UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS — CAMPUS DE ARARAQUARA

GABRIELLE CUNHA ALVES

SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL AO ETANOL E NEUROADAPTACOES
ENVOLVENDO A PROTEINA (DELTA)FOSB: EFEITOS DO TRATAMENTO COM

N-ACETILCISTEINA EM CAMUNDONGOS

Araraquara - SP

2015



GABRIELLE CUNHA ALVES

SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL AO ETANOL E NEUROADAPTACOES
ENVOLVENDO A PROTEINA (DELTA)FOSB: EFEITOS DO TRATAMENTO COM

N-ACETILCISTEINA EM CAMUNDONGOS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Curso de Graduagao
em Farmacia-Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, da Universidade Estadual Paulista para obten¢ao do grau de
Farmacéutica-Bioquimica. Orientador: Prof. Dr. Marcelo Tadeu Marin.

Co-orientador: Gessynger Morais Silva.

Araraquara - SP

2015



AGRADECIMENTOS

Primeiramente aos meus pais, que me deram todo o apoio para concluir essa caminhada até
aqui. Sem vocés nada teria sido possivel. Obrigada por sempre estarem por perto e por se

orgulharem de todos os passos que dou.

Ao meu melhor amigo e companheiro de todas as horas Rythy Ogasawara, muito obrigada

pela paciéncia, ajuda, apoio e compreensao durante todos esses anos.

A esta universidade, seu corpo docente, direcao e administracdo por todo o apoio, carinho e

respeito pelo qual trata seus alunos.

Ao professor Marcelo Tadeu Marin, pela orientagdo, apoio, confianga, dedica¢do e

principalmente paciéncia. Obrigada pela oportunidade.

Ao meu co-orientador Gessynger Morais Silva, por toda a ajuda, paciéncia em ensinar e

dedicagao. Esse trabalho ndo seria possivel sem vocé.

As queridas Rosana Finoti Pupim Silva e Elisabete Zocal Paro Lepera por toda paciéncia,

dedicacdo, ajuda e amizade. Vocés sdo maravilhosas.

A minha grande amiga Celina Ferrari Laverde. Muito obrigada por todo carinho, amizade e
companheirismo. Os finais de semana de experimento eram infinitamente melhores na sua

companbhia.

As minhas amigas Gabriela Favero Galvao, Gabriela Zago, Helena Sayuri Uchina e Mariana
de Oliveira da Costa, por toda amizade e carinho durante todos esses anos. Viver em

Araraquara foi muito especial por causa de vocés também.

Ao Projeto de Assisténcia Farmacéutica Estudantil e todas as pessoas que fizeram parte dele
durante todos esses anos. Obrigada pelas amizades, conhecimento e ligdes que levarei para o

resto da vida.

A Prof. Adelia Emilia de Almeida por todo o aprendizado, dedicacao e amizade.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagao, o meu muito obrigado.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Receptores e transportadores de glutamato (proteinas) importantes na regulagao da
plasticidade sinaptica excitatoria e que podem ser alvos para o tratamento da
14157 0153 1T 1S3 4 103 USSR 12
Figura 2 - Desenho experimental “Avaliacio dos efeitos da N-Ac na sensibilizagdo
comportamental induzida pelo etanol”............coocuiieeiiieeiiiece e 19
Figura 3 - Padronizacdo da sensibilizagdo comportamental ao etanol - primeira tentativa.... 21

Figura 4 - Padronizacdo da sensibilizagdo comportamental ao etanol - segunda tentativa..... 22
Figura 5 - Comparacdo do peso dos animais nas duas tentativas de padronizagdo da
sensibilizacdo, em seus respectivos grupos de tratamento...........oceeeveereeeiiienieeiieenieeieeneenns 23
Figura 6 - Efeitos do tratamento com N-AC no desenvolvimento da sensibilizagdo
comportamental, rupos SAIINA. ........c.eeiiiiiiiiiiiieie et 25
Figura 7 - Efeitos do tratamento com N-AC no desenvolvimento da sensibilizacdo
comportamental, Zrupos €taNOL..........cc.eeiriiiiiiieeiiieeie e s 25
Figura 8 - Efeitos do tratamento com N-Ac na expressdao de AFosB no CPF.......................... 27

Figura 9 - Efeitos do tratamento com N-Ac na expressao de AFosB no Acb......c.c.ccecueeuenee. 28



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

N-Ac N-Acetilcisteina

Acb Nucleo Acumbens

CPF Cortex Pré-Frontal

CEBRID Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotrdpicas
SNC Sistema Nervoso Central

CEUA/FCFAr Comité de Etica para Utilizagdo de Animais em pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

CONCEA Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

CA Campo Aberto

EPM Erro Padrao da Média

GLT1 Transportador de Glutamato da Glia

GSH Glutationa

mGluR2 Receptor Glutamatérgico Metabotrdopico do tipo I
xCT Trocador cistina/glutamato

ROS e RNS  Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, respectivamente



Sumario

1. INTRODUGAQ ..o 10
1.1.Etanol: Historico e atualidade .......................coooiiiiiiiii e 10
1.2.Dependéncia ao etanol € modelos animais ..........cccccveeeeuiierciieeniieeeniie e 10
1.3.N-ACCHICISTEING ..vvieiiieeiiieeiiee ettt ettt e et e e s e e e b e e esbeeenaeeenseeennneas 14
2. OBUJETIVO ..ot ettt ettt st e s e 15
2.1.0DJEtiVOS GETALS ......ccooiiiiiiiiiiieecee et e e e e e e et e e e et e e e e enreeens 15
2.2.0Dbjetivos ESPecifiCos..........cccoiiiiiiiiiiiiiii e 15
2.2.1. Sensibilizagdo comportamental .............cccueerieeiiierieeiiienie et 15
2.2.2. Quantificacdo de AFOSB .......cccuoiiiiiiiiee e 15
3. MATERIAL € METODOS ......coooiiiiiiiiiiniineieeeisee sttt sessneens 15
BT AIIIALS ...ttt ettt ettt et e st e e eabeeebreeeas 15
3.2.Sensibilizacio comportamental ao etanol ..., 16

3.3.Dissecacao das areas encefalicas e quantificacdo de proteinas por Western
BIOtENG ..ot 16

3.4.Experimento 1 — Padronizacio da sensibilizacido comportamental ao etanol:
Primeira tentativa. ..............ccoooiiiiiiii e e e e e e e e 18

3.5.Experimento 2 — Padronizacio da sensibilizacdo comportamental ao etanol:
SegUNAA teNEATIVA. ......ooooiiiiiiiiiiiiiicee e s 18

3.6.Experimento 3 - Avaliaciao dos efeitos da N-Ac no desenvolvimento da

sensibilizacdo comportamental ao etanol. ... 18
3.7.Analise EStatistiCa. ............ccoooiiiiiiiiiiiiiiicece e 19
4. RESULTADO ..ottt et et 20

4.1.Experimento 1 — Padronizacio da sensibilizacio comportamental ao etanol —
Primeira tentativa ............cocoooiiiiiiiii e e 20

4.2.Experimento 2 — Padronizacio da sensibilizacdo comportamental ao etanol —
SegUNAA teNEATIVA. .......oooiiiiiiiiiiiiiic e s s 21

4.2.1. Comparagéo do peso dos animais nas tentativas de padronizagéo. .................... 23

4.3.Efeitos da N-Ac no desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental ao etanol

...................................................................................................................................... 23
4.4.Padronizaciao da quantificacio de AFosB por Western Blot ................................. 26
4.5.Efeitos da N-Ac na expressao de AFosBno PFC e Acb ...........ccoooiiiiiniinnnnnnn. 26
6. DISCUSSAOQ ....ooumiiiiiiie ettt 28

