadministracdo de etanol tanto na fase de razao fixa,
como na fase de intervalo variado (Fig. 9A e 9B). Esse padrdo consistente
observado nas ratas, sugere que as fases do ciclo estral provavelmente néo
impactaram dramaticamente o comportamento de autoadministracdo, como
relatado no estudo de Randall et al. (2017). Essa observacao também é
apoiada por Priddy et al. (2017) que mostraram que a preferéncia e o consumo
de etanol ndo foram significativamente diferentes ao longo do ciclo estral de
ratas Long-Evans.

Durante a avaliacdo do processo de extingédo e do teste de reinstalacéo,
ndo observamos diferenca do fator sexo em relacdo ao nimero de respostas
dos animais. Nossos resultados corroboram com o estudo de Randall et al.
(2017), no qual ratos e ratas apresentaram numero de respotas semelhantes
durante as sessOes de extincdo e do teste de reinstalacdo da busca do etanol
por dicas discretas.

Estudos pré-clinicos que avaliaram diferencas sexuais em
comportamentos semelhantes a recaida ao etanol sdo limitados. McKinzie et al.
(1998) também ndo encontraram diferenca no sexo quando avaliaram a
reinstalacdo da busca e do consumo de etanol na autoadministracdo apos
longos periodos de privacdo. Por outro lado, Bertholomey; Nagarajan;
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Torregrossa (2016) mostraram que ratas adultas, mas n&o ratos, quando
expostos crénicamente a corticosterona na adolescéncia, exibiram maior
comportamento de reinstalacdo ao etanol induzido por dicas. Sugerindo que o
estresse pode aumentar o risco de comportamentos relacionados a recaida em
fémeas (BERTHOLOMEY; NAGARAJAN; TORREGROSSA, 2016).

Processos neuronais subjacentes a fissura e recaida sdo complexos
devido a interacdo entre plasticidades decorrentes do uso cronico do etanol e
comportamentos associativos relacionados a dependéncia (SEO; SINHA,
2014). Neste sentido, estudos recentes indicam que comportamentos
associativos relacionados ao uso de substancias de abuso promovem a
formacéo de engramas de memaorias em neuronal ensembles (BOSSERT et al.,
2011; CRUZ et al., 2013, 2014; FANOUS et al., 2012; KOYA et al., 2009; LEAO
et al., 2015; RUBIO et al., 2015). Esses estudos propde que a ativacdo desses
pequenos grupos neurais, frente aos estimulos associados ao uso da droga,
promoveria a evocacdo de memorias associativas, podendo desencadear a
busca por essas substancias (BOSSERT et al., 2011; CRUZ et al., 2013, 2014;
FANOUS et al., 2012; RUBIO et al., 2015).

Estudos de neuroimagem mostraram, em voluntarios saudaveis, que o
desejo de consumir etanol, desencadeado pela exposicdo a dicas, foi
relacionado ao aumento da atividade do estriado ventral e dorsal (SEO et al.,
2011). Em alcoolistas, o aumento da atividade do estriado ventral tem sido
correlacionada com a fissura e a recompensa promovida pelo uso dessa
substancia (GRUSSER et al., 2004; HEINZ et al., 2004). Dessa forma, diversos
estudos sugerem que o nucleo acumbens desempenha um papel chave nos
processos de recompensa e de aprendizado associativo relacionados ao uso e
busca de drogas (CHAUDHRI et al., 2010b; CORBIT; MUIR; BALLEINE, 2001,
KATNER; WEISS, 1999; NICOLA, 2007).

Neste sentido, nossos resultados mostraram que animais expostos ao
contexto associado ao etanol (Contexto A) apresentaram aumento de células
positivas para Fos, tanto no centro, como na concha do nucleo acumbens.
Observamos ainda, por meio da dupla marcacéo para Fos e NeuN, que apenas
uma pequena porcentagem dos neurdnios do nucleo acumbens foi ativada
apos o teste de reinstalacdo, sendo 6,4% e 7,3% para a concha e 4,2% e 10%
para 0 centro, apdés a exposicdo aos contextos B e A, respectivamente.
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Demonstramos ainda, que a inativacado do centro do nucleo acumbens diminuiu
a busca de etanol induzida pelo contexto.

Nossos resultados corroboram com dados da literatura que monstram o
envolvimento de pequenos grupos neuronais no nucleo acumbens em
comportamentos associativos relacionado a dependéncia (CRUZ et al., 2014;
KOYA et al., 2009, 2012; LEAO et al., 2015). Por exemplo, Cruz e
colaboradores (2014) demonstraram que apenas 3,4% dos neurdnios da
concha do nucleo accumbens foram ativados durante a reinstalacdo da
autoadministracdo de cocaina induzida pelo contexto, e que a inibi¢cdo seletiva
desses neurbnios atenuou a reinstalacdo do comportamento. Koya et al.
(2009), monstraram que apenas 4% dos neurdnios do nucleo acumbens foram
ativados na expressao da sensibilizacdo locomotora contexto-especifica a
cocaina e que a inativacao exclusiva dessa pequena populacado de neurbnios
inibiu a expresséo da sensibilizacao.

Diferente dos nossos resultados, Hamlin; Newby; Mcnally (2007)
mostraram que a reinstalacdo da procura por cerveja alcodlica foi associada ao
aumento da expressao de Fos na concha do nucleo acumbens, mas ndao no
centro. Por outro lado, Dayas e colaboradores (2007) demonstraram aumento
de células positivas para Fos tanto no centro como na concha do ndcleo
acumbens quando os animais foram expostos a dicas discriminativas
associadas ao consumo de etanol (DAYAS et al., 2007). No mesmo sentido,
Chaudhri e colaboradores, demonstraram que injecées do antagonista D1
(CHAUDHRI; SAHUQUE; JANAK, 2009) ou de baclofen + muscimol
(CHAUDHRI et al., 2010), tanto na concha como no centro do nucleo
acumbens, atenuaram a reinstalacdo da busca do etanol associada ao
contexto. No entanto, os autores demonstraram que o centro do nucleo
acumbens foi mais sensivel ao blogueio dos receptores D1, quando comparado
a concha (CHAUDHRI; SAHUQUE; JANAK, 2009).

Chaudhri et al. (2010) observaram ainda, que na reinstalagdo da busca
pelo etanol associada a dicas discriminativas, a inativagdo do centro do nucleo
acumbens, mas ndo da concha, foi capaz de diminuir essa resposta
condicionada. Esses resultados, juntamente com os discutidos anteriormente,
indicam que o centro do nucleo acumbens participa das respostas

comportamentais associadas as dicas e ao contexto (BLAISS; JANAK, 2009;
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BOSSERT et al.,, 2007; FUCHS, 2004; ITO; ROBBINS; EVERITT, 2004),
enquanto que a concha parece estar mais envolvida com as respostas
condicionadas ao contexto (BOSSERT et al., 2007; CRUZ et al.,, 2014;
HAMLIN; NEWBY; MCNALLY, 2007; ITO et al., 2008).

Dados da literatura sugerem que a estimulacdo repetida das regides
estriatais (ventral e dorsal), apés o uso repetido de substancias, podem afetar
negativamente a funcéo regulatéria do cértex pré-frontal, diminuindo a acéo
inibitoria dessa regido sobre o comportamento de busca por drogas (BELIN et
al., 2013; SINHA; LI, 2007; VOLKOW et al., 2007). Neste sentido, alteracdes na
atividade funcional do cértex pré-frontal medial e do cértex orbitofrontal foram
observadas em individuos dependentes do etanol (SCHOENBAUM; ROESCH,;
STALNAKER, 2006; SEO; SINHA, 2014). Essas alteracdes foram associadas a
menor capacidade de controle dos impulsos para a busca compulsiva de
drogas de abuso (LI; SINHA, 2008; SEO; SINHA, 2014).

Estudos de imuno-histoquimica indicam correlacdo entre a busca de
drogas induzida por estimulos ambientais e a ativacdo do cortex orbitofrontal.
Por exemplo, foi demonstrado que a exposi¢céo a dicas previamente associadas
a administracdo de cocaina, heroina e etanol aumentou a expressdo de
marcadores de ativacdo neuronal no cortex orbitofrontal (FANOUS et al., 2012;
JUPP et al., 2011; THOMAS; ARROYO; EVERITT, 2003).

Nosso estudo foi o primeiro a demonstrar a participagdo funcional do
cortex orbitofrontal na reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo contexto.
Em concordancia com os nossos achados, Lasseter et al. (2009), relataram
que a injecao de baclofen + muscimol no cértex orbitofrontal, diminuiu a busca
por cocaina induzida pelo contexto. Além disso, Fanous et al. (2012)
demonstraram, em ratos, que a inibicdo do coértex orbitofrontal diminuiu a
procura de heroina induzida por dicas discretas.

Fanous et al. (2012) mostraram ainda que apenas 12% dos neurdnios do
cortex orbitofrontal foram ativados durante a reinstalacdo da busca de heroina
induzida por dicas, e que a inibicdo seletiva desses neurdnios atenuou a
reinstalacdo desse comportamento. Esses dados sugerem que o0s neuronal
ensembles do cortex orbitofrontal codificam o aprendizado associativo entre os
estimulos ambientais e os efeitos da heroina. Neste sentido, nossos estudos

também mostraram que apenas 15,8% dos neurbnios do cortex orbitofrontal
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foram ativados apds a exposicdo dos ratos ao ambiente pareado ao etanol.
Entretanto, estudos de inibicdo especifica dos neuronal ensembles do cortex
orbitofrontal sdo necessarios para comprovar 0 envolvimento desses grupos
neuronais na reinstalacéo da busca de etanol induzida pelo contexto.

A funcdo do cortex orbitofrontal na reinstalacdo da busca de drogas
induzida por estimulos ambientais, poderia ser justificada pela participacdo
dessa estrutura nos processos de memaria e aprendizado, decorrentes de suas
conexdes com regides limbicas, como o nucleo acumbens e a amidala
basolateral (MOORMAN; ASTON-JONES, 2014). Neste sentido, Lasseter et al.
(2011) observaram que a inativacdo unilateral da amidala basolateral
juntamente com a inibicdo contralateral ou ipsilateral do cértex orbitofrontal
atenuaram o comportamento de busca pela cocaina induzida pelo contexto.
Assim, as projecbes entre a amidala basolateral e o cértex orbitofrontal
parecem mediar a reinstalacdo da busca de cocaina induzida pelo contexto.
Outro estudo, observou que a apresentacdo de um odor previamente
associado a estimulos recompensadores ou punitivos, promoveu a evocagao
de potenciais de acdo nos neurbnios do cértex orbitofrontal, em antecipacéo a
apresentacdo dessa recompensa ou punicdo (SCHOENBAUM et al., 2003;
SCHOENBAUM; CHIBA; GALLAGHER, 1998). Esses resultados sugerem que
o0 cortex orbitofrontal, em associagdo com regides limbicas, desempenha
funcdo importante nos processos de memodria e de saliéncia motivacional
associada a estimulos recompensadores ou punitivos (SCHOENBAUM;
ROESCH; STALNAKER, 2006).

Dados da literatura associam o cortex pré-frontal medial a processos de
memdérias associativas e afetivas. Essa estrutura cortical também parece
desempenhar fungéo importante nos processos recompensadores e de tomada
de decisao (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2013; HAMPTON;
BOSSAERTS; ODOHERTY, 2006; URRY et al., 2006). Estudos de
neuroimagem mostraram que dicas relacionadas ao consumo de etanol
aumentaram a ativagdo do cortex pré-frontal medial de individuos alcoolistas
(BUHLER; MANN, 2011). Em roedores, foi demonstrado que a reinstalacdo da
autoadministracdo de etanol e cocaina induzida pelo contexto foi acompanhada
pelo aumento de células positivas para Fos no coértex pré-limbico, e que a
inibicdo farmacoldgica dessa estrutura inibiu a reinstalagcdo da busca a essas
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substancias (FUCHS et al., 2005; LASSETER et al., 2010; MARCHANT et al.,
2015; PALOMBO et al.,, 2017; STEFANIK; KUPCHIK; KALIVAS, 2016;
WILLCOCKS; MCNALLY, 2013). Em concordancia com essas evidéncias,
nosso estudo demonstrou que a reinstalacdo da busca do etanol induzida pelo
contexto aumentou o numero de células positivas para Fos no cortex preé-
limbico de ratos.

A participacdo do cortex pré-frontal medial na reinstalacdo da
autoadministracdo de drogas induzida pelo contexto, foi demonstrada também
por Bossert e colaboradores (2011). Esses autores observaram que 12% dos
neurdnios do coértex pré-frontal ventromedial foram ativados durante o teste de
reinstalacdo da autoadministracdo de heroina induzida pelo contexto e que a
inibicdo seletiva desses neurbnios atenou o comportamento de reinstalacéo
(BOSSERT et al.,, 2011). Estudos do nosso laboratério mostraram que a
exposicao ao contexto pareado ao etanol ativou apenas 7,7% dos neurbnios do
cortex pré-limbico e que a inativacdo farmacoldgica dessa regido atenuou a
reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo contexto (PALOMBO et al.,
2017). Nossos resultados corroboram com esses dados, uma vez que, a
reinstalacdo da busca de etanol induzida pelo contexto promoveu a ativagao de
apenas 6,4% dos neurdnios do cortex pré-limbico.

E importante ressaltar que apesar do cortéx pré-frontal medial estar
envolvido no comportamento de reinstalagdo a busca de drogas, existem
diferencas na participacdo de suas sub-regiées, dependendo da substancia de
abuso envolvida (MARCHANT et al., 2015). Por exemplo, estudos demonstram
que a porcao dorsomedial modula a reinstalacéo da busca por etanol e cocaina
(FUCHS et al., 2005; PALOMBO et al., 2017; WILLCOCKS; MCNALLY, 2013),
enquanto que a porcao ventromedial, participa da busca pela heroina
(BOSSERT et al., 2011).

Varios processos relacionados ao aprendizado associativo e a evocacao
de memorias de longo prazo sao atribuidos ao coértex pré-limbico (EUSTON;
GRUBER; MCNAUGHTON, 2013; QUINN et al., 2008). Por meio de suas
conexdes com o estriado, amidala, area tegmental ventral, hipocampo e coértex
orbitofrontal, o cértex pré-limbico medeia informagdes sensoriais, emocionais e
motivacionais (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2013; MILLER, 2000;
MULDER et al., 2000). Estudos indicam que essas conexdes estdo envolvidas
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nas respostas condicionadas ao contexto e na mediagcao cognitiva e emocional
dos processos de consolidacdo da meméria (EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2013; MILLER; COHEN, 2001). Por exemplo, projecées do
hipocampo para o cortex pre-limbico proporcionam informacdes espaciais
fundamentais para formacdo da memoria contextual (FLORESCO; SEAMANS;
PHILLIPS, 1997). Além disso, projecfes glutamatérgicas do cortex pré-limbico
para o centro do nucleo acumbens, parecem mediar a busca por cocaina
induzida pos estimulos ambientais (MCFARLAND; LAPISH; KALIVAS, 2003;
STEFANIK et al., 2013; STEFANIK; KUPCHIK; KALIVAS, 2016).

Neste contexto, nosso estudo demonstrou que a exposicado dos ratos ao
contexto associado ao etanol, promoveu maior ativacdo de Fos nos neurénios
do cortex pré-limbico que se projetavam para o centro do ndcleo acumbens, em
comparacao aos animais que foram expostos ao contexto de extingdo. Para o
nosso conhecimento, nosso estudo foi o primeiro a mostrar a possivel
participacdo das projecdes do coOrtex pré-limbico para o centro do nucleo
acumbens na reinstalacao a busca por etanol induzida pelo contexto.

Na mesma direcdo, McGlinchey et al. (2016) observaram que durante a
reinstalacdo da busca por cocaina induzida por dicas, maior porcentagem de
neurdnios do cortex pré-limbico, retrogradamente marcados a partir do centro
do ndcleo acumbens, expressavam Fos. O aumento dessa expresséo foi
correlacionado positivamente ao comportamento de reinstalacdo a cocaina.
Esses autores demonstraram ainda, que essa projecdo era glutamatérgica,
pois o0 bloqueio contralateral da sinalizacdo de glutamato no centro do nucleo
acumbens atenuou a reinstalacdo a cocaina induzida por dicas discretas
(MCGLINCHEY et al., 2016). A importancia dessa via também foi demonstrada
por meio da técnica de optogenética, Stefanik et al. (2013) mostraram que a
inibicdo bilateral do cortex pré-limbico, do centro do ndcleo acumbens ou das
fibras do cortex pré-limbico que chegavam ao centro do nucleo acumbens,
atenuaram a reinstalacao da busca por cocaina.

Ainda neste contexto, Stefanik; Kupchik; Kalivas (2016) observaram que
a inibicdo da projecédo do coétex pré-limbico para o centro do nucleo acumbens,
além de diminuir o comportamento de reinstalacdo da cocaina induzido por
dicas, também reduzia o diametro da cabeca dos espinhos dendriticos e a
relacdo dos receptores glutamatérgicos AMPA/NMDA nos neurbnios
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espinhosos médios do centro do ndcleo acumbens. Essas alteragbes na
plasticidade sinaptica glutamatérgica tém sido relacionadas a maior propensao
de recaida em individuos abstinentes (ROBINSON; KOLB, 2004; RUSSO et al.,
2010). Assim, poderiamos supor que a aferéncia glutamatérgica vinda do
cortex pré-limbico desencadeia alteracbes nas propriedades sinépticas
excitatérias do centro do nucleo acumbens e facilita a busca de drogas
(STEFANIK; KUPCHIK; KALIVAS, 2016). Entretando, estudos funcionais
demonstrando o papel dessa via na reinstalagdo da busca do etanol induzida

pelo contexto, ainda sdo necessarios e serdo alvo de nossos estudos futuros.
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7 Conclusdo
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Nossos resultados demostraram que, apesar de ratos e ratas terem
apresentado diferencas nas respostas e no consumo de etanol durante o
protocolo de autoadministracdo, ambos apresentaram comportamento
semelhante durante a extincdo e a reinstalacdo da busca de etanol induzida
pelo contexto. Os resultados obtidos indicaram também que regides
corticolimbicas como o cértex orbitofrontal, o cortéx pré-limbico e o nucleo
acumbens (centro e concha), participam do comportamento de busca do etanol
induzida pelo contexto. Através da técnica de inibicdo farmacoldgica,
demonstramos que o cortex orbitofrontal e o centro do ndcleo acumbens
exercem papel importante na modulacdo desse comportamento. Além disso,
monstramos que a exposicdo ao contexto previamente associado a
autoadministracdo de etanol aumentou a ativacao das projecfes do cértex pré-
limbico para o centro do ndcleo acumbens, sugerindo a participacdo dessa via

na busca de etanol induzida pelo contexto.
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“Dans la vie, rien n'est a craindre, tout est a comprendre.”

(Marie Curie)
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parvalbumina e o papel da proteina Hevin nas propriedades
reforcadoras e na sensibilizacdo comportamental induzida pelo

etanol
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A persisténcia de comportamentos como a recaida e o uso compulsivo
de drogas, ao longo da vida de um dependente, sugere que a exposicado as
substancias de abuso resultam em adaptacdes de longo prazo no sistema
nervoso central (HAYDON et al., 2009). Por exemplo, estudos demonstram que
plasticidades moleculares e sinapticas no sistema mesocorticolimbico estao
relacionadas ao aumento da saliéncia motivacional, perda do controle do uso
da droga e recaida (KOOB; VOLKOW, 2010; NESTLER; AGHAJANIAN, 1997).

Embora as alteracbes nos processos neurais tenham sido o foco de
muitas pesquisas nas Ultimas décadas, o papel dos astrocitos nas plasticidades
subjacentes a dependéncia de drogas, ainda ndo é bem compreendido
(HAYDON et al., 2009). Dados da literatura indicam que os astrocitos atuam na
regulacdo da formacédo, maturacao, estabilidade e manutencdo das sinapses
neuronais (DZYUBENKO; GOTTSCHLING; FAISSNER, 2016; SLEZAK;
PFRIEGER, 2003). Em contrapartida, disfun¢cées nos astrocitos, promovem
prejuizos na formacdo de plasticidades sinapticas (ADERMARK; BOWERS,
2016; SLEZAK; PFRIEGER, 2003). Pesquisas recentes demonstram que a
exposicdo crbnica ao etanol induz alteracbes na fisiologia dos astrocitos,
causando efeitos pronunciados na excitabilidade, neurotransmissdo e
viabilidade neuronal (ADERMARK; BOWERS, 2016; AYERS-RINGLER et al.,
2016; DAHCHOUR et al., 2000; DING et al., 2013; MULHOLLAND et al., 2009;
SMITH, 1997). Além disso, Bull e colaboradores (2014) mostraram aumento na
densidade dos astrécitos do nucleo acumbens de ratos abstinentes de etanol.
Eles observaram que esta alteracdo se correlacionava positivamente a
motivacdo dos animais em retomar o consumo dessa substancia, apés a
retirada. Estes pesquisadores observaram ainda, maior densidade de astrocitos
no nucleo acumbens dos ratos, apés a autoadministracdo de etanol (BULL et
al., 2014). Essas evidéncias sugerem gue 0s astrécitos podem promover
plasticidades sindpticas no sistema mesolimbico, modulando as respostas as
substancias de abuso, em particular ao etanol (HAYDON et al., 2009).
Entretanto, mais estudos s&o necessarios para melhor compreender os
mecanismos envolvidos na acéo plastica dos astrocitos.

Neste sentido, dados da literatura mostram que a acao dos astrécitos na
funcdo e estrutura sinaptica estd relacionada a liberagcdo de proteinas
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matricelulares (EROGLU, 2009; KUCUKDERELI et al., 2011). Dentre elas, a
proteina matricelular Hevin. A proteina Hevin é constitutivamente expressa no
sistema nervoso central de adultos, secretada por astrocitos, e tem como
funcdo regular a conectividade sinaptica (EROGLU, 2009; JONES et al., 2011,
KUCUKDERELI et al., 2011; LIVELY; RINGUETTE; BROWN, 2007).
Kucukdereli et al. (2011) demonstraram que quando a Hevin foi adicionada em
cultura primaria de células ganglionares de neurdnios retinais purificados, ela
estimulou a sinaptogénese de vias glutamatérgicas. Ao contrario,
camundongos knockout para Hevin, apresentavam significativamente menos
sinapses excitatérias e deficiéncia nas formacdes sindpticas. Esses
pesquisadores observaram ainda, que a atividade sinaptogénica da Hevin era
regulada por uma proteina homologa a ela e também expressa por astrocitos,
chamada SPARC (KUCUKDERELI et al., 2011).

Varios estudos tém associado Hevin e SPARC a transtornos
psiquiatricos (CAMPOLONGO et al., 2012; IKEMOTO et al., 2000; JONES et
al.,, 2010; VIALOU et al., 2010). Ikemoto et al. (2000) observaram que a
administracdo crbénica de anfetamina aumentou a quantidade de SPARC na
amidala e promoveu aumento da sensibilizagcdo locomotora a essa substancia.
Em relacdo a Hevin, Vialou et al. (2010) mostraram que camundongos
suceptiveis ao estresse cronico social apresentaram comportamentos do tipo
depressivo e menor expressao de Hevin no ndcleo acumbens. Por outro lado,
camundongos resilientes a esse tipo de estresse demonstraram aumento de
Hevin no nucleo acumbens. Além disso, esses pesquisadores demonstraram
gue a superexpressdo de Hevin no nucleo acumbens dos camungondos
susceptiveis, promovia respostas do tipo anti-depressivas e de resiliéncia ao
estresse.

O grupo de pesquisa coordenado pelo Dr. Vincent Vialou, tém realizado
varios estudos sobre o papel da Hevin na dependéncia as drogas de abuso
(MONGREDIEN et al.,, 2017). Neste sentido, este grupo observou que
camundongos tratados cronicamente com cocaina apresentaram aumento de
Hevin no nudcleo acumbens, e que camundongos knouckout para Hevin,
diminuiram o comportamento de PCL induzido por esta substancia
(MONGREDIEN et al., 2017). Essas evidéncias sugerem o envolvimento da
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Hevin no reforgo positivo e/ou no processo de aprendizado condicionado
induzido pela cocaina.

Mongredien e colaboradores (2017) observaram que a Hevin pode ser
expessa tanto nos astrocitos, como nos interneurdnios gabaérgicos
parvoalbumina imunorreativos (PV) do estriado. Os PV estdo distribuidos
dispersamente pelo ndcleo acumbens e estriado dorsal (COWAN et al., 1990;
DAMODARAN; EVANS; BLACKWELL, 2014; TODTENKOPF et al., 2004),
esses neurdnios, por serem interligados por meio de juncbes comunicantes,
sdo classificados como neurdnios de disparo rapido (fast-spiking). Assim,
apresentam alta sincronicidade de disparos entre si, atuando como importantes
moduladores inibitérios da atividade dos neurénios espinhosos médios (MSNs,
do inglés medium spiny neurons) estriatais (DAMODARAN; EVANS;
BLACKWELL, 2014; KITA; KOSAKA; HEIZMANN, 1990; KOOS; TEPPER,
1999). Dessa forma, Hevin ao ser liberada no estriado, tanto pelos astrocitos
como pelos PV, poderia modular as respostas motivacionais as drogas, ao
alterar a plasticidade sinaptica nos MSNs.

Wang e colaboradores (2018) mostraram que a inibicdo seletiva dos
interneurénios PV, no nucleo acumbens de camundongos, diminuiu a
expressdo da sensibilizacdo locomotora e da PCL induzidas pela anfetamina.
Além disso, mostraram que a inibicdo da sinalizacdo dos interneurénios PV
estava associada ao aumento da expressdo de Fos no nucleo acumbens,
confirmando que os neurdnios PV regulam a atividade dos MSNs nessa regiao
(WANG et al.,, 2018). Ainda neste contexto, Todtenkopf et al. (2004)
demonstraram que a administracdo repetida de cocaina promoveu
sensibilizacdo locomotora e aumento do numero de PV na regido ventral e
dorsal do estriado (TODTENKOPF et al.,, 2004). Entretanto, os efeitos da
administracdo repetida de etanol na funcdo e estrutura dos PV no estriado
ainda nao foram investigados.

Com base nas evidéncias apresentadas acima, nossa hipétese foi que a
exposicao repetida ao etanol poderia promover alteracées nos interneurénios
PV e/ou nos astrocitos, que por sua vez modulariam a liberacdo de Hevin no
estriado, alterando a plasticidade sinaptica e, consequentemente, as
propriedades reforgadoras e motivacionais do etanol.
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2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da administracéo repetida de etanol na morfologia dos
interneurbnios imunoreativos para parvoalbumina e o papel da proteina
matricelular Hevin nas propriedades reforcadoras do etanol e na expressao da

sensibilizacdo locomotora induzida por esta substancia.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel da Hevin astrocitica no consumo de etanol, na
preferéncia condicionada por lugar e na expressdo da sensibilizacéo
locomotora induzidos por essa substancia.

- Avaliar o papel da Hevin neuronal na expressao da sensibilizagdo
locomotora induzida pelo etanol.