7. CONCLUSAOQ ..o e e e e e e e e e s e e e e et e e e s e e e e e e s s e, 34



REFERENCIAS



RESUMO

Os tratamentos farmacoldgicos empregados atualmente na dependéncia de etanol sdo pouco
eficazes, sendo necessarios novos farmacos para esse fim. O pro-farmaco N-Acetilcisteina (N-
Ac) tem demonstrado eficdcia no tratamento da dependéncia a cocaina e nicotina em
pesquisas pré-clinicas e estudos clinicos piloto. Quando administrada, a N-Ac ¢ convertida em
cisteina e posteriormente em cistina, a qual tem a¢do no sistema nervoso central. Entretanto,
existem poucos dados sobre a possivel aplicacdo da N-Ac na dependéncia de etanol. A
sensibilizacdo comportamental consiste do aumento gradual do efeito psicoestimulante
induzido pela administrag¢do repetida de drogas que induzem dependéncia, incluindo o etanol,
e seu desenvolvimento tem sido relacionado a neuroadaptagdes importantes na dependéncia.
Essas neuroadaptacdes ocorrem em circuitos neurais que medeiam o efeito reforgador dessas
drogas e podem envolver vérias proteinas. A proteina AFosB se acumula em neurdnios apos
sua ativagdo repetida e medeia mudangas na resposta as drogas de abuso de forma bastante
duradoura. Essas alteracdes se manifestam principalmente em neurdnios do Nucleo
Acumbens (Acb) e Cortex pré-frontal (CPF). Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
os efeitos do tratamento com N-Ac no desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental ao
etanol e nas alteracdes da proteina AFosB em camundongos. Camundongos Sui¢cos machos
foram expostos a um protocolo de sensibilizagdo comportamental padronizado para as
condi¢des experimentais do laboratorio e tratados com N-Ac. Ao fim do procedimento de
sensibilizacdo comportamental, os animais foram eutanasiados e seus encéfalos retirados para
quantificagdo de AFosB por western blotting. Foram realizados dois experimentos de
padronizagdo do protocolo de sensibilizagdo comportamental. O primeiro, apesar de efetivo
em demonstrar o desenvolvimento da sensibilizacdo, ndo foi eficaz em permitir a avaliagdo da
expressao da sensibilizagdo. Assim, a idade dos animais e as condi¢des de luminosidade e cor
do aparato de avaliagao da locomog¢ao foram alteradas e um novo protocolo foi proposto. No
segundo protocolo foi possivel observar o desenvolvimento e a expressdao da sensibilizagao
comportamental, e este protocolo passou a ser utilizado. O tratamento com N-Ac foi eficaz
em inibir o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental e das alteracdes na proteina
AFosB, sugerindo que esse pro-farmaco tem potencial para inibi¢do de alteracdes

comportamentais e neurais relacionadas ao desenvolvimento da dependéncia ao etanol.



Palavras-chave: etanol; N-Acetilcisteina; AFosB; trocador xCT; nticleo acumbens; cortex pré-

frontal.



ABSTRACT

Pharmacological treatments currently used in ethanol addiction are inefficient, requiring new
drugs for this purpose. The pro-drug N-Acetylcysteine (N-Ac) has shown efficacy in the
treatment of addiction to cocaine and nicotine in preclinical research and clinical pilot studies.
When administered, N-Ac is subsequently converted to cysteine, and cystine, which has an
action on the central nervous system. However, there are few data about the possible
application of N-Ac in the ethanol addiction. Behavioral sensitization is the gradual increase
of the psychostimulant effects induced by repeated administration of drugs of abuse, including
ethanol, and its development has been linked to important neuroadaptations in addiction.
These neuroadaptations occur in neural circuits that mediate the reinforcing properties of
these drugs and may involve several proteins. The AFosB protein accumulates in neurons
after repeated activation and mediates long lasting changes in response to drugs of abuse.
These changes are manifested mainly in the nucleus accumbens (Acb) and prefrontal cortex
(PFC) neurons. The aim of the study was to evaluate the effects of N-Ac treatment in the
development of ethanol behavioral sensitization and in alterations in the AFosB protein in
mice. Swiss male mice were exposed to a standardized behavioral sensitization protocol to the
experimental conditions of the laboratory and treated with N-Ac. At the end of behavioral
sensitization procedure, animals were euthanized and their brains removed for AFosB
quantification by Western blotting. Two experiments of behavioral sensitization were
performed to the standardization of the protocol. The first, although effective in
demonstrating the development of behavioral sensitization, was not effective in allowing the
evaluation of the expression of the behavioral sensitization. The age of the animals and the
conditions of luminosity and color of locomotion apparatus were changed and a new protocol
has been proposed. In the second protocol it observed the development and expression of
behavioral sensitization, and this protocol was used for next studies. Treatment with N-Ac
was effective in inhibit the development of behavioral sensitization and correlated molecular
alterations in AFosB, suggesting that this pro-drug has potential to inhibit behavioral and

neuronal alterations related to ethanol addiction.

Keywords: ethanol; N-acetylcysteine; AFosB; xCT antiporter; nucleus accumbens; prefrontal

cortex.
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1. INTRODUCAO

1.1. Etanol: Historico e atualidade

O uso de drogas psicotrdpicas e o consumo de alcool pela humanidade ocorrem desde
a antiguidade. Ao longo do tempo, esse consumo esteve associado a diversos aspectos e
funcdes, entre eles o favorecimento da integragdo social (CIARLO; MASTROIANNI, 2010).

Entre as principais substincias psicoativas consumidas em nosso pais, o alcool
apresenta uma das maiores prevaléncias; seu uso ¢ licito e o consumo ¢ estimulado através da
midia, recebendo uma representagdo bastante diferenciada, quando comparado as outras
drogas. Um estudo domiciliar realizado pelo Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID) verificou que o alcool foi uma das drogas com maior prevaléncia de
uso na vida (74,6%), sendo as estimativas de dependentes de alcool em cerca de 12,3%
(CARLINI et al., 2006).

Embora o uso de alcool possa ter ampla aceitagdo por grande parte da sociedade, o seu
consumo excessivo esta associado a inimeras consequéncias, como acidentes de transito,
aumento da violéncia, desenvolvimento da dependéncia, além de ser responsavel por 95% das
internagdes hospitalares provocadas pelo uso de substancias psicotropicas (CARLINI;
GALDUROZ; NOTO et al., 2002).

Nos paises em desenvolvimento com baixa taxa de mortalidade, como o Brasil, o
consumo de etanol ¢ o maior fator de risco de morbidade e mortalidade. Nos paises
desenvolvidos, a ingestdo de etanol ¢ o terceiro fator de risco, superado somente pelo
tabagismo e hipertensao arterial (EZZATI et al., 2002).

Assim, considerando-se o impacto do alcoolismo para os programas de satde publica,
pesquisas sobre os mecanismos de desenvolvimento da dependéncia ao etanol e seu

tratamento sdo de grande importancia.

1.2. Dependéncia de etanol e sensibilizacio comportamental

A dependéncia de substincias psicoativas € conceituada como um conjunto de
sintomas cognitivos, comportamentais e fisiologicos que indicam que o individuo perdeu o
controle do uso da substincia e continua a usa-la apesar de reconhecer as consequéncias

adversas deste uso (DACKIS; O’BRIEN, 2001; KARILA et al., 2008). Esta ¢ uma desordem
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cronica recorrente caracterizada por: a) compulsdo da procura e consumo da substincia, b)
perda do controle para limitar o consumo, e ¢) aparecimento de estados emocionais negativos,
como por exemplo, disforia e ansiedade quando o acesso a substancia psicoativa ¢ impedido
(KOOB; LeMOAL, 2008).

A busca e consumo de etanol, e também de outras substancias psicoativas de abuso, é
mediado principalmente pela ativagdo da via dopaminérgica mesocorticolimbica (DI
CHIARA; BASSAREO, 2007). Estudos pela técnica de microdialise demonstraram que a
administragdo de etanol (LOF et al., 2007), cocaina, anfetamina, morfina ou nicotina
(DiCHIARA; IMPERATO, 1988) aumentam a liberagdo de dopamina em érea encefilicas,
como o Acb.

O sistema mesocorticolimbico ¢ o responsavel pela identificacio de estimulos
relevantes. E composto por neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA) que se
projetam para o Acb e CPF. E ativado, por exemplo, por estimulos reforcadores naturais de
experiéncias individuais, como sexo e comida. Drogas de abuso também ativam o via
mesocorticolimbica e causam neuroadaptagcdes prejudiciais que estdo relacionadas &
dependéncia. A desregulacdo da homeostase do CPF e Acb sdo cruciais para a transi¢ao do
“uso social” para o uso descontrolado de substancias psicoativas (KOOB; VOLKOW, 2010).

A neurotransmissdo glutamatérgica também ¢ alterada pelo uso de drogas. A
concentracdo sinaptica desse neurotransmissor no Acb ¢ aumentada quando a cocaina €
administrada, mas sua concentragdo basal, na retirada da cocaina, apresenta-se reduzida apos
administragdo cronica da droga (BAKER et al., 2003).

Tem sido demonstrado que a vulnerabilidade da recaida a droga de abuso envolve o
recrutamento de projegdes glutamatérgicas para o Acb e CPF, e estd associada a mudancas
duradoras na transmissdo sinaptica de glutamato. Modelos animais tem demonstrado que o
desenvolvimento da dependéncia estd associado com a desregulacdo da liberacdo de
glutamato de proje¢des do CPF para o Acb. Quando grandes quantidades de glutamato sdo
liberadas na fenda sinéptica, pelo uso de drogas de abuso, por exemplo, eles acabam ativando
receptores metabotropicos de glutamato extrasindpticos, assim como os transportadores gliais
GLT1 e xCT. Esses transportadores sdo responsaveis por diminuir essa quantidade excessiva
de glutamato liberado na sinapse. Entretanto, o uso cronico de drogas de abuso ocasiona uma
baixa regulacdo desses transportadores e receptores no Acb, impedindo o controle da
homeostase desse neurotransmissor € proporcionando as neuroadaptagdes responsaveis pelo
desenvolvimento da dependéncia. A Figura 1 mostra os receptores e transportadores de

glutamato no Acb (BROWN; KUPCHIK; KALIVAS, 2013).
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Figura 1. Receptores e transportadores de glutamato importantes na regulagdo da plasticidade sindptica
excitatoria e que podem ser alvos para o tratamento da dependéncia. A legenda de acompanhamento para as
proteinas especificas também indica a categoria de drogas que hipoteticamente podem ser terapeuticamente Uteis
baseadas no tipo de neuropatologias glutamatérgicos produzidos no CPF e Acb. Abreviaturas: AMPA, o-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-4cido isoxazolpropionico; Cys/ Glu exchange, trocador cistina/glutamato; mGluR,, receptor
metabotropico de glutamato; MSN, neurdnio espinhoso médio; NMDA, N-metil-D-aspartato; NR2B, N-metil-D-
aspartato receptor de subtipo 2B; VTA, area tegmental ventral

Fonte: (KALIVAS; VOLKOW, 2012).

Modelos animais tém sido desenvolvidos para estudar aspectos comportamentais e
alteragdes neuronais relacionadas a dependéncia do etanol. No entanto, o alcoolismo ¢ uma
desordem complexa que ndo pode ser “modelada” como um todo em um inico modelo animal
(SPANAGEL, 2000).

A sensibilizacdo comportamental, também chamada de tolerancia inversa, ¢ um
modelo animal de alteragdes relacionadas a dependéncia de substincias psicoativas. A
sensibilizacdo comportamental consiste do aumento progressivo da atividade locomotora
desencadeado pela droga apds sua administragdo repetida (ROBINSON; BERRIDGE, 2003).
Essa alteracdo comportamental surge em resposta a administracdo das drogas que produzem
dependéncia (PLANETA; MARIN, 2002), incluindo o etanol (ABRAHAO et al., 2008), ¢
estd associada a neuroadaptagdes na via dopaminérgica mesocorticolimbica e a perda do
controle sobre o consumo da droga (ROBINSON; BERRIDGE, 2003). A sensibilizagao
comportamental pode ser duradoura e persistir por meses apds o tratamento repetido com
substancias que causam dependéncia (HOPE et al., 2006).

O etanol, em concentragdes sanguineas habitualmente alcangadas em humanos, pode

agir em diversos receptores e proteinas efetoras, enquanto em altas concentracdes pode haver
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alteracdao na composic¢ao lipidica das membranas citoplasmaticas. Os seus alvos primarios sao
receptores  glutamatérgicos NMDA, gabaérgicos GABA,, serotoninérgicos 5-HTj3,
colinérgicos nicotinicos, canais de Ca™ do tipo L e canais de K* ativados por proteina G
(FADDA; ROSSETTI, 1998; VANGELIENE et al., 2008). Alguns estudos tem demonstrado
que a manipulacdo do sistema opidide pode modificar os efeitos estimulantes e a
sensibilizacdo comportamental induzida pelo etanol (CAMARINI; PIRES; CALIL, 2000;
ABRAHAO; QUADROS; SOUZA-FORMIGONI, 2008). A ligagdo do etanol com esses
sitios primarios altera a atividade de diversos neurdnios, levando finalmente a mudancgas
comportamentais como desinibicao, seda¢ao e hipnose.

Devido a seu efeito depressor nos neurdnios, o etanol possui efeitos bifasicos no
organismo, os quais dependem da dose. Inicialmente ¢é possivel caracterizar efeitos
estimulantes, decorrentes do bloqueio dos centros inibidores do sistema nervoso central
(SNC), seguidos de profunda depressio do SNC (POHORECKY, 1977). Essa caracteristica
pode ser facilmente visualizada em modelos animais por meio da avaliagdo da atividade
locomotora. Doses baixas a moderadas de etanol administradas intraperitonealmente causam
inicialmente aumento da atividade locomotora seguida de supressio da locomog¢do
(SMOOTHY; BERRY, 1985; TAMBOUR et al., 2006).A analise de genes de expressdo
imediata ou a quantificagdo de seus produtos, como as proteinas Fos, FosB, FRA-1 e FRA-2,
(reguladores transcricionais que modulam a sintese de certas enzimas sinalizadoras da célula)
sdo comumente utilizadas para mapeamento da ativagdo neuronal. Quando as células sdo
ativadas por sinais elétricos, farmacos ou outros estimulos ambientais, ocorre a produgdo
dessas proteinas da familia Fos especificamente nas células ativadas (HUGHES;
DRAGUNOW, 1995; NESTLER 2001). Esses produtos de genes de expressdo imediata sdo
produzidos rapidamente, mas de forma transitoria, sendo degradados em poucas horas.
Contudo, a proteina AFosB, um derivado do gene FosB via splice alternativo, tem a
degradacao muito lenta e se acumula no interior das células no decorrer de dias de tratamentos
repetidos, como a administracdo de drogas de abuso (NESTLER; KELZ; CHEN, 1999).
Dessa forma, a deteccdo do fator de transcri¢do AFosB pode ser utilizada para identificagao
de neuronios repetidamente ativados por um dado estimulo. A administracao cronica, mas nao
aguda de etanol, cocaina ou morfina eleva o nimero de neurdnios positivos para AFosB em
diversas regides encefalicas, incluindo o Acb e CPF (PERROTTI et al., 2008). Além disso,
tratamentos capazes de reduzir o consumo voluntario de etanol em ratos e camundongos
também reduzem a expressdo de AFosB em areas encefalicas relacionadas a dependéncia ao

etanol (LI; SUN; YE, 2012; SAJA; RAHMAN, 2013).
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1.3. N-Acetilcisteina

A N-Acetilcisteina (N-Ac) ¢ um pro-farmaco usado clinicamente como agente
mucolitico (para reduzir a viscosidade de secrecdes de muco em situagdes de resfriado) e no
tratamento da overdose de paracetamol (BRUNTON; PARKER, 2008). Quando administrada,
a N-Ac ¢ convertida em cisteina e posteriormente dimerizada em cistina, que tem agdo no
SNC. Entretanto, estudos recentes tem demonstrado sua possivel aplicacdo no tratamento de
transtornos neuropsiquiatricos, incluindo a dependéncia (BERK et al., 2013).

Estudos pré-clinicos mostraram que a N-Ac bloqueia a recaida a autoadministragdo de
cocaina em ratos (BAKER et al., 2003) e inibe o aumento do consumo de cocaina em ratos
expostos de modo prolongado a essa droga (MADAYAG et al.,, 2007). Além disso, a
exposicao prévia a N-Ac também bloqueia a expressao da sensibilizagdo comportamental a
cocaina (MADAYAG et al., 2007).

Os resultados pré-clinicos levaram a testes clinicos em humanos, os quais mostraram
que individuos dependentes de cocaina relataram menor desejo e interesse por dicas que
lembravam administra¢do de cocaina (LAROWE et al., 2007). Outro estudo (MARDIKIAN
et al., 2007) revelou que a N-Ac foi bem tolerada por dependentes de cocaina ¢ reduziu o
consumo da droga na maioria dos individuos.

Os efeitos da nicotina também podem ser alterados pela N-Ac. Ratos treinados para se
autoadministrarem de nicotina apresentaram menos sinais de sindrome de abstinéncia a
nicotina e humanos reduziram o nimero de cigarros fumados apds tratamento com N-Ac
(KNACKSTEDT et al., 2009).

Os efeitos da N-Ac em modelos pré-clinicos de dependéncia tem sido relacionados a
alteragdes na neurotransmissdo glutamatérgica. A cistina, derivada da N-Ac, restabelece as
concentragdes sindpticas basais de glutamato por ativar uma proteina, o trocador xCT, que
transporta um glutamato para o meio extracelular enquanto move uma cistina para o meio
intracelular (KARILA et al, 2008). O restabelecimento das concentragdes basais de
glutamato ap6s administracdo de N-Ac inibe a recaida a cocaina (KUPCHIK et al., 2011).
Com relagdo a possiveis efeitos da N-Ac sobre modelos animais de dependéncia ao etanol,
pouco se encontra na literatura. H4 dados que indicam que a N-Ac pode causar efeitos
benéficos apds o consumo de etanol, tais como reducdo da hepatotoxicidade, reducdo do

estresse oxidativo no miocardio e reducdo de alteragdes dos lipidios plasmaticos (SCHIMIDT
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et al., 2007; SEIVA et al., 2009). Além disso, no estudo de SCHNEIDER et al., 2013, o
tratamento com N-Ac bloqueou a sindrome de abstinéncia ap6s a retirada do etanol.
Entretanto, ndo hé estudos sobre o efeito da N-Ac na sensibilizagdo comportamental induzida

pelo etanol.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Investigar os efeitos da N-Ac no desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental e

das neuroadaptacdes induzidas pelo etanol no Acb e CPF de camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Sensibilizacdo comportamental

Padronizagdo do protocolo de sensibilizagdo comportamental nas condi¢des do
laboratorio;

Investigar os efeitos da N-Ac no desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental.