- Investigar os efeitos da administracdo repetida de etanol na

arborizagdo dendritica dos interneurénios PV do estriado dorsal.
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3 Materiais e Métodos
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3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J (20-259),
provenientes do laboratério Janvier-Labs (Paris, Frangca) e camundongos
trangénicos PV-Cre (25-35g), provenientes do biotério rodent facility do Instituto
de Biologia Paris Seine (IBPS) (Paris, Franga). Os animais foram transferidos
para o biotério do Departamento de Neurociéncia da Universidade Pierre et
Marie Curie (UPMC - Paris, Franca), no minimo 7 dias antes do inicio dos
experimentos, sendo mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 +
1°C) e luz (ciclo de 12/12 horas, luzes acesas as 07:00 e apagadas as 19:00),
e com livre acesso ao alimento e a agua. Os animais permaneceram
agrupados (n=5) em caixas-moradia plasticas, exceto no periodo em que o
consumo de etanol foi avalido individualmente. Todos os experimentos foram
realizados conforme as leis e politicas da Unido Européia para uso de animais
nas pesquisas em neurociéncia (European Committee Council Directive
2010/63/EU) e autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa Pré-Clinica

(Comité d'éthique en expérimentation animale - Charles Darwin, N° 01376.03).

3.2 Drogas

- Etanol (Sigma-Aldrich, 96%) diluido em agua nas concentracfes de
3%, 6%, 10% e 20% (p/v).

- Etanol (Sigma-Aldrich, 99,8%) diluido em salina (NaCl 0,9 %), na
concentracdo de 20% (v/v) e administrado (0,109 mL/10 g, i.p.) na dose de 1,75
gkgt.

- Cetamina e xilazina (100 mg kg~ ! e 10 mg kg™ %, i.p.) dissolvidos em

solucédo salina (NaCl 0,9 %).

3.3 Vetores virais

Acdo nos astrocitos:

AAV2.5-GFAP-GFP (controle)
AAV2.5-GFAP-microRNA contra Hevin (supressdo da Hevin)

Acdo neuronal:
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AAV2.2-hSyn-GFP (controle)
AAV2.2-hSyn-microRNA contra Hevin — (supresséao Hevin)

Dependente da Cre-recombinase:

AAV2.2-Ef1a-DIO-GFP

3.4 Cirurgia intracraniana para injegcao de virus

Os camundongos foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 mg
kg1 e 10 mg kg~ 1, i.p.) e colocados no esteriotaxico para receberem uma
microinjecao bilateral de um dos virus citados no item 3.3. A microinjecéo foi
realizada utilizando-se duas seringas Hamilton de 5 pul, conectadas aos bracos
do estereotaxico. As agulhas foram introduzidas com angulo de 10°, no nucleo
acumbens ou no estriado dorsal, de acordo com as coordenadas a partir do
bregma: NAc (AP +1,6 mm; ML +1,45 mm; D -4,3 mm) e estriado dorsal (AP
+0,8 mm; ML +2,4 mm; DV -3,2 mm). Foi injetado 0,1 pl do virus por minuto,
totalizando o volume de 0,5 pl por hemisfério. Para minimizar a difusdo do virus
a agulha injetora foi removida do local da inje¢do cinco minutos apos o término

da infusao.

3.5 Acesso Intermitente a Duas Garrafas

Para avaliar o consumo voluntario de etanol utilizamos o protocolo de
acesso intermitente a duas garrafas, de acordo com Hwa e colaboradores
(2011). Durante esse procedimento, os animais foram colocados em gaiolas
individuais onde foram expostos, durante 24 horas, a dois bebedouros
simultaneamente, um contendo apenas agua e outro contendo solucdo de
etanol. As garrafas contendo solucdo de etanol foram oferecidas trés vezes na
semana (as segundas, quartas e sextas-feiras), durante 4 semanas. A
concentracdo de etanol foi alterada de forma crescente na primeira semana de
exposicao 3, 6 e 10% (v/v). Nas semanas seguintes, 0s animais receberam
solucdo de etanol 20% (v/v). A posicdo das garrafas era sempre alternada
(entre direita e esquerda) para evitar a escolha de garrafas devido a posicao.

A quantidade de etanol consumido foi calculada através da pesagem das
garrafas antes e apos elas serem oferecidas aos animais. Os valores foram

normalizados pelo peso corporal de cada animal, sendo apresentados como
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gramas de etanol/Kg. A quantidade de liquido perdida nos bebedouros por
vazamento ou evaporacao foi aferida por bebedouros colocados em gaiolas

vazias no mesmo momento que as solucdes teste foram expostas aos animais.

3.6 Preferéncia condicionada por lugar (PCL)

A PCL foi realizada no labirinto em Y, utilizando-se apenas 0s bagos em
V" do aparato. Dessa forma, o aparato da PCL consistia de dois
compartimentos retangulares de acrilico (35 x 15 cm) - com a cor das paredes
e a textura do assoalho distintas — separados por um compartimento central,
triangular e neutro (15 x 15 x 15 cm). O procedimento foi baseado no descrito
por Nocjar; Middaugh; Tavernetti (1999).

O protocolo experimental foi dividido em 3 fases: 1) habituagcéo e pré-
condicionamento, 2) condicionamento e 3) pos-condicionamento.

Na fase 1, os camundongos foram colocados no compartimento central
do aparato e tiveram livre acesso aos compartimentos durante 15 min, por 3
sessOes diarias. As duas primeiras sessdes foram consideradas habituacdo ao
aparato e a terceira sessao, indicou a preferéncia inicial do animal por cada
compartimento (pré-condicionamento).

Posteriormente, na segunda fase, os camundongos passaram por 12
sessOes diarias de condicionamento com duracdo de 10 min. Nos dias 4, 6, 8,
10, 12 e 14 os animais receberam injecdes de etanol (1,75 g kg, i.p.) e foram
confinados no compartimento em que passaram menor tempo no pré-
condicionamento. Nos dias 5, 7, 9, 11, 13 e 15 os animais receberam injecdes
de salina (10 ml kg, i.p.) e foram confinados no compartimento oposto ao
pareado com etanol. Para reduzir a possibilidade de associacdo aos possiveis
efeitos aversivos das injecdes intraperitoneais de etanol com o ambiente da
PCL, logo apés as injecdes, os camundongos eram devolvidos a sua caixa-
moradia por 5 min, e em seguida, eram colocados nos seus respectivos
compartimentos.

No ultimo dia da PCL, os animais passaram pelo teste de pos-
condicionamento, no qual os camundongos foram colocados no compartimento

central da caixa, com livre acesso aos compartimentos.
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O tempo gasto nos compartimentos durante o pré-condicionamento e o
pos-condicionamento, foi quantificado pelo programa IMETRONIC-PLACE
PREFERENCE, instalado no computador que se conectava as cameras
presentes nas caixas da PCL. A preferéncia dos animais pelo ambiente
pareado ao etanol foi quantificada pela comparacdo entre o tempo gasto no
pré-condicionamento e no pos-condicionamento, no ambiente em que 0S

animais foram expostos apos as injecdes de etanol.

3.7 Avaliagéo da atividade locomotora

A atividade locomotora induzida pelo etanol foi avaliada no aparato
ciclotron (Imetronic), que consistia de um corredor circular - formado por dois
cilindros plasticos transparentes - envolto por quatro feixes infravermelhos
dispostos em angulos de 90°, na base do aparato (65 cm?) (figura 31). Cada
unidade de locomocédo correspondia a interrup¢do consecutiva de dois feixes

infravermelhos adjacentes.

Figura 31. Ciclotron (Imetronic, Pessac - France) - medidor automético da atividade
locomotora. Fonte: http://www.imetronic.com/devices/couloir-circulaire/.

Através de uma interface eletrbnica os sinais dos sensores infra-
vermelhos comunicavam-se com o computador, e os dados eram coletados
pelo programa IMETRONIC-CYCLOTRON.

3.8 Histologia
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Ao final dos experimentos comportamentais envolvendo microinjecao
viral, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 mg kg™ ! e
10 mg kg~ 1, i.p.) e perfundidos com uma solucédo de paraformaldeido 4%. Os
encéfalos foram removidos, poés-fixados em paraformaldeido por 2h e
transferidos para solugéo de sacarose 30% em PBS 4°C. Posteriormente, 0s
encéfalos foram fatiados ao longo do trajeto da injecdo, com o auxilio de um
microtomo de lamina vibratéria (Leica VT1000). As secbes foram
inspecionadas em microscopia Optica para visualizacdo da dispersao da
proteina fluorescente verde (GFP) ou da injaria no tecido, indicando o local da

injecao.

3.9 Administracéo de etanol

Camundongos trangénicos PV-Cre (25-35g) foram tratados durante 21
dias com uma injecéo diaria de etanol (1,75 mg kg) ou salina (10 ml kg?) pela
via intraperitonial. O tempo de tratamento foi realizado de acordo com
Udomuksorn et al. (2011).

3.10 Anélise morfoldgica por microscopia confocal

Camundongos PV-Cre foram anestesiados com cetamina e xilazina (100
mg kg~ ' e 10 mg kg%, i.p.) e perfundidos com paraformaldeido 4%. Os
encéfalos foram removidos, poés-fixados em paraformaldeido por 2h e
transferidos para solucdo de sacarose 30% em PBS 4°C. Em seguida, 0s
encéfalos foram seccionados com o auxilio de um micrétomo de lamina
vibratoria (Leica VT1000), em fatias coronais de 150 ym, contendo a regido do
estriado. Posteriormente as fatias foram fixadas em lamina e laminula com o
auxilio do Fluoromount (Sigma-Aldrich). Fotos da arborizacdo dendritica dos
neurdnios PV do estriado dorsal, foram obtidas utilizando-se o microscopio
confocal invertido (Leica TCS SP5, modelo DMI6000), com objetiva de 40X.
Foram fotografados, aproximadamente, 7 neurbnios por animal. As imagens
obtidas foram analisadas por meio do programa NeuronStudio, que permite
analise 3D da arborizacdo dendritica. Estas analises foram posteriormente
processadas pelo programa L-Measure (LM v5.3), permitindo que a analise

fosse dividida em categorias. Dessa forma, avaliamos: o volume e o
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comprimento dos compartimentos dendriticos; o numero de ramificacdes, o

namero de terminacgdes, o numero de bifurcacdes; e a ordem das ramificacfes

dendriticas. A figura 32 indica os elementos que constituem a arborizacdo

dendritica.

Figura 32. Imagem ilustrativa indicando os elementos que constituem a arborizagcéo

dendritica. Fonte: http://cng.gmu.edu:8080/Lm/help/index.htm.

O volume do compartimento dendritico foi calculado pela férmula

(rxr2xh),naqualré oraio e h é a altura do compartimento.

Um ramo refere-se a um ou mais compartimentos que se situam entre

dois pontos de ramificacdo ou entre um ponto de ramificacdo e um ponto de

terminacao. A figura 33 ilustra 0 nimero de ramos, terminacgdes e bifurcagdes.

Numero de
ramificacoes

Numero de
terminacoes

Numero de
bifurcacoes

n=3

Figura 33. Imagem ilustrativa identificando o numero de ramificacdes, terminagbes e
bifurcagdes de um neurdnio. Fonte: http://cng.gmu.edu:8080/Lm/help/index.htm.
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A ordem de bifurcacéo refere-se a ordem da ramificacdo em relacéo ao
soma, onde o soma tem ordem = 0. Assim, a primeira bifurcagéo tem ordem =

1, a segunda tem ordem = 2, e assim sucessivamente.

3.11 Analise estatistica

Os dados comportamentais de consumo de etanol, PCL e expressédo da
sensibilizacdo locomotora foram analisados por meio da analise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas. A habituagcéo e o efeito agudo do etanol na
atividade locomotora foram analisados por meio da ANOVA unifatorial. Nos
casos em que foram detectadas diferencas pela ANOVA, a analise prosseguiu
com o teste post-hoc de Newman-Keuls. As medidas dependentes e fatores
utilizados estao detalhados na sec¢éao resultados.

Os dados de microscopia confocal foram analisados pela distribuicao t
de Student.

Todas as andlises foram feitas com o programa Statistic StatSoft.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos em todas as

analises.
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4.1 Experimento 1 - Papel da Hevin astrocitica nas propriedades

reforcadoras do etanol
4.1.1 Experimento 1A - Efeito da inibicdo da Hevin nos

astrocitos do nucleo acumbens no consumo de etanol em

camundongos

Camundongos C57BL/6J machos foram submetidos a cirurgia
esteriotaxica para a injecao viral no nucleo acumbens, conforme descrito no
item 3.4. Nos animais do grupo GFP (controle), foi injetado o virus AAV2.5-
GFAP-GFP, e nos animais do grupo miRNA Hevin (supressédo da Hevin), foi
injetado o virus AAV2.5-GFAP-miRNA contra Hevin. Vinte e trés dias apés a
cirurgia (tempo necessario para o espraiamento do virus), os camundongos
foram individualizados nas caixas-moradia e mantidos isolados para habituacéo
por 7 dias. Em seguida, iniciou-se o procedimento para analise do consumo de
etanol no acesso intermitente a duas garrafas (item 3.5), com duracdo de
guatro semanas. O numero de animais por grupo foi: GFP (n=8) e miRNA
Hevin (n=10).

4.1.2 Experimento 1B - Efeito da inibicdo da Hevin nos
astrocitos do nucleo acumbens na preferéncia condicionada por
lugar induzida pelo etanol
Ao término do experimento 4.1.1, os mesmos animais foram agrupados

novamente. Sete dias apos, iniciamos o procedimento da PCL (item 3.6), com
duracdo de 16 dias. Os animais, tanto do grupo GFP, como do grupo miRNA
Hevin, receberam injecdes de etanol (1,75 g kg%, i.p.), alternadas com salina
(10 ml kg, i.p.), durante os dias de condicionamento da PCL. Ao final do
experimento, o numero de animais por grupo foi: GFP (n=6) e miRNA Hevin
(n=9).