2.2.2. Quantificacdo de AFosB

Padronizar as técnicas de quantificagdo da proteina AFosB no Acb e CPF; investigar
os efeitos da N-Ac nas neuroadaptacdes induzidas pelo etanol (quantidade de AFosBno Acb e

CPF)

3. MATERIAL e METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Suigos machos adultos (N = 8-10 animais/grupo)
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP). Os animais foram transferidos para o depositdrio de animais do laboratorio de
farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara no minimo 7 dias antes

do inicio dos experimentos € mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 +/- 2°C)
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e ciclo de luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 07:00h) com livre acesso a alimento e agua.
O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética local (CEUA/FCFar 33/2014) e
conduzido de acordo com os principios do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao

Animal (CONCEA).

3.2. Sensibiliza¢do comportamental ao etanol

A sensibilizagdo comportamental ao etanol foi avaliada por meio da medida da
psicoestimulagdo induzida pelo etanol no aparato campo aberto (CA) em camundongos. O CA
¢ um aparato circular de 26 cm de didmetro circundado por uma parede opaca de 30 cm de
altura. Esse protocolo foi baseado no descrito por BAHI; DREYER (2012) e padronizado para
as condi¢des experimentais do nosso laboratorio.

O procedimento teve a duracao de 23 dias e consistiu de 4 fases: habituacao (HI-H2, 2
dias), sensibiliza¢ao (S1-S13, 13 dias), intervalo (6 dias) e desafio (1 dia) . Na habituacao,
todos os animais receberam uma injecdo i.p. (intraperitoneal) de salina ap6s a qual foram
imediatamente colocados no CA e tiveram e seu comportamento filmado para avaliagdo da
distancia percorrida durante 20 minutos. A partir do dia seguinte do fim da habituacdo, na fase
de sensibilizagdo, os animais receberam uma dose didria de etanol (2 g/kg) ou salina em
volume equivalente (grupos controle) apos a qual foram imediatamente colocados no CA. Nos
dias 1, 5, 9 e 13 o comportamento dos animais foi filmado para avaliacdo da distancia
percorrida durante 20 minutos. Apds o ultimo dia da sensibilizagdo se iniciou a fase de
intervalo, onde os animais foram mantidos em suas gaiolas sem nenhuma manipulagdo por 6
dias. No sétimo dia apds a fase de sensibilizagdo, todos os animais receberam uma inje¢ao i.p.
de etanol (2 g/kg) e foram novamente testados e tiveram seu comportamento filmado no CA
para avaliacao da locomocao.

A distancia percorrida (em metros) pelos animais no CA foi avaliada por meio de uma
camera fixada ao teto conectada a um microcomputador para anélise do comportamento pelo

programa ANY-Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL-EUA)

3.3. Dissecacio das areas encefalicas e quantificacio de proteinas por Western Blotting

Sob as condicdes experimentais desejadas, os animais foram decapitados em
guilhotina e tiveram seus encéfalos rapidamente retirados da caixa craniana, congelados em

isopentano sobre gelo seco e armazenados em ultrafreezer (-80°C) até a dissecagdo das areas
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de interesse. Amostras de cerca de 1 mm de espessura das areas encefilicas de interesse
foram dissecadas em criostato a -20°C de acordo com o atlas de coordenadas estereotaxicas
de Paxinos e Franklin, 2001, como segue: CPF, face rostral, 2,34 mm em relacao ao bregma;
Acb, face rostral, 1,54 mm em relagdo ao bregma. Amostras de 1 mm de espessura foram
entdo removidas com auxilio de uma agulha de ponta chata com 1,4 mm de didmetro interno.

As areas encefilicas de interesse foram entdo homogeneizadas por meio de ondas de
ultra-som em solucdo de SDS 1% e tiveram o conteido de proteinas determinado por meio do
kit Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA-EUA) para posterior ajuste da
quantidade de proteinas. Em seguida as amostras foram desnaturadas e submetidas a
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 9%. Ao final da separagdo, as proteinas no gel
foram transferidas para uma membrana LF-PVDF por meio do kit Trans-Blot Turbo Transfer
System Transfer Pack (Bio-Rad, Hercules, CA-EUA). Apoés a transferéncia, as membranas
foram bloqueadas das ligagdes inespecificas com anticorpos por meio de solugdo TBS-T com
5% de leite desnatado.

Ap6s a fase de bloqueio, as membranas foram lavadas e entdo incubadas “overnight” a
4°C com o anticorpo anti-FosB (Santa Cruz Biotechnology, Dalas, TX-USA) em uma
dilui¢do de 1:500 em T-TBS . As membranas foram novamente lavadas e incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com fluoroforo anti-IgG de coelho Cy3 (GE Healthcare,
Little Chanford, BU-ING) em uma diluicdo de 1:1000 em T-TBS por 1 hora a temperatura
ambiente. A fluorescéncia das bandas foi detectada diretamente a partir da membrana seca
utilizando-se o scanner TyphoonTrio® (GE Healthcare, Little Chanford, BU-ING). A
quantidade de proteinas totais foi feita usando o Azul de Coomassie, para o controle do total
de protéinas presentes nas amostras e aplicadas nos géis.

O anticorpo usado para detectar AFosB também detecta a proteina FosB. Entretanto o
tempo escolhido para a remocdo do cérebro (20 min depois da administracdo de etanol) €
muito curto para induzir qualquer traducio significante de proteinas, incluindo FosB. Outro
ponto € que o splicing que ocorre no mRNA da FosB origina uma proteina mais leve, sendo a
AFosB detectada em 35~37 kDa e a proteina FosB em 42 kDa (Kovacs, 1998; Nestler et al.,
2001). Nos nossos experimentos somente a proteina detectada em 37 kDa foi quantificada.

Assim, a quantificacdo foi especifica para AFosB.
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3.4. Experimento 1 — Padronizacio da sensibilizacio comportamental ao etanol:
primeira tentativa

Os animais foram submetidos ao protocolo de sensibilizagdo comportamental com
algumas modificagdes. Apos a exposi¢do dos animais as fases de habituagdo, sensibilizagao e
intervalo do protocolo de sensibilizacdo comportamental descrito no item 2.1.2, todos os
animais receberam uma injecdo i.p. de salina (Desafio Salina), ap6és a qual foram
imediatamente testados no CA para avaliacao da atividade locomotora. No dia seguinte, todos
0s animais receberam uma inje¢do i.p. de etanol (Desafio Etanol) na dose de 2 g/kg, apds a

qual foram imediatamente testados no CA para avaliagdo da atividade locomotora.

3.5. Experimento 2 — Padronizacio da sensibilizacido comportamental ao etanol: segunda
tentativa.

Os animais foram expostos ao protocolo de sensibilizagdo comportamental como

descrito no item 2.1.2. Por motivos técnicos, a locomog¢ao dos animais foi avaliada nos dias

S1, S4, S8 e S12.

3.6. Experimento 3 - Avaliacdo dos efeitos da N-Ac no desenvolvimento da sensibilizaciao
comportamental ao etanol.

Os animais foram submetidos ao procedimento padronizado de sensibilizagdo
comportamental ao etanol, como descrito no item 2.1.2. Entretanto, nesse experimento, nao
foram realizadas as fases de intervalo e desafio, j4 que o objetivo foi a avaliacao dos efeitos
da N-Ac no desenvolvimento da sensibiliza¢do. Na fase da sensibiliza¢ao (3° ao 15° dia), os
animais foram tratados 2 horas antes de cada inje¢ao de etanol com N-Ac i.p. nas doses de 60
mg/kg ou 120 mg/kg (doses baseadas em MADAYAG et al.,2007, e MOUSSAWI et
al.,2011).

Imediatamente apds os 20 minutos do teste da atividade locomotora no dia S13, os
animais foram decapitados em guilhotina, e tiveram seus encéfalos retirados para

quantifica¢do da proteina AFosB.
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Protocolo Experimental

N-Ac (60 ou 120 mg'kg) ou salina - 2h antes do CA
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Figura 2. Desenho experimental “Avaliagdo dos efeitos da N-Ac na sensibilizagdo comportamental induzida
pelo etanol”. Os dias Hl e H2 correspondem aos dias de habituacdo. Dos dias S1 ao S13 temos a fase da
sensibiliza¢do. Nos dias H1, H2, S1, S5, S9 ¢ S13 a locomogédo dos animais foi registrada, e no S13 eles foram
decapitados para posterior quantificacio de AFosB por western blotting. CA- Campo Aberto; N-Ac — N-

@'
Acetilcisteina; X' - dias de filmagem.
Fonte: proprio autor, 2015

3.7. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram representados como média + erro padrao da média (EPM) e a
analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica ‘99 edition (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK - EUA).

Os dados de peso dos animais foram analisados pelo teste t-Student sendo considerado
significativo p < 0,05.

Os resultados da padronizagdo da sensibilizacdo comportamental foram analisados por
ANOVA de duas vias considerando os fatores etanol (etanol x salina) e dias (H1 X H2 ou S1
X S5 X S9 X S13 x DESAFIO), sendo uma analise realizada para a habituacdo e outra para a
sensibilizacdo e desafio. Nos casos em que a ANOVA mostrou diferencas significativas (p <
0,05), foram realizadas comparagdes planejadas entre os grupos de interesse.

Os resultados referentes ao efeito da N-Ac no desenvolvimento da sensibilizagdo
comportamental foram analisados por ANOVA de trés vias considerando os fatores
tratamento (N-AC x salina), etanol (etanol x salina) e dias (H1 X H2 ou S1 X S5 X S9 X
S13), sendo uma analise realizada para a habituag¢do e outra para a sensibilizacdo. Nos casos
em que a ANOVA mostrou diferencas significativas (p < 0,05) foram realizadas comparagdes

planejadas entre os grupos de interesse.
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4. RESULTADO

4.1. Experimento 1 — Padronizacdo da sensibilizacio comportamental ao etanol —
primeira tentativa

Para a padronizagao da sensibilizagdo comportamental foram feitos dois experimentos.
De acordo com os resultados da primeira tentativa, alteragdes foram feitas a fim de melhorar o
protocolo.

O primeiro experimento de padronizacdo da sensibilizacdo comportamental ndo foi
efetivo em demonstrar a expressdo da sensibilizagdo comportamental, caracterizada por uma
maior atividade locomotora dos animais que foram sensibilizados, quando comparados com a
locomocgdo dos animais que receberam o estimulo (droga) pela primeira vez. Entretanto foi
possivel demonstrar claramente o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental,
caracterizada pelo aumento progressivo da atividade locomotora do animal durante a fase de
repetidas administragdes da droga de abuso (figura 3).

Os dois dias de exposi¢ao ao aparato para habituacao foram suficientes para habituar
os animais a novidade do ambiente. A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo do
fator dias (habituagdo) (F; 13 = 31,17; p < 0,001), mostrando a diminui¢do da atividade
locomotora de ambos os grupos quando comparados os dias H1 (Controle = 18,5 + 1,6;
Etanol = 21,6 + 2,4) e H2 (Controle = 12,4 + 2,6; Etanol = 15,2 £ 2,1).

Como esperado, o tratamento com etanol no Experimento 1 foi efetivo em,
agudamente, causar um aumento da atividade locomotora dos animais e, cronicamente, causar
um aumento progressivo da atividade locomotora. A ANOVA de duas vias mostrou efeito
significativo do fator dias (sensibilizagdo) (Fi2156 = 3,78; p < 0,001) e interacdo entre os
fatores etanol e dias (sensibilizacdo) (Fi2,156 = 2,03; p < 0,05). No dia S1, os animais do grupo
etanol apresentaram um aumento da distancia percorrida quando comparados aos animais do
grupo controle (Etanol S1 = 19,8 £ 2,9; Controle S1 = 11,0 £ 2,2; p < 0,05). No dia S13, a
locomog¢do dos animais do grupo etanol foi maior que a locomogao do mesmo grupo no dia
S1 (Etanol S13 = 30,1 £+ 4,4; Etanol S1 = 19,8 £ 2,9; p < 0,05), mostrando o aumento dos
efeitos do etanol mediante administragdes repetidas.

Os animais do grupo Etanol ndo apresentaram aumento da atividade locomotora frente
ao desafio com etanol ao fim da fase de intervalo. A ANOVA de duas vias mostrou efeito
significativo do fator dias (desafio) (Fi13 = 9,67; p < 0,01), mostrando um aumento da

atividade locomotora em ambos os grupos frente ao desafio com etanol [(Controle D. Salina
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=13,6 + 3,3; Controle D. Etanol = 28,5 + 4,6) (Etanol D. Salina = 18,6 + 2,3; Etanol D.
Etanol = 29,4 + 4,9)].

Atividade locomotora total
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0,0 . . . . . . . .

HB1  HB2 s1 S5 S9 513 D.Salina D.
Etanol
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DlIstancia percorrida
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Figura 3. Padronizago da sensibilizacdo comportamental ao etanol - primeira tentativa. Os pontos representam
a média £ EPM da distancia percorrida pelos animais em cada dia de cada grupo. #, p < 0,05 quando comparados
os dias H1 X H2; *, p < 0,05 em relacao ao grupo controle no dia correspondente; $, p < 0,05 em relagdo ao
grupo etanol no dia S1; &, p < 0,05 quando comparada a locomogdo do grupo controle nos dias D. Salina X D.
Etanol.

Fonte: proprio autor, 2015

4.2. Experimento 2 — Padronizacido da sensibilizacio comportamental ao etanol —
segunda tentativa.

O segundo experimento de padronizagdo da sensibilizagdo comportamental foi efetivo
em demonstrar o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental e a expressdao desse
fendomeno (figura 4). Os dois dias de exposi¢do ao aparato para habituagdo foram suficientes
para habituar os animais a novidade do ambiente. A ANOVA de duas vias mostrou efeito
significativo do fator dias (habituagao) (F; ;5 = 17,63; p < 0,001), mostrando a diminuigdo da
atividade locomotora de ambos os grupos quando comparados os dias H1 (Controle = 26,2 +
3,2; Etanol = 24,9 + 1,9) e HB2 (Controle = 16,8 = 2,0; Etanol = 16,8 + 1,7).

Como esperado, o tratamento com etanol no Experimento 2 foi efetivo em,
agudamente, causar um aumento da atividade locomotora dos animais e, cronicamente, causar
um aumento progressivo da atividade locomotora. A ANOVA de duas vias mostrou efeito

significativo dos fatores etanol (F;;; = 5,79; p < 0,05), dia (sensibilizacdo+desafio) (Fi3 143 =
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6,30; p < 0,001) e interacdo entre os fatores etanol e dia (sensibilizacdo+desafio) (Fi3 143 =
1,82; p <0,05). No dia S1, os animais do grupo etanol apresentaram um aumento da distancia
percorrida quando comparados aos animais do grupo controle (Etanol S1 = 33,3 £ 6,2;
Controle S1 =13,8 = 1,5; p <0,05). No dia S12, a locomogao dos animais do grupo etanol foi
maior que a locomo¢ao do mesmo grupo no dia S1 (Etanol S12 = 45,7 + 12,1; Etanol S1 =
33,3 £ 6,2; p < 0,05), mostrando o aumento dos efeitos do etanol mediante administragdes
repetidas.

Devido a alteragdes no protocolo, o desafio realizado com salina logo apos a fase de
intervalo foi retirado. Assim, apenas o desafio com etanol foi realizado no experimento 2. O
protocolo utilizado foi efetivo em demonstrar a expressao da sensibilizagdo comportamental.
A andlise por comparagdes planejadas mostrou um maior aumento da locomog¢do dos animais
do grupo etanol em relagdo aos animais do grupo controle (Controle D. Etanol = 28,3 + 3.4;
Etanol D. Etanol = 55,0 £ 11,3; p<0,05). Além disso, a locomo¢dao do grupo controle
apresentou uma tendéncia de aumento quando comparada com o dia S1 (Controle S1 =13,8 +

1,5; Controle D. Etanol = 28,3 + 3.4; p = 0,08)
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Figura 4. Padronizagdo da sensibilizagdo comportamental ao etanol — segunda tentativa. Os pontos representam
a média £ EPM da distancia percorrida pelos animais em cada dia de cada grupo. #, p < 0,05 quando comparados
os dias H1 X H2; *, p < 0,05 em relagdo ao grupo controle no dia correspondente; $, p < 0,05 em relagdo ao
grupo etanol no dia S1.

Fonte: proprio autor, 2015
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4.2.1. Comparacdo do peso dos animais nas tentativas de padronizacdo

Alguns estudos demonstraram que ratos adolescentes sdo menos sensiveis que os ratos
adultos ao efeito sedativo, aos impactos motores do etanol, ao aparecimento da sindrome de
abstinéncia e a analgesia (DOREMUS et al. 2003; HEFNER; HOLMES, 2007; SILVERI,;
SPEAR, 1998; VARLINSKAYA; SPEAR, 2001). No estudo de SOARES-SIMI et al., 2013
animais adolescentes ndo desenvolvem sensibilizagdo comportamental ao etanol. Assim, o
controle da idade em que os animais sdo utilizados nos protocolos de sensibilizacao
comportamental pode ser muito importante para que o protocolo funcione corretamente.