4.2 Experimento 2 - Efeito da inibicdo da Hevin nos astrécitos do
estriado dorsal na sensibilizagcdo locomotora induzida pelo etanol

Camundongos C57BL/6J machos foram submetidos a cirurgia
esteriotaxica para a injecdo de virus no estriado dorsal, conforme descrito no
item 3.4. Trés grupos foram formados apds a cirurgia: o grupo GFP, que

151



Capitulo 2

recebeu a injecdo do virus AAV2.5-GFAP-GFP; o grupo miRNA Hevin, que
recebeu a injecdo do virus AAV2.5-GFAP-miRNA contra Hevin; e o grupo
Sham, que passou por todo o precedimento cirurgico, mas nao recebeu injecéo
viral.

Trinta dias apds a cirurgia, iniciamos o protocolo de sensibilizagdo, com
duracdo de 21 dias, baseado no protocolo descrito por Bahi; Dreyer (2012).
Nos dois primeiros dias do protocolo, todos os animais receberam injecéo de
salina (10 ml kg?, i.p.) e foram colocados no ciclotron para avaliacdo da
atividade locomotora (item 3.7) por 20 min. Essa fase foi chamada de
habituacéo e foi necesséria para eliminar os efeitos da novidade do ambiente
na locomocdo dos animais. Apos essa fase, os animais foram submetidos a
fase de desenvolvimento da sensibilizacdo, com duracdo de 13 dias. Nessa
fase, os animais do grupo GFP e miRNA Hevin receberam injecdo de etanol
(1,75 g kg, i.p.) e os animais do grupo Sham receberam injecédo de salina (10
ml kg, i.p.), diariamente. Assim, formaram-se os grupos: Sham-salina, GFP-
EtOH e miRNA Hevin-EtOH. No primeiro dia da fase de sensibilizacédo, apos as
injecbes, os animais foram colocados no ciclotrom por 20 min, para avaliacéo
do efeito agudo do etanol na locomoc¢ao dos camundongos. Seguido da fase de
dsenvolvimento da sensibilizagdo, entre os dias 16 e 19, os animais néo
receberam nenhuma injecdo. No dia 20, todos os animais receberam uma
injecdo de etanol (1,75 g kg?, i.p.) e foram colocados no ciclotron para
avaliacdo da atividade locomotora por 20 min. No dia seguinte, todos os
animais receberam uma injecdo de salina (10 ml kg%, i.p.) e foram colocados
no ciclotron para avaliacao da atividade locomotora por 20 min. A expressao da
sensibilizacdo locomotora foi avaliada comparando-se a atividade locomotora
entre 0os grupos (Sham-salina, GFP-EtOH e miRNA Hevin-EtOH), apdés as
injecbes de etanol e salina. O nimero de animais por grupo foi: Sham-Salina
(n=6), GFP-EtOH (n=7) e miRNA Hevin-EtOH (n=9).

4.3 Experimento 3 - Efeito da inibicdo da Hevin nos neurbnios do
estriado dorsal na sensibilizagcédo locomotora induzida pelo etanol
Camundongos C57BL/6J machos foram submetidos a cirurgia

esteriotaxica para a injecdo de virus no estriado dorsal, conforme descrito no
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item 3.4. ApOs a cirurgia, trés grupos foram formados: o grupo GFP, que
recebeu a injecdo do virus AAV2.2-hSyn-GFP (controle); o grupo miRNA
Hevin, que recebeu a injecdo do virus AAV2.2-hSyn-miRNA contra Hevin
(supressao Hevin); e o grupo Sham, que passou por todo o precedimento
cirurgico, mas néo recebeu injegédo viral.

Trinta dias apds a cirurgia, iniciamos o protocolo de sensibilizacdo
locomotora, conforme descrito no experimento anterior (item 4.2). O niumero de
animais por grupo foi: Sham-Salina (n=6), GFP-EtOH (n=7) e miRNA Hevin-
EtOH (n=9).

4.4 Experimento 4 - Efeito da exposicdo repetida ao etanol na
morfologia dos interneurdnios parvalbumina imunorreativos do estriado
dorsal

Camundongos trangénicos PV-Cre foram submetidos a cirurgia
esteriotaxica para a injecao do virus AAV2.2-Ef1a-DIO-GFP no estriado dorsal,
conforme descrito no item 3.4. Dez dias ap0s a cirurgia, receberam uma
injecdo diaria de salina (10 ml kg?) ou etanol (1,75 mg kg™) durante 21 dias.

O vetor viral possuia um promotor constitutivo e uma sequéncia de
leitura génica invertida para a proteina de fluorescéncia verde (GFP). Essa
sequéncia génica localizava-se entre dois sitios “LoxP”, fazendo com que o
gene ndo possa ser transcrito, a menos que, a enzima Cre-recombinante se
ligue aos sitios “LoxP” e coloque 0 gene na sequéncia correta de leitura.

Os camundongos transgénicos PV-Cre possuem expressao transitoria
da enzima Cre-recombinante. Essa enzima ao se ligar nos dois sitios “LoxP” do
DNA viral, inverte a sequéncia de leitura do gene que esta localizado entre os
sitios “LoxP”, e dessa forma, permite a expressdo da proteina GFP. Assim,
apenas os interneurénios PV passam a expressar a proteina GFP, podendo ser
identificados por microscopia confocal.

Vinte e quatro horas ap0s o término do tratamento com salina ou etanol,
os animais foram anestesiados, com cetamina e xilazina (100 mg kg~ * e 10 mg
kg~ 1, i.p.), perfundidos e os encéfalos fixados em paraformaldeido 4%.
Posteriormente, os encéfalos foram seccionados em fatias coronais de 150 um

de espessura para analise morfologica por microscopia confocal (item 3.10).
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Foram utilizados 4 animais por grupo. As analises morfologicas representam a

média dos neurbnios analisados por grupo: salina (n=17) e etanol (n=26).
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5 Resultados
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5.1 Experimento 1 - Papel da Hevin astrocitica nas propriedades
reforcadoras do etanol
5.1.1 Experimento 1A - Efeito da inibicdo da Hevin nos
astrocitos do nucleo acumbens no consumo de etanol em
camundongos

A figura 34A mostra o consumo médio de diferentes concentracdes de
solucéo de etanol (g/kg) pelos animais ao longo das 4 semanas de exposi¢ao.
O grafico indica consumo de etanol (g/kg) ascendente nas concentracdes de 3,
6 e 10%, em ambos 0s grupos. Entretanto, o consumo de etanol (g/Kg)
permanece constante, nos dois grupos, comparando-se as concentracdes de
10 e 20%.

A figura 34B mostra a porcentagem de preferéncia por diferentes
concentragdes de solugéo de etanol [razdo: consumo de etanol (g) / consumo
total de liquido (g)], durante as 4 semanas de exposicao. A preferéncia pelo
etanol tendeu a aumentar, em ambos 0sS grupos, entre as concentracdes de
etanol de 3 e 10%, no entanto, ocorreu diminuicdo na preferéncia ao etanol
entre as concentracdes de 10 e 20%.

As andlises estatisticas do consumo e da preferéncia pelo etanol na

concentracao de 20% encontra-se adiante, na figura 35.
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Figura 34. Efeito da inibicdo da Hevin astrocitica no consumo e preferéncia pela solugcéo de
etanol em camundongos. (A) Consumo de etanol em solug&o por camundongos no modelo de
acesso intermitente a duas garrafas. Os dados representam a média + EPM do consumo diério
de solucéo de etanol em diferentes concentracdes, durante as 4 semanas de quantificagédo (3
dias / semana). (B) Preferéncia pelo etanol em solugédo pelos camundongos no modelo de
acesso intermitente a duas garrafas. Os dados representam a média + EPM da preferéncia
pelas solucdes de etanol em diferentes concentragfes, durante as 4 semanas de quantificacdo
(3 dias / semana). Os dados representam a média £+ EPM (n=8-10 por grupo).

A figura 35A e 35B mostra o consumo médio e a porcentagem de
preferéncia pela solucéo de etanol 20%, respectivamente, durante as 3 Ultimas
semanas de exposi¢ao. Para o consumo de solucéo de etanol 20%, ANOVA de
medidas repetidas indicou diferenca significativa para o fator tempo (semanas:
Fi1s = 30,81 p< 0,05), porém, ndo indicou alteracdo significativa para o fator
tratamento (GFP, miRNA Hevin: F1g = 0,91 p> 0,05). Além disso, nenhuma

interacdo significativa entre tratamento e tempo (Fis = 0,18 p> 0,05) foi
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observada. Em relacdo a preferéncia por solucado de etanol 20%, ANOVA de
medidas repetidas nao revelou diferenca significativa nem para o fator tempo
(semanas: F1g = 2,08 p> 0,05) e nem para o fator tratamento (GFP, miRNA
Hevin: F1g = 1,87 p> 0,05). Nenhuma interacdo foi observada entre os fatores
(FLs = 0,88 p> 0,05). Assim, a inibicdo da proteina Hevin liberada pelos
astrocitos no nacleo acumbens, ndo alterou o consumo e a preferéncia de
camundongos para a solucdo de etanol 20% no modelo de acesso intermitente
a duas garrafas.
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Figura 35. Efeito da inibicdo da Hevin astrocitica no consumo e preferéncia pela solugéo de
etanol em camundongos.. (A) Consumo de solucdo de etanol 20% por camundongos no
modelo de acesso intermitente a duas garrafas. Os dados representam a média + EPM do
consumo semanal de solucdo de etanol 20%, durante as 3 semanas de quantificacdo (3 dias /
semana). (B) Preferéncia pela solucdo de etanol 20% pelos camundongos no modelo de
acesso intermitente a duas garrafas. Os dados representam a média + EPM da preferéncia
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semanal pela solucéo de etanol 20%, durante as 3 semanas de quantificagédo (3 dias / semana)
(n=8-10 por grupo).

5.1.2 Experimento 1B - Efeito da inibicdo da Hevin nos
astrocitos do nacleo acumbens na preferéncia condicionada por
lugar induzida pelo etanol
Os resultados da PCL estdo mostrados na figura 36. ANOVA de

medidas repetidas revelou efeito significativo para os fatores tratamento (GFP,
mMiRNA Hevin: F113= 5,35; p < 0,05) e condicionamento (pré, pos: F1,13= 11,62;
p < 0,05). As comparacgfes entre pré e pds-condicionamento indicaram que 0s
animais controle GFP permaneceram mais tempo no ambiente pareado ao
etanol no pdés-condicionamento, enquanto que 0S animais que receberam
microRNA contra Hevin no ndcleo acumbens ndo apresentaram alteracdo
significativa no tempo gasto no compartimento pareado ao etanol apds o
condicionamento (p<0,05). Portanto, a inibicdo de Hevin astrocitica no nucleo

acumbens inibiu a inducéo da PCL pelo etanol.
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Figura 36. Efeito da inibicdo da Hevin astrocitica na preferéncia condicionada por lugar (PCL)
induzida pelo etanol em camundongos. Os dados representam a média + EPM do tempo gasto
no ambiente pareado as injecdes de etanol (1,75 g/kg) no grupo GFP e no grupo miRNA Hevin
(n=6-9 animais por grupo). * = p < 0,05 em relac¢é@o ao pré-condicionamento do mesmo grupo.

5.2 Experimento 2 - Efeito da inibicdo da Hevin nos astrocitos do
estriado dorsal na sensibilizagéo locomotora induzida pelo etanol
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A figura 37 mostra a atividade locomotora dos animais apos receberem
salina no segundo dia da habituagdo. ANOVA unifatorial ndo indicou diferenca
significativa entre os grupos (F 119 = 2,22 p>0,05). Ou seja, as injegdes virais

nao influenciaram a atividade locomotora basal dos animais.
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Figura 37. Efeito da inibicdo da Hevin astrocitica na atividade locomotora basal dos
camundongos apés a injecao de salina durante a habituacdo. Os dados representam a média +
EPM (n=6-9 por grupo).

O efeito agudo do etanol na atividade locomotora pode ser observado na
figura 38. ANOVA unifatorial revelou diferenca significativa para o fator
tratamento (salina, etanol : F 119 = 6,87 p>0,05). A analise comparativa indicou
gue os grupos que receberam etanol eram diferentes do grupo que recebeu
salina, porém ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
GFP-EtOH e miRNA Hevin-EtOH. Assim, a inibicdo da Hevin astrocitica no
estriado dorsal ndo alterou a resposta de aumento da atividade locomotora

induzida pela exposicdo aguda ao etanol.
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Figura 38. Efeito da inibicdo da Hevin astrocitica na atividade locomotora de camundongos
apo6s a injecao aguda de etanol (1,75 g/kg) ou salina. Os dados representam a média + EPM
(n=6-9 por grupo). * = p < 0,05 em relacdo ao grupo salina.

A figura 39 mostra o efeito da inibicdo da Hevin astrocitica no estriado
dorsal, na expressao da sensibilizacdo locomotora induzida pela exposi¢cao
repetida ao etanol. ANOVA de medidas repetidas revelou diferencas
significativas considerando os fatores teste (salina, etanol: Fi19 = 34,83; p <
0,05) e cirurgia (sham, GFP, miRNA Hevin: F1,19 = 3,95; p < 0,05). Além disso,
foi observada interacéo significativa entre os fatores (F1,19 = 3,65; p < 0,05). As
analises comparativas indicaram que o grupo GFP-EtOH, quando recebeu
injecdo de etanol no dia do teste, apresentou maior atividade locomotora
guando comparado aos demais grupos. Além disso, observou-se maior
atividade locomotora quando os animais do grupo miRNA Hevin-EtOH
receberam etanol em comparacdo ao recebimento de salina. Dessa forma, a
inibicAo da Hevin astrocitica no estriado dorsal bloqueou a expressdao da

sensibilizacdo locomotora induzida pelo tratamento repetido com etanol.
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Figura 39. Efeito da inibicdo da Hevin astrocitica na expresséo da sensibilizacdo locomotora
induzida pela exposicdo repetida ao etanol. Atividade locomotora dos camundongos apds o
teste com salina ou etanol (1,75g/kg). Os dados representam a média + EPM (n=6-9 por
grupo). * = p < 0,05 em relacdo ao seu grupo controle; # = p<0,05 em relacdo aos outros
grupos.

5.3 Experimento 3 - Efeito da inibicdo da Hevin neuronal do estriado
dorsal na expressao da sensibilizacdo locomotora induzida pelo etanol

A atividade locomotora basal dos camundongos apdés receberem salina
no segundo dia da habituacdo esta demonstrada na figura 40. ANOVA
unifatorial ndo revelou diferenca significativa entre os grupos (F 110 = 2,22
p>0,05). Assim, as injec0es virais ndo alteraram a atividade locomotora basal

dos animais.
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Figura 40. Efeito da inibicdo da Hevin neuronal na atividade locomotora basal dos
camundongos apos a injecdo de salina durante a habituagdo. Os dados representam a média +
EPM (n=6-9 por grupo).
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A figura 41 mostra o efeito agudo do etanol na atividade locomotora dos
camundongos. ANOVA unifatorial revelou diferenga significativa para o fator
tratamento (salina, etanol : Fi110 = 6,87 p>0,05). As andlises comparativas
revelaram que os grupos que receberam etanol eram diferentes do grupo que
recebeu salina, porém nédo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos GFP-EtOH e miRNAHevin-EtOH. Assim, a injecdo aguda de etanol
promoveu aumento da atividade locomotora nos animais, e a inibicdo da Hevin

neuronal no estriado dorsal ndo alterou essa resposta.
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Figura 41. Efeito da inibicdo de Hevin neuronal na atividade locomotora de camundongos apés
a injecdo aguda de etanol (1,75 g/kg) ou salina. Os dados representam a média + EPM (n=6-9
por grupo). * = p < 0,05 em relagé@o ao grupo salina.

O efeito da inibicdo da Hevin neuronal no estriado dorsal na expressao
da sensibilizacdo locomotora induzida pelo tratamento repetido com etanol
pode ser observado na figura 42. ANOVA de medidas repetidas revelou
diferencas significativas considerando os fatores teste (salina, etanol: Fi19 =
34,83; p < 0,05) e cirurgia (sham, GFP, miRNA Hevin: F119 = 3,95; p < 0,05).
Além disso, foi observada interacdo significativa entre os fatores (F1,10 = 3,65; p
< 0,05). As analises comparativas indicaram que o grupo GFP cronicamente
tratado com etanol e que receberam etanol no dia do teste, apresentou maior
atividade locomotora quando comparado aos demais grupos. Além disso, nao
houve diferenca significativa no grupo miRNA Hevin quando os animais foram
testados com salina ou etanol. Assim, a inibicdo da Hevin neuronal no estriado
dorsal blogueou a expressao da sensibilizacdo locomotora induzida pelo

tratamento repetido com etanol.
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Figura 42. Efeito da inibicAo da Hevin neuronal na expressédo da sensibilizacdo locomotora
induzida pela exposicdo repetida ao etanol. Atividade locomotora dos camundongos apds o
teste com salina ou etanol (1,75g/kg). Os dados representam a média + EPM (n=6-9 por
grupo). * = p < 0,05 em relagédo aos outros grupos.

5.4 Experimento 4 - Efeito da exposicdo repetida ao etanol na
morfologia dos interneurdnios parvalbumina imunorreativos do estriado
dorsal

A figura 43 mostra um interneurdnio PV representativo, marcado com
proteina fluorescente verde (GFP), apds a injecao do virus dependente da Cre-
recombinase (AAV2.2-Ef1a-DIO-GFP) em camundongos PV-Cre.

Figura 43. Imagem representativa de um interneur6nio PV do estriado dorsal marcado com
proteina fluorescente verde (GFP).

A figura 44 mostra as analises geométricas dos compartimentos
dendriticos dos interneurdnios PV do estriado. O teste t de Student revelou
aumento do volume do compartimento dendritico (tay = 3,30; p <0,05; Fig.

44A), ap6s o tratamento repetido com etanol, quando comparado com a salina.
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Entretanto, ndo observamos diferenca significativa no comprimento dos
compartimentos (ts1) = 1,49; p >0,05; Fig. 44B), ap0s as injecdes repetidas de

salina ou etanol.
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Figura 44. Andlise geométrica dos comprtimentos dendriticos dos interneurénios PV do
estriado dorsal. (A) Volume do compartimento dendritico e (B) comprimento dos
compartimentos dendriticos nos animais tratados cronicamente com salina ou etanol (1,75 g kg’
1). Os dados representam a média + EPM dos neur6nios do grupo salina (n=17) e etanol (n=26)
durante 21 dias. * p < 0,05 em relagcdo aos outros grupos.

A figura 45 mostra a ordem de ramificacdo dos dendritos a partir do
soma; numero de ramificacoes, de terminacdes e de bifurcacbes. O test t de
Student ndo revelou diferenca significativa na ordem de ramificacdo dos
dendritos apos os tratamentos com salina ou etanol (ts1) = 0,22; p >0,05; Fig.
45A). Também nao houve diferenca significativa para o numero de
ramificagdes (tuy = 1,78; p = 0,08; Fig. 45B), numero de terminagdes (ts1) =
1,78; p = 0,08; Fig. 45C) e numero de bifurcacoes (ts1y = 1,78; p = 0,08; Fig.
45D).
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Figura 45. Ordem e numero de ramificacBes, nimero de terminacdes e numero de bifurcactes
dendriticas nos interneurénios PV do estriado dorsal. (A) Ordem de ramificacdo dendritica, (B)
namero de ramificacdes, (C) nUmero de terminacdes e (D) niumero de bifurcacBes, apos as
injecBes repetidas de salina ou etanol (1,75 g kg?). Os dados representam a média + EPM dos
neurdnios dos animais que receberam salina (n=17) ou etanol (n=26) durante 21 dias.
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6 Discussdo
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No presente estudo, investigamos o efeito da inibicdo da Hevin nos
astrocitos e neurbnios estriatais, no consumo de etanol, na preferéncia
condicionada por lugar e na expressao da sensibilizagdo locomotora induzida
pelo etanol em camundongos. Avaliamos ainda, se a administragéo repetida de
etanol promoveria alteracbes morfolégicas nos dendritos dos interneurdnios
parvoalbumina. Nossos resultados demonstraram que (I) a inibicdo da Hevin
astrocitica no nucleo acumbens néo alterou o consumo de etanol, porém
diminuiu a preferéncia condicionada por lugar induzida por essa sustancia; (Il)
a inibicdo da Hevin astrocitica e neuronal no estriado dorsal diminuiu a
sensibilizacdo locomotora induzida pelo etanol, e (Ill) injecdes repetidas de
etanol aumentou o volume do compartimento dendritico dos interneurénios
parvoalbumina no estriado dorsal de camundongos.

As plasticidades decorrentes do uso repetido de etanol, sensibilizam o
sistema de recompensa e aumentam a saliéncia motivacional tanto para o
consumo como para os estimulos associados ao uso dessa substancia (KOOB
et al.,, 2004; SINHA, 2001). Estudos sugerem que o0s astrocitos podem
promover plasticidades sinapticas no sistema mesolimbico, modulando as
respostas comportamentais as substancias de abuso (HAYDON et al., 2009).
Um dos mecanismos envolvidos na acdo plastica dos astrécitos é a liberacao
de proteinas matricelulares, como a Hevin, que tem como funcéo regular a
conectividade sinaptica (EROGLU, 2009; JONES et al., 2011; KUCUKDERELI
et al., 2011; LIVELY; RINGUETTE; BROWN, 2007).

Nossos resultados mostraram que a inibicdo da Hevin astrocitica no
nacleo acumbens, ndo alterou o consumo de etanol no modelo de acesso
intermitente entre duas garrafas, mas inibiu a PCL induzida por essa
substancia. Os resultados obtidos corroboram com os encontrados por
Mongredien et al. (2017) que observaram que camundongos tratados
cronicamente com cocaina apresentaram aumento de Hevin no nucleo
acumbens, e que camundongos knouckout para essa proteina, diminuiram o
comportamento de PCL induzido pela cocaina.

Em relacdo ao consumo de etanol, diferente dos nossos resultados, Bull
e colaboradores (2014) demonstaram que 0s astrocitos modulam o consumo
dessa substancia, em ratos. Esses pesquisadores observaram que 0 aumento
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do numero de astrocitos no nucleo acumbens estava correlacionado a maior
motivacdo dos animais em retomarem a autoadministragdo de etanol, apds a
abstinéncia. No entanto, algumas consideragbes devem ser feitas em relacao
aos nossos resultados. Por exemplo, independentemente do tratamento,
nossos camundongos apresentaram diminuicdo no consumo de etanol 20%
durante as semanas de exposi¢céo, sendo que o esperado nesse protocolo, era
0 consumo permanecer estavel ou aumentar no decorrer das exposi¢cées (HWA
et al.,, 2011). Além disso, o consumo de etanol em g/kg foi menor em nosso
experimento (15 g/kg), quando comparado aos resultados de Hwa e
colaboradores (2011), que mostraram consumo de etanol na média de 20 g/kg.
Nossos resultados, também mostraram que a preferéncia pelo etanol foi baixa,
em torno de 50%, valor que geralmente € observado em camundongos que Sao
expostos ao protocolo de acesso continuo ao etanol (HWA et al., 2011). A
preferéncia pelo etanol no protocolo de acesso intermitente, encontra-se na
faixa de 60 a 70% (HWA et al., 2011). Baseado nessas observacoes, podemos
inferir que possivelmente nosso protocolo ndo foi eficiente em modelar um
consumo estavel e consistente de etanol, fato que pode ter influenciado a
auséncia de alteracdes no consumo de etanol entre os grupos GFP e miRNA
Hevin. Dessa forma, outros estudos sao necessarios para avaliar a participacao
da Hevin astrocitica no consumo dessa substancia.

Os resultados obtidos demonstraram ainda, que a inibicdo da Hevin
astrocitica no estriado dorsal atenuou a expressdao da sensibilizacdo
locomotora induzida pelo etanol, sem alterar o aumento da atividade
locomotora promovido pela inje¢cdo aguda dessa substancia. Narita et al. (2005)
mostraram que o aumento da atividade locomotora, promovida pelo tratamento
repetido com metanfetamina, foi positivamente correlacionado ao nimero de
astrécitos no nucleo acumbens de camundongos. Esses pesquisadores
demonstraram ainda, que o desenvolvimento da sensibilizagcdo locomotora
induzida pela metanfetamina, foi bloqueado pela inibicdo da PKC, uma proteina
envolvida na modulacéo da plasticidade sinaptica (NARITA et al., 2005). Esses
dados, em conjunto com nossos resultados, sugerem que a exposicao repetida

a substancias de abuso podem promover alteragdes nos astrécitos, que por
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sua vez, modulam proteinas sinaptogénicas envolvidas no desenvolvimento da
sensibilizagdo comportamental.

Em resumo, nossos resultados sugerem que a proteina Hevin astrocitica
parece estar envolvida nas neuroplasticidades subjacentes ao reforco positivo,
aprendizado condicionado e sensibilizagdo locomotora induzida pelo
tratamento repetido com etanol.

E bem descrito na literatura, que plasticidades nos MSNs do estriado,
promovidas pelo uso cronico de drogas, estdo associadas as alteracbes
comportamentais, como sensibilizacdo comportamental, uso compulsivo e
recaida durante a abstinéncia (LUSCHER; MALENKA, 2011; SMITH et al.,
2013; STEFANIK; KUPCHIK; KALIVAS, 2016; WOLF, 2010). Os interneurénios
GABAérgicos parvoalbumina exercem controle importante sobre a atividade
dos MSNs estriatais (DAMODARAN; EVANS; BLACKWELL, 2014; KITA;
KOSAKA; HEIZMANN, 1990; KOOS; TEPPER, 1999). Dessa forma, alteracdes
na quantidade e na morfologia dos interneurdnios PV, podem influenciar os
comportamentos relacionados a dependéncia (TODTENKOPF et al., 2004;
WANG et al.,, 2018; WARREN; WHITAKER, 2018). Entretanto, o papel dos
interneurdénios PV estriatais nesses comportamentos ainda € pouco
investigado.

Nossos resultados mostaram que injecbes repetidas de etanol
promoveram aumento do volume dos compartimentos dendriticos dos
interneurdnios PV localizados no estriado dorsal. Além disso, demonstramos
gue a inibicdo da Hevin nesses neurbnios, bloqueou a expressdo da
sensibilizacdo locomotora induzida pelo etanol.

Ellender e colaboradores (2014), demonstraram que 0s compartimentos
dendriticos, dos interneurdnios PV, de maior ou menor volume, apresentavam
respostas distintas na concentracdo de ions cloreto intracelular, apés a
ativacdo de receptores do tipo GABAA nesses neurdnios. Esses pesquisadores
observaram que compartimentos dendriticos de maior volume, eram mais
resistentes ao acumulo de ions cloreto, quando comparados a compartimentos
de menor volume (ELLENDER et al.,, 2014). Baseado nessas evidéncias,
podemos inferir que o aumento no volume dos compartimentos dendriticos dos
interneurénios PV, promovido pela administragdo repetida de etanol, poderia
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alterar a eletrofisiologia desses neurdnios, influenciando seu controle sobre os
MSNSs estriatais.

Neste contexto, Wang e colaboradores (2018) mostraram que a inibigéo
seletiva dos interneurénios PV no nacleo acumbens de camundongos, diminuiu
a expressao da sensibilizacdo locomotora induzida pela anfetamina e
aumentou a atividade dos MSNs. Além disso, Todtenkopf et al. (2004)
demonstraram que a administracdo repetida de cocaina promoveu
sensibilizacdo locomotora e aumento do numero de interneurdnios PV no
estriado dorsal.