Devido aos resultados distintos obtidos nas duas tentativas de padronizagao, foi feita
uma comparagdo entre os pesos dos animais (figura 5), como uma medida de controle da
idade dos animais. Comparando os pesos dos animais nos dois grupos de tratamento, nos dois
experimentos, notamos uma diferenca estatisticamente significativa (P1 Controle = 27,1+0,9;

P2 Controle = 35,2+1,4; p<0,05), e (P1 Etanol = 26,3+1,5; P2 Etanol = 34,9+1,9; p<0,05).

Peso dos animais

O Padronizagdo 1

M Padronizagdo 2

Controle Etanol

Figura 5. Comparagdo do peso dos animais nos dois experimentos, em seus respectivos grupos de tratamento.
As barras representam a média + EPM.*, p < 0,05, quando comparados os pesos dos animais nos experimentos 1
e2.

Fonte: proprio autor, 2015

4.3. Efeitos da N-Ac no desenvolvimento da sensibilizacio comportamental ao etanol

O protocolo de sensibilizagdo demonstrou claramente o desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental. O tratamento com N-Ac na dose de 120 mg/kg foi efetivo em
bloquear os efeitos psicoestimulantes agudos do etanol e o desenvolvimento da sensibilizagdao

comportamental ao etanol.
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A ANOVA de trés vias para a fase de habituacdo revelou efeito significativo do fator
fase (habituacdo) (Fis4 = 68,68; p < 0,001), mostrando uma diminuicdo da locomogdo em
todos os grupos, independente do tratamento, quando comparados os dias H1 X H2.

A ANOVA de trés vias para a fase de sensibilizacdo mostrou efeito significativo dos
fatores tratamento (F,s4 = 5,41; p < 0,01), etanol (Fiss = 25,90; p < 0,001), dias
(sensibilizagdo) (F3,162 = 8,10; p < 0,001) e da interacdo entre os fatores tratamento e etanol
(Fa.54 = 3,39; p < 0,05) e tratamento, etanol e dias (F¢ 162 = 2,38; p < 0,05). As comparacdes
planejadas mostraram um aumento significativo da locomog¢do dos animais dos grupos
Salina/Etanol e N-Ac 60 mg/kg/Etanol em relagcdo ao grupo Salina/Salina em todos os dias da
fase de sensibilizacdo [(S1 — Salina/Salina = 10,7 £+ 1,4; Salina/Etanol = 26,6 =+ 4,1; N-Ac 60
mg/kg/Etanol = 23,5 + 3,2, p < 0,05) (S5 - Salina/Salina = 12,5 + 1,6; Salina/Etanol = 35,5 +
6,1; N-Ac 60 mg/kg/Etanol = 38,3 £ 49, p < 0,05) (S9 - Salina/Salina = 17,9 + 3,5;
Salina/Etanol = 354 + 7,5; N-Ac 60 mg/kg/Etanol = 46,3 + 10,1, p < 0,05) (S13 -
Salina/Salina = 9,7 + 1,4; Salina/Etanol = 42,2 + 7,0; N-Ac 60 mg/kg/Etanol =33,9 + 8,7, p <
0,05)]. O grupo Salina/Etanol mostrou um aumento progressivo na locomogao, como visto
pela diferenga significativa na distancia percorrida no aparato quando comparados os dias S1
X S5(S1=26,6+4,1; S5=355+6,1,p<0,05)eS1 XS13(S1 =26,6+4,1; S13 =422+
7,0, p < 0,05). O grupo N-Ac 60 mg/kg/Etanol também mostrou um aumento progressivo na
locomogao quando comparados os dias S1 X S5 (S1=23,5+3,2;S5= 38,3+4,9,p<0,05)¢
S1 X S13(S1=23,5+3,2;S13 = 33,9+8,7,p<0,05) . O tratamento com a N-Ac na dose de
120 mg/kg bloqueou o efeito psicoestimulante agudo do etanol (Salina/Salina S1 = 10,7 + 1,4;
N-Ac 120 mg/kg/Etanol S1 = 17,1 £ 2,9; p > 0,1) e o aparecimento da sensibilizagdao
comportamental (N-Ac 120 mg/kg/Etanol S1 = 17,1 + 2,9; N-AC 120 mg/kg/Etanol S13 =
19,6 £ 2,0, p>0,1) As inje¢des de salina ndo alteraram a locomocao dos animais ao longo do

experimento (S1 Salina/Salina = 10,7 &+ 1.4; S13 Salina/Salina=9,4+ 1.4, p>0.1).
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Figura 6. Efeitos do tratamento com N-Ac no desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental ao etanol.
Resultados dos grupos que receberam salina antes da exposicao ao campo aberto. Os pontos representam a média

+ EPM de cada grupo.*, p < 0,05 quando comparados os dias H1 x H2.

Fonte: proprio autor, 2015
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Figura 7. Efeitos do tratamento com N-Ac no desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental ao etanol.
Resultados dos grupos que receberam etanol antes da exposi¢do ao campo aberto. Os pontos representam a
média = EPM de cada grupo.*, p < 0,05 quando comparados os dias H1 x H2; $, p < 0,05 em relagdo ao grupo

Salina/Salina; #, p < 0,05 em relagdo ao mesmo grupo no dia S1.

Fonte: proprio autor, 2015
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4.4. Padronizacio da quantificacao de AFosB por Western Blot

Para a realizacdo de anélises moleculares por meio da técnica de Western Blotting, ¢
necessaria a adequagdo da metodologia da técnica as caracteristicas do laboratério e da
amostra que serd analisada. Os métodos de dosagem de proteinas, corrida em gel de SDS-
poliacrilamida e transferéncia das proteinas do gel para a membrana eram rotineiramente
utilizados no laboratorio para outras proteinas, € por isso foram mantidos.

Dois tipos de solucdes bloqueadoras foram testadas: uma contendo BSA 5% e outra
contendo Leite desnatado 5%, ambas diluidas em tampdo T-TBS. Os melhores resultados
foram obtidos com a utilizagdo do Leite desnatado 5%, que passou a ser a solugdo
bloqueadora escolhida para experimentos futuros.

Foram testadas trés dilui¢des do anticorpo primario anti-FosB produzido em coelhos
(Santa Cruz Biotechnology, Dalas, TX-USA): 1:500, 1:1000 e 1:2000 juntamente com duas
dilui¢des do anticorpo secundario Cy3 anti-IgG de coelho (GE Healthcare, Little Chanford,
BU-ENG): 1:1000 e 1:2000. Essas concentragdes iniciais foram escolhidas de acordo com as
especificagdes do fabricante. Os melhores resultados foram encontrados para a concentragdo
de 1:500 do anticorpo primdrio juntamente com a concentracdo de 1:1000 do anticorpo

secundario.

4.5. Efeitos da N-Ac na expressao de AFosB no PFC e Acb

A andlise por Western Blotting mostrou alguns resultados interessantes. No CPF, o
tratamento com a N-Ac bloqueou as mudangas induzidas pelo etanol na quantidade de AFosB.
A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para o fator etanol (F;»s = 5,92, p <
0,05), e tratamento (F; 5= 5,28, p <0,05). A analise post hoc de Duncan mostrou que o grupo
salina/etanol teve um aumento na quantidade de AFosB em comparagdo ao grupo salina/salina
(p <0,05), grupo N-Ac/salina (p <0,01) e grupo N-Ac/etanol (p < 0,05). Nenhuma mudanga
foi notada nos grupos N-Ac/salina (p = 0,46) e N-Ac/etanol (p = 0,92) em relagdo ao grupo

salina/salina.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com N-Ac na expressdo de AFosB no CPF. A, quantificagdo de AFosB. As
barras representam + EPM da % de expressdo da proteina em relag@o ao grupo salina/salina (n = 7-9 animais por
grupo). *, p < 0,005 em relacdo ao grupo salina/salina; #, p < 0,05 em relagdo ao grupo N-Ac/etanol. B Secdo
coronal da regido de extragdo do CPF de acordo com o atlas de coordenadas estercotaxicas Paxions and Franklin
(2001). O circulo preto representa o sitio de extragao.

Fonte: proprio autor, 2015

No Acb, o tratamento com N-Ac também bloqueou as mudangas induzidas pelo etanol
na quantidade AFosB. A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo da interacdo entre
os fatores etanol e tratamento (F;29 = 5,36, p < 0,05). O grupo salina/etanol mostrou uma
queda de AFosB em relacdao ao grupo salina/salina (p < 0,05), com nenhuma mudanca quando
comparado ao grupo N-Ac/salina (p = 0,77), e ao grupo N-Ac/etanol (p = 0,23). Uma
tendéncia de diminuicdo da quantidade de AFosB foi notada no grupo N-Ac/salina (p = 0,07
em relacdo ao grupo salina/salina. Nenhuma mudanga foi notada no grupo N-Ac/etanol (p =

0,36) em relagdo ao grupo salina/salina.
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Figura 9. Efeitos do tratamento com N-Ac na expressdo de AFosB no Acb. A, quantificacdo de AFosB. As
barras representam + EPM da % da expressdo da proteina em relag@o ao grupo salina/salina (n = 7-9 animais por
grupo). *, p < 0,05 em relagdo ao grupo salina/salina. B, se¢do coronal da regido de extragdo do Acb de acordo
com o atlas de coordenadas estereotaxicas Paxions and Franklin (2001). O circulo preto representa o sitio de
extragdo. AcbSh, concha do nicleo acumbens; AcbC, centro do niicleo acumbens.