Nossos resultados, em conjunto com os discutidos acima, sugerem que
os interneurbnios PV sofrem alteracdes ap6s a administracdo repetida de
substancias de abuso. Essas alteracbes nos PV podem modificar a liberacéo
de Hevin ou sua eletrofisiologia, influenciando a atividade dos MSNs, que por
consequéncia, modulam comportamentos relacionados a dependéncia, como a

sensibilizacdo locomotora.
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7 Conclusdo
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Nossos resultados demostraram que a inibicdo da Hevin astrocitica no
ndcleo acumbens ndo alterou o consumo de etanol, porém inibiu a preferéncia
condicionada por lugar induzida por essa sustancia. Observamos ainda, que a
inibicho da Hevin astrocitica e neuronal no estriado dorsal diminuiu a
sensibilizacdo locomotora induzida pelo etanol. Além disso, demonstramos que
o tratamento repetido com etanol aumentou o volume do compartimento
dendritico dos interneurbnios parvoalbumina no estriado dorsal de
camundongos. Os resultados obtidos sugerem que a proteina matricelular
Hevin esteja envolvida nas neuroplasticidades subjacentes a comportamentos
recompensadores e motivacionais importantes para o desenvolvimento da
dependéncia. Dessa forma, a proteina Hevin pode ser alvo de estudos
promissores para o entendimento das plasticidades sinapticas envolvidas na

dependéncia de etanol e de outras substancias.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: The high rate of relapse to drug use remains a central challenge to treating drug addiction. In
human and rat models of addiction, environmental stimuli in contexts associated with previous drug use can
provoke a relapse of drug seeking. Pre-clinical studies have used the ABA renewal procedure to study context-
induced reinstatement of drug seeking. In the current study, we studied the role of the orbitofrontal cortex (OFC)
in context-induced reinstatement to alcohol.

Methods: We trained male and female rats to self-administer alcohol in context A, extinguished drug-reinforced
responding in a distinct context B, and assessed context-induced reinstatement in context A or B (control group).
Next, we determined the effect of context-induced renewal of alcohol-seeking behavior on the expression of Fos
(a neuronal activity marker) in the OFC. Finally, we determined the effect of reversible inactivation by GABAa
and GABAD receptor agonists (i.e., muscimol and baclofen, respectively) in the OFC.

Results and conclusions: There were no differences between male and female rats in context-induced reinstate-
ment of alcohol-seeking behavior. Re-exposure to Context A, but not Context B, reinstated alcohol-seeking be-
havior and increased expression of the neural activity marker Fos in the OFC. Reversible inactivation of the OFC
with muscimol and baclofen attenuated context-induced reinstatement. Our data indicated that the OFC med-
iates context-induced reinstatement of alcohol-seeking behavior.

Keywords:

Alcohol self-administration
Orbitofrontal cortex

Male and female rats
Functional inactivation

1. Introduction

Alcohol addiction is characterized by high rates of relapse, which is
a major problem in treating alcoholism (Fox et al., 2008; Sinha, 2009).
Clinical and pre-clinical studies have demonstrated that the environ-
mental context in which drugs are used can influence subsequent
pharmacological effects of drugs as well as increase susceptibility to
relapse (Janak and Chaudhri, 2010; O'Brien et al., 1990; Wikler, 1973).
For instance, exposure to environments previously associated with
drinking can contribute to precipitating drug-taking behavior in ab-
stinent patients (Ludwig et al., 1974; Staiger and White, 1991).

Some animal models were developed to study the effect of en-
vironmental contexts on drug-seeking relapse. In rats, the ABA renewal
procedure has been used to study context-induced relapse to alcohol-
seeking behavior (Bouton and King, 1983; Crombag and Shaham,

2002). In this procedure, rats are trained to self-administer a drug
paired with discrete cues in one context (A). The lever response is then
removed in a different (non-drug) context (B) in the presence of discrete
cues. In the end, rats are re-exposed to the drug-associated context (A).
Several studies demonstrated that exposure to the alcohol self-admin-
istration context after the removal of the alcohol lever in a different
context reinstated alcohol seeking in rats (Burattini et al., 2006; Hamlin
et al., 2007; Janak and Chaudhri, 2010; Marchant et al., 2013).
Although the neural pathway mediating cue-induced alcohol
craving (humans) or seeking (nonhumans) is complex, evidence from
human brain imaging shows that important behaviors related to ad-
diction, such as compulsive drug use and drug relapse, are mediated at
least in part by drug-induced plasticity in the orbitofrontal cortex (OFC)
(London et al., 2000). In rats, cue-induced cocaine and heroin seeking
has been associated with increased expression of neuronal activation
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markers in the OFC (Fanous et al., 2012; Morgan and Curran, 1991;
Thomas et al., 2003). Further, the reversible inactivation of this brain
region decreases discrete cue-induced reinstatement of cocaine and
heroin seeking in rats (Fanous et al., 2012; Fuchs et al., 2004; Lasseter
et al., 2009).

The OFC connects with limbic areas, such as the basolateral
amygdala (BLA) and nucleus accumbens, to enable encoding of mem-
ories (Schoenbaum and Shaham, 2008). Clinical studies with cocaine
users demonstrated that exposure to cocaine-paired stimuli enhanced
neural activity in the BLA and OFC, which was positively correlated
with self-reports of cocaine craving (Childress et al., 1999; Grant et al.,
1996; Kilts et al., 2001; London et al., 1999). In addition, Lasseter et al.
(2011) demonstrated that administration of muscimol + baclofen to
the BLA and OFC profoundly attenuated the reinstatement of drug
context-induced cocaine seeking behavior. These findings indicated
that the BLA and OFC are integral parts of the mesocorticolimbic neural
circuitry known to direct cue and context-induced cocaine-seeking be-
havior in animal models of drug relapse. Despite the evidence demon-
strating the role of OFC in conditioned behaviors, the relevance of this
brain region in context-induced alcohol seeking has never been in-
vestigated.

To address this, we used Fos immunohistochemistry to characterize
the involvement of the OFC in context-induced reinstatement of al-
cohol-seeking. Then, we combined reversible inactivation of the OFC,
using muscimol and baclofen (i.e., GABAa and GABADb agonists, re-
spectively), to assess whether the OFC mediates context-induced re-
instatement of alcohol-seeking behavior. In addition, we assessed be-
havioral differences in context-induced reinstatement of alcohol
seeking between female and male rats.

2. Method
2.1. Animals

Male (n = 38) and Female (n = 39) Long-Evans rats, weighing
250-350 g (obtained from the animal breeding facility of the Sao Paulo
State University), were used for the current study. Groups of four ani-
mals were housed in plastic cages, which were 32 X 40 X 16 cm, in a
room maintained at 23 + 2 °C. Rats were continuously maintained on
a reversed light cycle (i.e., 12:12h, lights off at 08:00 a.m.), with a
controlled temperature (23°C) and unrestricted access to food and
water. All experiments were performed during the dark phase. The
experimental protocol was approved by the Ethical Committee for Use
of Animals of the Physical Institute of Sao Carlos, Sao Paulo University
(Protocol # 01,/2015) and were conducted according to ethics princi-
ples of the Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

We excluded 18 of the 77 rats (10 male and 8 female rats) from all
the experiments for the following reasons: 5 due to inadequate training
(< 15 reinforcements/day) or failure to meet an extinction criterion of
a mean of < 25 responses over 5days, 3 due to surgical procedure
complications, and 10 due to misplaced cannula.

2.2. Apparatus

Rats were trained and tested in standard Med Associates (St. Albans,
VT) self-administration chambers. Each chamber was equipped with
two levers that were located 9 cm above the grid floor. Presses on the
active retractable lever activated the infusion pump, while presses on
the inactive non-retractable lever had no programmed consequences.
Context A (the alcohol self-administration (training)) and B (extinction)
were manipulated and counterbalanced. They differed from each other
in terms of grid width (narrow/wide), illumination level (white/red
house light), background noise (fan on/off), and background cues
(stickers present/absent, cabinet doors close/open), as described by
Marchant et al. (2013).
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2.3. Substances

Saccharin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) was diluted in tap
water at a concentration of 0.2% and 0.05% (w/v). Ethanol (EtOH;
Sigma-Aldrich, 96% v/v, St Louis, MO, USA) was diluted in saccharin
solution or tap water to a final concentration of 10% or 20% (w/v).
Flunixin Meglumine (Schering-Plough) was dissolved in saline solution
(0.9% NacCl) in a concentration of 0.5 mgml™ 1. Muscimol and baclofen
(concentration, 0.06 mM + 0.6 mM) (Tocris) were dissolved in sterile
saline. Streptomycin and Penicillin Polyantibiotic (Fort Dodge) were
dissolved in sterile saline (0.9% NaCl) at a concentration of
560 mg ml~!. Tribromoethanol (Sigma-Aldrich) was dissolved in saline
solution (0.9% NaCl) at a concentration of 2.5mg in 100 ml.

2.4. Behavioral procedures

The experiments consisted of four phases as follows: home-cage
alcohol intake (5 days), EtOH operant self-administration training (18
sessions), extinction (10 sessions), and test for context-induced re-
instatement of ethanol seeking (1 session). The experimental sequence
was home-cage alcohol intake — Context A (training) — Context B (ex-
tinction) — Contexts A and B (testing), as shown in Fig. 1.

2.4.1. Phase 1: home-cage alcohol intake

We used a two-bottle choice paradigm in which rats had access to
one bottle of alcohol (20% w/v) and one bottle of water for 5 con-
secutive days in their home cages in order to habituate them to the taste
of alcohol (adapted from Marchant et al., 2013).

2.4.2. Phase 2: alcohol self-administration training

All self-administration training sessions were performed in Context
A. Reinforcements were earned using a fixed ratio 1 (FR-1) 20-s timeout
reinforcement schedule. Active lever presses resulted in the presenta-
tion of a 2-s tone-light cue (7.5W white light), compound tone
(2900 Hz; 20 dB), and infusion pump activation. During the training
phase, the activation of the infusion pump resulted in 0.1 ml of solution
administered to the oral space. The initiation of each training session
was signaled by the illumination of the house-light and insertion of the
active lever into the chamber. Inactive lever presses and responses
during the timeout interval had no programmed consequences.

Rats were trained to press a lever for 0.1 ml of 0.2% saccharin for
1 h each day for 3 days. We then gradually replaced the saccharin re-
ward with alcohol. Rats were trained to press the lever for 0.1 ml of
0.2% saccharin + 10% ethanol (w/v) for 1 h each day for 2 days, then
for 0.1 ml of 0.05% saccharin + 10% ethanol (w/v) for 1 h each day for
2 days, and then for 0.1 ml of 10% ethanol (w/v) alone for 1 h each day
for 6 days. Following FR-1 training, rats were trained to press the lever
for 10% ethanol on a variable-interval 30-s (VI-30) schedule of re-
inforcement for 1h each day for 5days. The ethanol reinforcement,
which was available at pseudo-random intervals (i.e., 1-59 s) following
the preceding alcohol delivery, was delivered after an active lever press.
Each alcohol delivery was also paired with the same compound tone
(2900 Hz; 20 dB above background) and light (a 7.5 W white light) cues
for 2.3s.

2.4.3. Phase 3: extinction of alcohol self-administration

During the extinction phase in Context B, responses on the pre-
viously active lever, under a VI-30 schedule of reinforcement, led to
presentation of the tone-light cue, compound tone, and activation of the
infusion pump, but the alcohol was not delivered. The alcohol self-ad-
ministration was considered extinguished when the rats met extinction
criterion of a mean of < 25 presses on the previously active lever over
the last three extinction sessions.

2.4.4. Phase 4: test for context-induced reinstatement
We tested the alcohol-seeking behavior (active lever presses under
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D) Test

Fig. 1. Schematic representation of the experimental design.
Briefly, (A) rats were first given home-cage access to 20%
ethanol. (B) Using a saccharin fading technique, rats are first
trained to self-administer 10% ethanol in context A. (C) Next,
lever pressing in the presence of the discrete cue was subse-
quently extinguished in a different context (B). (D)
Subsequently, context-induced reinstatement of drug seeking
was assessed by re-exposing rats to the drug-associated or
extinction context under extinction conditions.

Context B

1 session (30 min)

VI-30s

Saccharin 0.2%
+ Alcohol 10%
2 sessions (1h)
FR-1
20 s timeout

Saccharin 0,2%
3 session (1h)
FR-1
20 s timeout

Saccharin 0.05%
+ Alcohol 10%
2 sessions (1h)
FR-1
20 s timeout

Alcohol 10%
6 sessions (1h)
FR-1
20 s timeout

Alcohol 10%
5 sessions (1 h)
VI-30s

* FR (fixed-ratio); VI (variable-interval)

extinction conditions) in the rats during one 30-min session in either
Context A or Context B. During the tests, an active lever press, under a
VI-30 schedule of reinforcement, resulted in the 2-s tone-light cue and
the activation of the infusion pump, but no alcohol was delivered.

2.5. Blood alcohol levels (BAL)

Immediately after the end of the last VI 30-s session, blood samples
(100 pl) were collected from the tip of the tail of some rats. The blood
samples were centrifuged, and plasma alcohol levels were measured
using an enzymatic system based on measurement of oxygen con-
sumption during the ethanol-acetaldehyde reaction (AM1 Analyzer;
Analox Instruments Ltd, London, UK).