Fonte: proprio autor, 2015

5. DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem um possivel uso da N-Ac nos distirbios relacionados ao
abuso de etanol. O tratamento com N-Ac bloqueou o desenvolvimento da sensibilizagdo
comportamental induzida pelo etanol e as alteracdes no CPF, regido cerebral intrinsicamente
relacionadas a dependéncia.

ROBINSON; BERRIDGE (1993; 2003) propuseram a “Teoria da sensibilizagdo do
incentivo” como “assim como a atividade locomotora pode ser sensibilizada, repetidas
administracdes da droga podem sensibilizar sistemas vias neurais que sinalizam o desejo de
consumir as drogas, causando neuroadaptacdes nessas vias”.

Desde que se notou que as propriedades recompensadoras das drogas de abuso
estavam relacionas positivamente com a ativagdo locomotora (WISE; BOZARTH, 1987),
estudar a sensibilizagdo comportamental induzida pelas drogas que induzem dependéncia
passou a ser uma valiosa metodologia para identificagdo das neuroadaptagdes que podem
influenciar no desenvolvimento da dependéncia.

Essa sensibilizagdo comportamental pode ser induzida por drogas estimulantes,
opidides, alcool, e também por uma variedade de estressores. Diversos autores t€ém mostrado
o aumento da atividade locomotora em animais de laboratério frente a administracoes

repetidas de drogas de abuso (MASUR; BOERNGEN, 1980; STEWART;BADIANI, 1993;
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LESSOV; PHILLIPS, 1998; ITZHAK; MARTIN, 1999; BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-
FORMIGONI, 2000; VANDERSCHUREN; KALIVAS, 2000; COVINGTON; MICZEK,
2001; GOELDNER et al., 2005).

A dose de etanol usada para induzir a sensibilizagdo comportamental varia entre 1,5
g/kg e 3,5 g/kg, dadas entre 4 e 21 dias de tratamento (BROADBENT; HARLESS, 1999;
FISH et al. 2002; MEYER; PHILLIPS, 2003). CAMARINI et al., 2000 ¢ MASUR;
BOERNGEN, 1980 confirmaram o efeito estimulante do etanol na dose de 2 g/kg em
camundongos suicos. No nosso laboratério a dose padronizada como descrito no item 2.1.2.
também foi de 2 g/kg. Os 13 dias de inje¢des repetidas também foram suficientes em
estabelecer a sensibilizagcdo comportamental e sua expressao.

A diferenca de resultados obtidos nas duas tentativas de padronizacdo pode ser
explicada pela diferenga de idade entre os animais. Alguns estudos demonstraram que ratos
adolescentes sdo menos sensiveis que os ratos adultos ao efeito sedativo e aos impactos
motores do etanol, ao aparecimento da sindrome de abstinéncia, ¢ analgesia (DOREMUS et
al. 2003; HEFNER; HOLMES, 2007; SILVERI; SPEAR, 1998; VARLINSKAYA; SPEAR,
2001). Animais adolescentes nao desenvolvem sensibilizacdo comportamental ao etanol
(SOARES-SIMI et al., 2013). Assim, o controle da idade em que os animais sao utilizados
nos protocolos de sensibilizacdo comportamental ¢ importante para que o protocolo funcione
corretamente. No nosso estudo ndo foi controlada com exatidio a idade dos animais.
Entretanto, o resultado demonstrando menor massa corporal nos animais do primeiro
experimento indica que esses camundongos apresentavam menor idade e talvez ainda
estivessem no periodo da adolescéncia. Isso pode ter corroborado a ndo observagdao da
expressao da sensibilizacdo comportamental no referido experimento.

O sistema glutamatérgico tem sido sugerido com um sistema de neurotransmissao
importante no desenvolvimento da dependéncia. Entre as drogas de abuso, as propriedades de
reforgo/recompensa da cocaina (SARI et al., 2009; MOUSSAWTI et al., 2011), heroina
(BOSSERT et al., 2012) e etanol (OBARA et al., 2009; CANNADY et al., 2011; SARI et al.,
2011) tem demonstrado interagir com o sistema glutamatérgico em areas cerebrais da via de
recompensa (mesocorticolimbica), elevando o nimero de sinapses excitatorias, interferindo
em receptores pré e pos-sindpticos no Acb e amidala. O consumo de etanol pode provocar
mudangas na concentragao extracelular de glutamato nessas areas (RAO; SARI, 2012), e esse
aumento ¢ observado por seguidas administracdes de etanol (KAPASOVA; SZUMLINSKI,
2008; DING et al., 2012). Primeiramente, a exposi¢do cronica ao etanol aumenta os niveis

extracelulares de glutamato em muitas areas cerebrais envolvidas na dependéncia (DING et
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al., 2013; HERMANN et al.,, 2012; MELENDEZ et al., 2005). A expressio de dois
transportadores de glutamato, o GLT-1 e xCT, importantes proteinas de manuten¢do na
homeostase do glutamato, ¢ diminuida em ratos que tem preferéncia pelo etanol (ratos P) apos
consumo cronico dessa droga. O tratamento com ceftriaxona, que age restaurando niveis
extrasindpticos de glutamato, atenua o consumo de etanol e aumenta a quantidade de GLT-1
e xCT (ALHADDAD et al., 2014). Nos estudos de BROADBENT et al.,, 2003;
BROADBENT; WEITEMIER, 1999; KOTLINSKA et al., 2006; o antagonista do receptor
glutamatérgico NMDA MK-801, o antagonista do receptor mGluR5 MTEP, e o antagonista
do receptor AMPA GYKI 52466 inibiram a sensibiliza¢do comportamental ao etanol,
indicando uma importante modulacdo da sinalizacdo glutamatérgica no desenvolvimento da
sensibilizacdo pelo etanol. BROWN; KUPCHIK; KALIVAS, 2013, mostraram que a
administracdo de drogas de abuso esta associada a reducdodo receptor glutamatérgico
mGIuR2 e do transportador GLT1.

Na tentativa de descobrir novos agentes que possam agir na preven¢ao ou no
tratamento da dependéncia, estudos pré-clinicos tem tido um foco de atengdo no papel do
trocador cistina-glutamato, também chamado de trocador xCT ou sistema Xc, (REISSNER;
KALIVAS, 2010), e em compostos capazes de restaurar a fungdo do glutamato comprometida
com a exposi¢ao cronica a drogas de abuso (PEANA et al., 2013)

Localizado na célula da glia, o xCT funciona transportando uma molécula de cistina
(dimero oxidado da cisteina) para o meio intracelular e libera uma molécula de glutamato para
o meio extracelular. A cistina € precursora da glutationa (GSH), que exerce um papel protetor
contra o estresse oxidativo endogeno por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e
RNS) e exdgeno por radiacao e quimioterapicos (MCBEAN, 2002). Além disso, a troca via
sistema Xc aumenta o glutamato extracelular que estimula o receptor glutamatérgico mGIluR2
principalmente no Acb (BAKER et al., 2003). Essa estimula¢ao do receptor mGluR?2 inibe a
liberacdo excessiva de glutamato na fenda sinaptica (BAKYS; MALENKA, 1991;
COCHILLA; ALFORD, 1998; SCHOEPP, 2001). Repetidas administragdes de drogas de
abuso reduzem a atividade do xCT (BAKER et al., 2003; MADAYAG et al. 2007) o que
resulta na redugdo dos niveis basais de glutamato extrasinaptico no Acb (BAKER et al.,
2003), e uma consequente diminuicado da autorregulacdo pelos receptores metabotropicos
glutamatérgicos do glutamato liberado na sinapse (XI et al., 2002). A N-Ac como
mencionado anteriormente, parece restabelecer as concentragdes sindpticas basais de

glutamato pela ativacao do trocador xCT (KARILA et al., 2008). Tem sido demonstrado que



31

o restabelecimento das concentracdes basais de glutamato apos administragdo de N-Ac inibe
a recaida a cocaina (MOWSSAWTI et al., 2011).