2.6. Intracranial surgery

We performed all surgeries between the 5th and 6th VI-30 training
session. Rats were anesthetized using tribromoethanol (250 mgkg™?,
i.p.). Following scalp anesthesia with 2% lidocaine, the skull was ex-
posed and stainless-steel guide cannulas (26 G, 12-mm-long) were bi-
laterally implanted into the OFC, at a position that was 1 mm above the
site of injection, using a stereotaxic apparatus (Model 900, Kopf). The
coordinates for the OFC (from the Bregma) were as follows (nose bar set
at —3.3mm): anteroposterior (AP), +3.2; mediolateral (ML), +2.6
(10° angle); dorsoventral (DV), —4.0 mm (Paxinos and Watson, 2005).
Cannulae were fixed to the skull with dental cement and five metal
screws. After the surgery, the animals received a poly-antibiotic with
streptomycin and penicillin (560 mgml~*kg™*', i.m.) to prevent in-
fection and the non-steroidal anti-inflammatory drug flunixin meglu-
mine (0.5mgml~'kg~!,s.c.) for post-operation analgesia. The rats
were allowed to recover for 5days before being subjected to a VI-30
training session phase again. During the first 3 days of recovery phase,
the rats were injected with the anti-inflammatory drug, flunixin me-
glumine (0.5mgml~'kg™?,s.c.).
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2.7. Intracranial injections and histology

The rats received infusions of saline or a solution containing both
muscimol + baclofen (concentration 0.06 mM + 0.6 mM, respectively)
(Tocris). Intracranial injections were administered using a syringe
pump (Harvard Apparatus) and 2-pl Hamilton syringes, which were
attached via polyethylene 10 tubing to 30-gauge injectors (Plastics
One). All microinjections were performed at a volume of 0.5 pl per side
over 1 min. After allowing an additional 1 min for diffusion, the mi-
croinjectors were removed. The rats were placed into self-administra-
tion chambers for testing 15min after the microinjection. The doses
were based on previous studies (Cruz et al., 2014; Marchant et al.,
2014; Willcocks and McNally, 2013). At the end of the test, the rats
were given an overdose of tribromoethanol (500 mg kg™, i.p.). The rat
brains were perfused by cardiac perfusion, removed, frozen, and sec-
tioned coronally at a thickness of 40 um using a cryostat. All sections
containing the cannula tracts were collected onto glass slides, stained
for cresyl violet, and coverslipped with Permount (Sigma). The sections
were examined under light microscopy to determine the placements of
the cannula tips.

2.8. Experiment 1: orbitofrontal cortex neuronal activation after context-
induced the reinstatement of ethanol seeking

First, we assessed the differences between male and female rats in
the context-induced reinstatement of alcohol-seeking behavior. For
that, we used a total of 26 rats (i.e., 13 male and 13 female rats). The
control group (A-B-B) underwent alcohol self-administration training in
context A, extinction training in context B, and reinstatement testing in
context B. The Renewal (A-B-A) group underwent alcohol self-admin-
istration training in context A, extinction training in context B, and
reinstatement testing in context A (30 min). The numbers of rats per
group on the test day were as follows: context B (6 male and 7 female
rats) and context A (7 male and 6 female rats). Rats in the Control and
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Fig. 2. Comparison between male and female rats during alcohol self-administration training and extinction. (A) Number of active and inactive lever presses, for male and female rats,
during self-administration training in context A. (B) Number of reinforcements, for male and female rats, during self-administration training in context A. (C) Total number of presses on
the active and inactive lever for male and female rats during the extinction sessions conducted in the absence of ethanol in context B. Data are depicted as mean = standard error of mean

(SEM), n = 13 per group.

Renewal groups were matched for their alcohol intake and number of
active lever presses during training and extinction.

We used immunohistochemistry to characterize the involvement of
the OFC with context-induced reinstatement of alcohol operant self-
administration.

The rats were anesthetized with tribromoethanol (250 mgkg™*,
i.p.) 60 min after the end of the reinstatement test and perfused with
100 ml of phosphate-buffered saline (PBS) followed by 400 ml of 4%
paraformaldehyde.

The brains were post-fixed in paraformaldehyde for 90 min and
transferred to 30% sucrose in PBS solution, at 4 °C, for 2-3 days. The

brains were frozen in powdered dry ice and kept at —80 °C until sec-
tioning. Coronal sections were cut, at a thickness of 40 pm, between
Bregma + 3.7 and + 2.7 mm (Paxinos and Watson, 2005). Free-floating
sections were washed three times in PBS, blocked with 3% normal goat
serum (NGS) in PBS with 0.25% Triton X-100 (PBS-Tx), and incubated
for 24h at 4°C with anti-Fos antibody (sc-52; Santa Cruz Bio-
technology) diluted 1:4000 in blocking solution. Sections were washed
again with PBS and incubated for 2h in biotinylated goat anti-rabbit
secondary antibody (1:400; Vector Laboratories) in PBS-Tx and 1%
NGS. After washing in PBS, the sections were incubated for 1h in
avidin-biotin-peroxidase complex (ABC Elite kit, PK-6100; Vector
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rats (r = 0.47; p < 0.05). Data represented as mean = standard error of mean (SEM); * different from male rats, p < 0.05, n = 10-13 per group.

Laboratories) in PBS containing 0.5% Triton X-100. Finally, sections
were washed in PBS and developed in 3,3’-diaminobenzidine for ap-
proximately 3 min, transferred into PBS, and mounted onto chro-
malum-gelatin-coated slides. Once dry, the slides were dehydrated
through a graded series of alcohol and cleared with xylol (LabSynth, SP,
Brazil) before being coverslipped with Permount (Sigma-Aldrich, St.
Louis).

Bright-field images of Fos immunoreactivity in the OFC were cap-
tured using a CCD camera (Coolsnap Photometrics, Roper Scientific Inc)
and Qimaging Exi Aqua attached to a Zeiss Axioskop 2 microscope.
Images for counting labeled cells were captured at 100 X magnification.
Labeled cells from 3 to 4 hemispheres per rat were automatically
counted using IPLab software for Macintosh, version 3.9.4 r5
(Scanalytics Inc) and iVision for Macintosh, version 4.0.15 (Biovision).
Counts from all images from each rat were averaged so that each rat
was an n of 1.
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2.9. Experiment 2: effect of pharmacological inactivation of orbital frontal
cortex neurons on context-induced the reinstatement of alcohol seeking

We reversibly deactivated the OFC using muscimol and baclofen
(Bossert et al., 2011; Cruz et al., 2014; Marchant et al., 2014) to de-
termine the causal role of OFC in context-induced reinstatement of al-
cohol-seeking behavior. A total of 33 male (n = 15) and female
(n = 18) rats were anesthetized and permanent bilateral guide cannulas
were implanted into the OFC. On the test day, the rats received bilateral
injections (0.5pul per side) of either muscimol + baclofen
(0.06 + 0.6 mM) (Tocris) dissolved in sterile saline or its vehicle. The
rats were injected 15 min prior to the reinstatement tests as described
above. The numbers of rats per group on the test day were as follows:
saline-context B (n = 8); baclofen + muscimol-context B (n = 7);
saline-context A (n = 7); baclofen + muscimol-context A (n = 11). The
male and female rats were spread equally across the groups.

To eliminate the possibility that the effect of baclofen + muscimol
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on test day was due to motor deficits, 13 rats were trained after com-
pletion of this experiment to lever-press for 0.2% saccharin solution on
a FR-1, 20-s timeout reinforcement schedule for a 30-min session test.
Subsequently, we assessed the effect of vehicle or baclofen + muscimol
injections into OFC on saccharin-maintained responses. The experi-
mental design is outlined in Fig. 6A.

At the end of the experiments, the rats were anesthetized, perfused,
and their brains were removed and kept in 10% formaldehyde for 48 h.
The rat brains were then sectioned at 40 um, using a Leica cryostat,
stained with cresyl violet, and imaged using light microscopy to verify
the cannula placements.

2.10. Statistical analyses

The behavioral data were analyzed using an analysis of variance
(ANOVA). ANOVAs indicating interaction effects (p < 0.05) were
followed by Newman-Keuls post-hoc tests. Molecular data and sex dif-
ferences in alcohol consumption were analyzed using a Student's t-test.
The data were analyzed using Statistic StatSoft program, and statistical
significance was set at p < 0.05. The dependent measures and factors
used in the statistical analyses are described in the results section
below. For correlation analyses between reinforcement and BAL we
used the linear regression function of Graphpad Prism software.

In addition, we used a different Generalized Estimation Equations
(GEE) during the training and extinction sessions, which allowed the
assessment of the effect of time and sex on number of reinforcements
and active and inactive lever presses. These data were analyzed using
the SPSS Statistics 17 software. We also assessed the variability between
five different manipulations and the within-subject variance. The robust
estimator (Huber-White/sandwich estimator) under correlation matrix
structure of an auto-regressive of first order was used. Five different
periods of self-administration were analyzed separately (i.e., saccharin
training: O to 3rd session; saccharin + EtOH training: 4th to 7th session;
EtOH/FR-1 training: 8th to 13th session; EtOH/VI-30 training: 14th to
18th session; and 10 sessions of extinction).

3. Results

3.1. Experiment 1: comparison between male and female rats during
training, extinction, and reinstatement test

+

Fig. 2A and B depict the mean standard error of mean (SEM)
number of active or inactive lever presses and reinforcements for al-
cohol, respectively, during the training phase in context A for the male
and female rats used in experiment 1. The rats showed consistent al-
cohol self-administration, as indicated by the increase in active lever
presses during the VI-30 sessions. Fig. 2C depicts the mean * SEM
number of lever presses on the previously active and inactive levers
during the first 10 extinction sessions in context B. As expected, the
active lever presses decreased over time.

During the saccharin training, a significant effect of time on active
lever presses (b = 59.51, p < 0.001) and reinforcements (b = 32.93,
p < 0.001) was observed. This indicated the increase of active lever
presses and reinforcements during this period. No statistical differences
were observed between the sexes, and there was no significant inter-
action between sex and time.

A significant effect of time on active lever presses (b = — 11.42,
p < 0.001) and reinforcements (b = — 5.36, p < 0.001) was also
observed during the saccharin + EtOH training. This indicated the de-
crease in active lever presses and reinforcements over time. There were
no statistical differences between the sexes and no significant interac-
tion between sex and time.

Significant effects of time (b =4.18, p < 0.003) and sex
(b =11.78, p < 0.001) were observed on the active lever presses
during EtOH FR-1. The number of active lever presses increased during
this period. The sex analysis demonstrated that female rats had more
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Fig. 6. Alcohol self-administration training and extinction of alcohol reinforcement responding of Experiment 2. Rats were trained to self-administer alcohol 10%. (A) Graphical
representation of the experimental design used in Experiment 2, see Methods for details. (B) Number of infusions and active and inactive lever presses during alcohol self-administration
training in context A (n = 33). Data represented mean * standard error of mean (SEM). (C) Number of reinforcements and presses on the active and inactive lever during the ten
extinction sessions conducted in the absence of ethanol in context B. Data represented mean + SEM.

active lever presses than the male rats. Further, time (b = 1.89,
p < 0.003) and sex (b = 6.58, p < 0.001) also had a significant effect
on the number of reinforcements, indicating that rats increased the
number of reinforcements during EtOH/FR-1 training, and female rats
had more reinforcements than male rats. Further, a significant inter-
action between sex and time was observed for inactive lever presses,
which indicated that the female rats pressed the inactive lever fewer
times than the male rats.

Statistical analyses of VI-30 interval data demonstrated the effect of
time alone (b = — 5.03, p < 0.003) on active lever presses, demon-
strating a decrease of presses over time. No statistical differences were
observed between the sexes; there was no significant interaction be-
tween sex and time.
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During the extinction phase, time had a significant effect on active
(b= —3.76, p < 0.001) and inactive (b = — 0.86, p < 0.001) lever
presses. A decrease in the numbers of active and inactive lever presses
were observed. There were not significant differences between the sexes
and, there was no significant interaction between the sex and time
factors.

In summary, the data indicated that the self-administration re-
sponses and reinforces during the saccharin, ethanol+ saccharin,
ethanol IV-30 training, and extinction sessions did not significantly
differ between male and female rats. Female rats, however, showed a
higher number of active lever presses and ethanol reinforcements
compared to those of the male rats during the ETOH/FR-1 training.

Fig. 3 depicts the mean + SEM total alcohol consumption (g/kg)
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(n = 35). The graph depicts correlation plots of the number of reinforcements achieved
during the last training session as a function of the blood alcohol level (r = 0.68,
p < 0.05).

during the two-bottle choice paradigm (Fig. 3A), operant self-admin-
istration in FR-1 (Fig. 3B), and operant self-administration in VI-30
(Fig. 3C). Fig. 3D and E show the correlation between the number of
reinforcements achieved during the last VI-30 training session and the
blood alcohol levels in male and female rats, respectively.

Alcohol consumption was higher in female rats than in male rats
during exposure to the two-bottle choice test (tg) = — 3.29;
p < 0.05), self-administration training in FR-1 (tgo) = — 4.77;
p < 0.05), and VI-30 (t) = — 8.74; p < 0.05).

Immediately after the end of the last VI-30-s session, blood samples
(100 pl) were collected from the tip of the tail of male and female rats. A
significant correlation between the number of reinforcements and blood
alcohol level for male (r = 0.59; p < 0.05) and female (r = 0.47;
p < 0.05) rats was observed.

On the test day, we assessed context-induced reinstatement of al-
cohol-seeking behavior by assessing non-reinforced lever presses in
Context A versus Context B. Fig. 4A and B depict the mean * SEM
number of active and inactive lever presses, respectively, during the test
day for male and female rats. For active lever presses, there was a
significant difference between context (A vs. B: F( a2 = 8.50,
p < 0.05) but not between sex (F(;.22) = 1.02, p > 0.05). There was
also no significant interaction between context and sex (F(; 22y = 0.02,
p > 0.05). The results indicate that exposure to context A, but not
context B, increased active non-reinforced lever pressing independent
of sex.