O estudo de SCHNEIDER et al., 2015, demonstrou que o tratamento a curto prazo
com N-Ac foi efetivo em prevenir as mudangas comportamentais € bioquimicas observadas
apos cinco dias da interrupgdo do tratamento com etanol. E razoavel sugerir que o mecanismo
responsavel por prevenir as mudancas induzidas no comportamento ¢ hormonios descritos no
estudo pela N-Ac estdo relacionados com a habilidade de modulagdo do sistema
glutamatérgico. Como um agente modulador, a N-Ac consegue rapidamente estabilizar a
hiperatividade do sistema glutamatérgico em situagdes criticas da sindrome de retirada e da
recaida.

Nos resultados obtidos no experimento de sensibilizagdo comportamental, a N-Ac na
dose de 120 mg conseguiu inibir o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental ao
etanol. Como ja mencionado, quando administrada, a N-Ac ¢ convertida em cisteina e
posteriormente em cistina a qual age no xCT e restabelece as concentragdes sindpticas basais
de glutamato (KARILA et al., 2008). Como descrito anteriormente, a manutencdo das
concentragdes basais do glutamato ativa o receptor mGluR2 que inibe o aumento da sua
liberagdo na fenda sinaptica quando existe o efeito estimulante da droga. Sem esse aumento
de glutamato extracelular nas regides cerebrais relacionadas ao sistema de recompensa (Acb,
VTA, CPF), causado pela droga durante o experimento, podemos supor que ndao houve as
neuroadaptagdes que poderiam ser causadas, € que seriam responsdveis também por ocasionar
a sensibilizagdo comportamental.

Repetidas exposi¢des ao etanol, assim como a outras drogas de abuso, induzem o
aumento da regulacdo de varios fatores de transcricdo que influenciam em mudangas na
expressdo dos genes em regides relevantes na dependéncia (MCCLUNG et al., 2004;
VILPOUX et al. 2009). Um importante fator de transcrigdo que tem sido associado com a
plasticidade relacionada a dependéncia é o isdmero estavel AFosB (MCCLUNG et al., 2004,
NESTLER; BARROT; SELF, 2001), mencionado anteriormente. O Acb ¢ uma importante
area do sistema de recompensa, ¢ tem demonstrado ser um critico mediador das agdes
induzidas pelas drogas de abuso nesse sistema (VANDERSCHUREN et al., 2005). O
aumento de AFosB nessa area durante o uso cronico de etanol pode demonstrar o seu
importante envolvimento na dependéncia as drogas de abuso. Outras regides também tem a
expressdo de AFosB aumentada, incluindo a amidala e o CPF, e que também estdo
relacionadas a respostas individuais a estimulos aversivos (ansiedade), e a performance

cognitiva, respectivamente, além de sua relagdo com a dependéncia (PERROTTI et al., 2008).
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Desafios agudos com etanol causam a indugao da proteina FosB, enquanto a exposicao
cronica ao ectanol leva a acumulacdo de AFosB (PERROTTI et al.,, 2008; RYABININ;
WANG, 1998). Essa molécula ¢ um dos mecanismos pelo qual drogas que causam
dependéncia produzem mudangas estaveis no cérebro. Essa acumulacdo aumenta as
propriedades motivacionais e os efeitos produzidos pela maioria das drogas de abuso
(NESTLER et al., 2001).

A administragdo cronica de etanol no nosso estudo induziu a acumulacdo de AFosB no
CPF. O CPF integra informagdes de outras regides corticais e subcorticais, contribuindo
funcionalmente com a memoria de trabalho, regulacdo das emogdes e controle
comportamental (WILSON et al, 2010; KESNER; CHURCHWELL, 2011). Déficits
estruturais e fisiologicos, bem como consequentes alteracdes comportamentais tém sido
observados no CPF em pacientes dependentes de etanol (FADDA; ROSSETTI,
1998; MOSELHY et al., 2001; STEPHENS; DUKA, 2008). Repetidos estimulos elétricos no
CPF medial induzem a sensibilizagdo comportamental (SCHENK; SNOW, 1994), enquanto
que lesdes excitotoxicas no CPF medial interromperam o desenvolvimento da sensibilizagado
comportamental (PIERCE et al., 1998; TZSCHENTKE; SCHMIDT, 1998). Esses dados
sugerem que o CPF apresenta um papel importante no desenvolvimento da dependéncia.

O estudo de BEYER e STEKETEE, 2002, mostrou que intra-microinjecdes de
quinpirole, um agonista de receptores dopaminérgicos D2, no CPF medial bloqueou a inducdo
da atividade locomotora induzida pelo uso da cocaina, e o aumento da liberagdo de dopamina
no Acb pelo CPF, em ratos. Além de mostrar que o CPF ¢ importante no desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental, o estudo nos diz que existe uma relacdo importante entre
essas duas areas do sistema recompensa.

A sensibilizagdo comportamental a opidides, metanfetamina (MCDAID et al., 2006), e
até pelo apetite ao sodio (HURLEY et al., 2014) também induzem a acumulagdo de
FosB/AFosB em varias regides cerebrais. Entretanto, alteracdes em FosB/AFosB ndo estdo
universalmente correlacionados a alteragdes comportamentais. Diferentes linhagens/espécies
de camundongos tem distintas respostas relacionadas a FosB/AFosB com a mesma resposta
comportamental a anfetamina (CONVERSI et al., 2011).

As alteracdes na sinalizacdo de AFosB achadas podem ser responsaveis pela alteragdes
comportamentais induzida pelo etanol. De fato, 0 aumento no consumo voluntario de etanol
estad correlacionado com o acumulo de AFosB. O tratamento por naltrexona bloqueou esse
acumulo e diminuiu o consumo voluntario de etanol (LI et al., 2010). A citisina, um agonista

parcial do receptor neuronal nicotinico modulou o consumo de etanol e também a expressao
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de FosB/AFosB. O aumento da expressdo de AFosB em adultos aumentou a locomogao e os
efeitos da recaida da cocaina (COLBY et al., 2003; KELZ et al., 1999). Portanto, as
alteragdes de FosB/AFosB tem um papel importante nas mudangas comportamentais
induzidas pelas drogas de abuso, € o seu bloqueio previne mudangas comportamentais.

Ao contrario do esperado, somente o0 CPF demonstrou uma acimulo de AFosB apo6s o
tratamento cronico com etanol. No Acb, foi notado uma diminui¢do da quantidade de AFosB
nos animais do grupo de tratamento salina/etanol. Para entender essas alteragdes inesperadas
temos que mergulhar na teoria dos engramas de memoria (do inglés, neuronal ensembles)
relacionados a dependéncia. Essa teoria relativamente nova diz que a associacdo de
aprendizado entre as drogas ¢ o ambiente ocorre em apenas uma minoria de neurdnios nas
areas cerebrais relacionadas ao efeito da droga (CRUZ et al., 2014). Assim, sendo a
sensibilizacdo comportamental um processo que depende das associagdes entre droga e
ambiente (MARIN et al., 2009; MATTSON et al., 2007, ZANCHETA et al., 2012), apenas
um pequeno numero de neurdnios sdo repetidamente ativados pela administragdo cronica da
droga. No nosso caso, o uso da técnica de western blotting, para avaliar o acimulo de AFosB
ndo nos permite diferenciar neurdnios ativados de nao ativados. A maioria dos estudos que
acharam um acumulo dessa molécula usaram a técnica de imunohistoquimica em vez de
western blotting do tecido homogenizado, o que pode explicar nossos resultados
contraditorios. De fato, quando usa-se western blotting, os niveis de p-CREB, um marcador
de ativagdo neural no Acb ¢ diminuido em animais sensibilizados pela cocaina, enquanto que
usando a técnica de imunohistoquimica, o niimero de neurdnios positivos para p-CREB
aumenta (MARIN et al., 2009). Entdo, nossa hipodtese é que o efeito depressor do etanol na
maioria dos neurdnios do Acb mascara a acumulacao de AFosB na minoria dos neuroénios que
estdo relacionados com a sensibilizagdo comportamental. No CPF, o nimero de neurdnios
ativados ¢ provavelmente grande o suficiente para superar o efeito depressor do etanol na
maioria dos neurénios (PFARR et al., 2015; WHITAKER et al., 2015).

O importante ¢ ressaltar que o tratamento com N-Ac bloqueou as alteragdes
comportamentais causadas pelo exposi¢do cronica ao etanol e as neuroadaptagdes moleculares

de AFosB no CPF.
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6. CONCLUSAO

O tratamento prévio com N-Ac foi efetivo em bloquear o desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental ao etanol e as alteracdes na quantidade de AFosB no CPF.
Esse efeito provavelmente se deve a restauracdo do sistema glutamatérgico nos animais
expostos ao protocolo de sensibilizagdo comportamental, através do reestabelecimento da
atividade do sistema Xc. Assim, os resultados positivos apresentados apontam para uma nova
direcdo nas pesquisas que procuram um tratamento para a dependéncia pelo etanol, indicando

uma grande possibilidade de tratamento para esse problema tdo importante para a sociedade.
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