To assess whether the difference between male and female rats
observed during the ETOH/FR-1 training could influence the re-
instatement test, we analyzed the active lever-press data during the test
day using a two-way ANCOVA with between-subject factors of context
(A, B) and sex (male, female) and the covariate of average of active
lever-presses during the 6 days of FR-1. This analysis did not show a
significant interaction between context and sex (Fg o1y = 0.012,
p > 0.05). The lever presses of male and female rats during the ETOH/
FR-1 training did not have an effect on active lever-presses on the test
day.

Since no significant differences were observed between male and
female rats in the reinstatement test, we grouped male and female rats
for Fos-immunoreactive analysis and for experiment 2.

We aimed to determine whether context-induced reinstatement of
alcohol-seeking behavior was associated with increased Fos-im-
munoreactive nuclei (Fos-IR) in the OFC. We analyzed Fos expression in
the OFC using Context (A, B) as the between-subject factor. We also
determined the proportion of all OFC neurons expressing Fos during the
reinstatement test using double-labeling immunohistochemistry.

Exposure to the Alcohol Context A increased the number of Fos-IR
nuclei in the OFC (Fig. 5A). Fos-IR levels were higher in Context A than
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in Context B (toy) = 2.23; p < 0.05).

3.2. Experiment 2: baclofen + muscimol inactivation of orbitofrontal cortex
decreased context-induced reinstatement of alcohol-seeking

Fig. 6B depicts the mean = SEM number of alcohol reinforcements
and active and inactive lever presses during the training phase in
Context A. The rats showed consistent alcohol self-administration as
indicated by the increase in active lever presses during the VI-30 ses-
sion. Fig. 6C depicts the mean + SEM number of previously active and
inactive lever during the 10 extinction sessions in context B. As ex-
pected, the number of active lever presses decreased over time. Fig. 7
shows the significant correlation between the number of reinforcements
achieved during the last VI-30 training session and the blood alcohol
level (r = 0.68; p < 0.05).

The reversibly inactivating procedure with baclofen + muscimol
was used to determine the OFC causal role in context-induced re-
instatement of alcohol-seeking behavior. A two-way ANOVA demon-
strated the significant interaction between Context (A, B) and Drug
(Vehicle, Muscimol + Baclofen) for active lever presses (F; 2g) = 8.75,
p < 0.05). Post-hoc analysis indicated that the muscimol + baclofen
injections into the OFC attenuated active lever pressing in Context A,
but not during Extinction Context B. There was no significant interac-
tion between Context (A, B) and Drug (Vehicle, Muscimol + Baclofen)
for inactive lever presses (F .28y = 3.06, p > 0.05) (Fig. 8A and B).

Finally, to eliminate the possibility that the effect of injecting
muscimol + baclofen into the OFC were due to motor deficits, we re-
trained 9 rats that previously participated in Experiment 3 to lever press
for 0.2% saccharin solution. After a stable response was observed, we
determined the effect of muscimol + baclofen or vehicle injections into
the OFC on high-rate operant response for saccharin. A two-way
ANOVA revealed a significant difference between Lever (Active vs.
Inactive: F(j 20y = 21.33, p < 0.05) but did not indicate a significant
interaction between Lever (Active, Inactive) and Drug (Vehicle,
Muscimol + Baclofen; F; 14y = 0.00021, p > 0.05). Local inactivation
of the OFC with muscimol + baclofen had no effect on the high-rate
saccharin response, indicating that their effects on context-induced
reinstatement of alcohol-seeking behavior were not due to motor defi-
cits (Fig. 8D).

4. Discussion

In the current study, we investigated the role of the OFC in context-
induced reinstatement of alcohol-seeking behavior. Our results corro-
borated with previous reports (Marchant et al., 2013; Willcocks and
McNally, 2013) demonstrating that alcohol-seeking behavior was in-
duced by re-exposure to the alcohol-associated context after the ex-
tinction of drug self-administration in a different context. We demon-
strated that the context-induced reinstatement of alcohol seeking was
associated with increased Fos expression in the OFC. Reversible in-
activation of OFC attenuated context-induced reinstatement of alcohol-
seeking behavior. There was no difference in the observed context-in-
duced reinstatement of alcohol-seeking behavior between male and
female rats.

Context-induced reinstatement of extinguished drug seeking beha-
vior has been observed for several drugs of abuse, including cocaine
(Cruz et al., 2014; Lasseter et al., 2009), heroin (Bossert et al., 2011),
nicotine (Diergaarde et al., 2008), and alcohol (Marchant et al., 2013;
Willcocks and McNally, 2013). Our results corroborated with clinical
studies indicating that a context which was previously associated with
alcohol use often provoked relapse during abstinence (Litt and Cooney,
2000; O'Brien et al., 1990).

We observed that female rats showed higher alcohol consumption
than males (g/kg) when exposed for 5days in a two-bottle choice
paradigm. Female rats also presented greater active lever presses, re-
inforcements, and alcohol intake (g/kg) during FR-1 training compared
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p < 0.05.

to male rats. Throughout the VI-30 phase, male and female rats showed
similar numbers of active lever presses and reinforcements; the female
rats, however, showed greater alcohol intake (g/kg) than the male rats.
This finding is supported by several previous studies in which females
showed more alcohol intake than males (Almeida et al., 1998; Gamsby
et al., 2013; Juarez and Barrios de Tomasi, 1999; Lancaster and Spiegel,
1992; Maldonado-Devincci et al., 2010; Walker et al., 2008). However,
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some previous studies demonstrated similar alcohol consumption be-
tween male and female rats (Schramm-Sapyta et al., 2014; van Haaren
and Anderson, 1994; Varlinskaya and Spear, 2015). Further, Randall
et al. (2017), observed that although male rats tended to have greater
alcohol-reinforced responses, female rats showed greater alcohol intake
(g/kg) (Randall et al., 2017).

During the assessment of extinction and relapse-like behavior, there
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was no sex differences in the number of lever presses throughout ex-
tinction or the context-induced reinstatement test. These findings cor-
roborated with the study conducted by Randall et al. (2017), in which
no differences in the responses during the extinction sessions and re-
instatement of alcohol seeking test were observed between male and
female rats.

Few studies have investigated sex differences in the reinstatement of
alcohol seeking in rats. For instance, McKinzie et al. (1998) did not find
any sex differences in the reinstatement of alcohol-seeking behavior
and alcohol consumption when measured after a long period of alcohol
deprivation. In contrast, Bertholomey et al. (2016) demonstrated that
female rats were more sensitive to yohimbine-induced reinstatement of
alcohol-seeking behavior than the male rats.

Addictive drugs modify brain circuits that are crucial for the normal
control of behaviors (Kauer and Malenka, 2007; Koob and Volkow,
2010; Schoenbaum et al., 2006). Numerous studies have demonstrated
that drug seeking and drug relapse are mediated by drug-induced
changes in the OFC (Jentsch and Taylor, 1999; London et al., 2000;
Schoenbaum et al., 2006; Volkow and Fowler, 2000). However, the
majority of these studies investigated the involvement of the OFC in
psychostimulant-induced addiction-like behaviors (London et al., 2004;
Stapleton et al., 1995). For instance, brain imaging studies revealed that
drug-related cues increase the activation of the OFC in cocaine, me-
thamphetamine, and heroin users (London et al., 2004; Stapleton et al.,
1995; Volkow et al., 2001; Volkow and Fowler, 2000; Volkow et al.,
1991). To our knowledge our study is the first to demonstrate the in-
volvement of the OFC in context-induced reinstatement of alcohol-
seeking behavior.

Immunohistochemistry studies have suggested a correlation be-
tween cue- or context-induced drug seeking and OFC activation. For
instance, it was demonstrated that exposure to cues previously paired
with cocaine or heroin administration increased the expression of
Zif268 and c-Fos (neuronal activation markers) in the OFC (Fanous
et al., 2012; Morgan and Curran, 1991; Thomas et al., 2003).

Functional studies also confirmed the involvement of OFC in con-
textual cues that induce drug-seeking behaviors. Lasseter et al. (2009)
reported that reversible inactivation of the OFC using a mixture of
GABAergic agonists, i.e., muscimol and baclofen, impaired context-in-
duced reinstatement of cocaine-seeking behavior in rats. Similarly,
Fanous et al. (2012) demonstrated that injections of ba-
clofen + muscimol into the OFC decreased cue-induced heroin seeking.

We speculated that the role of the OFC in context-induced re-
instatement of drug-seeking could be attributed to its involvement in
memory processes (Moorman and Aston-Jones, 2014). Lasseter et al.
(2011) demonstrated that the BLA and lateral OFC are critical elements
of the neural circuitry that regulate drug context-induced reinstatement
of cocaine-seeking behavior. For example, re-exposure to alcohol-as-
sociated context increased c-Fos mRNA expression in the BLA, sug-
gesting that this brain region plays a role in context-induced re-
instatement of alcohol-seeking behavior (Marinelli et al., 2007).
Further, OFC neurons fired in anticipation of the presentation of either
reward or punishment during an odor-discrimination task (Schoenbaum
et al., 1998; Schoenbaum et al., 2003). Moreover, evidence has de-
monstrated that the OFC plays an important role in the acquisition and
expression of Pavlovian stimulus-outcome associations (Ostlund and
Balleine, 2007; Panayi and Killcross, 2014). Overall, these findings in-
dicated that neural activity of the OFC and associated limbic areas plays
a role in the memory or motivational significance of associated stimuli
to guide goal-directed behavior.

In conclusion, although male and female Long-Evans rats showed
differences in alcohol intake and responses during the self-administra-
tion training, no differences in number of lever presses was observed
during the extinction or reinstatement of alcohol-seeking behavior. In
addition, the functional inactivation of the OFC prevented reinstate-
ment of an extinguished response to alcohol. Thus, we demonstrated
that the OFC is required for context-induced reinstatement of alcohol-
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seeking behavior.
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PARECER DA COMISSAO DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS — CEUA/IFSC

Protocolo n® 01/2015

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Investigacdc optogenética e molecular em
pequenos grupos neurais seletivamente ativados (neuronal ensembles) envolvidos na reinstalacdo da
autoadministragdo de etanol induzida pelo ambiente”, submetido pelo Dr. Fabio Cardoso Cruz, foi
aprovado ad referendum da Comiss3o de Etica para o Uso de Animais do Instituto de Fisica de S3o Carlos —
CEUA/IFSC no dia 09/04/2015.

S3o Carlos, 09 de abril de 2015.
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Profa. Dra. Cristina Kurachi
Presidente da CEUA/IFSC
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UNIFESP . g
A i, Comissdo de Etica no

Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Participacao de pequenos grupos neurais seletivamente ativados (neuronal ensembles) na
reinstalacdo da autoadministracao de etanol induzida pelo ambiente: investigagcdo farmacogenética, optogenética e molecular. ",
protocolada sob o CEUA n? 1592270616, sob a responsabilidade de Fabio Cardoso Cruz e equipe; Paola Palombo; Paula Cristina
Bianchi - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com
0 Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o
Paulo (CEUA/UNIFESP) na reunido de 29/09/2016.

We certify that the proposal "", utilizing Heterogenics rats, Transgenics rats, protocol number CEUA 1592270616, under the
responsibility of Fabio Cardoso Cruz and team; Paola Palombo,; Paula Cristina Bianchi - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) in the meeting of 09/29/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2016 a 12/2016 Area: Farmacologia/farmacologia

Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 60 dias N: -
Linhagem: Long-Evans Peso: 250a250¢9

Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia

Espécie:  Ratos transgénicos sexo: Machos idade: 60 a 60 dias N: -
Linhagem: Long-Evans c-FOS_tetop::iCre Peso: 250a250¢g

Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia

Espécie: Ratos transgénicos sexo: Machos idade: 60 a 60 dias N: -
Linhagem: Wistar c-Fos_LacZ Peso: 250a250¢9

Local do experimento:

Sao Paulo, 15 de junho de 2018

m :Ea,::j TN Do IanusSs -

Profa. Dra. Monica Levy Andersen Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sdo Paulo Universidade Federal de Sdo Paulo

Rua Botucatu, 740 12 andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sdo Paulo/SP - tel: 55 (11) 5576-4848 VOIP 1239 / fax: ---
Hordrio de atendimento: 22, 42 e 62 das 9h as 11h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUA N 1592270616
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Liberté + Egalité + Fraternité
REPUBLIQUE FRANCAISE

MINISTERE DE L’EDUCATION NATIONALE,

DE L’ENSEIGNEMENTSUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE

Paris,le 2 2 AQUT 2014

Objet : Notification d’autorisation de projet utilisant des animaux a des
fins scientifiques

Monsieur,

En application des dispositions du code rural et de la péche maritime,
notamment ses articles R. 214-87 4 R.214-126, le projet :

référencé sous le numéro (/376.03,

ayant pour titre : « Réle de hevin dans la neuroplasticité des désordres
liés au stress et a l'addiction »,

déposé par I'Etablissement Utilisateur : JFR 83 - Institut de biologie
intégrative Université Pierre el Marie Curie,
numéro d’agrément : B750524 dont le responsable est
Monsieur Michel Labouesse,

et dont les responsables de la mise en ccuvre générale du projet et de
sa conformité a I’autorisation sont Monsieur Vincent VIALOU et
Monsieur Bruno GIROS,

est autorisé.

L’autorisation de projet est accordée pour une durée de 5 ans a partir du

22 ADUT 2014
Le projet précité a ¢été évalué sur le plan éthique par le Comité d’éthique en
expérimentation animale n® 05 et a regu un avis favorable.

Ce projet fera D’objet, a I'issue de sa réalisation, d’une appréciation
rétrospective. Il vous appartiendra de prendre contact directement avec le
Comité d’Ethique.

Pour le ministre et par délégation
le chef du service de la performance, du
financement et de la contractualisation avec
les organismes de recherche

}f&(

Eric BERNET

Monsieur Michel Labouesse
Imichel@igbme.{r
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