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ALMEIDA M. G. Efeitos do enriquecimento ambiental e da oxitocina sobre o
consumo de etanol em camundongos C57BL/6 submetidos ao estresse agudo.
2018. 113 f. Dissertacao (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo. 2018.

O etanol € a droga de abuso mais consumida em todo o mundo. Frequentemente,
ha4 comorbidade entre o alcoolismo e transtornos relacionados ao estresse. O
enriquecimento ambiental (EA) reduz o comportamento ansioso em resposta ao estresse
e consequentemente minimiza os efeitos reforcadores de drogas de abuso. Como o
enriquecimento induz interagdes sociais, deve promover a liberagdo de oxitocina (OT),
um neuropeptideo liberado em resposta a experiéncias sociais. A OT tem propriedades
ansioliticas que devem conferir protecdo aos efeitos deletérios do estresse. Neste
trabalho, verificamos se o EA ou a OT protegem contra o consumo de etanol em
camundongos machos C57BL/6, mesmo apds a exposi¢cao ao estresse de exposi¢cao ao
predador, um modelo de transtorno de estresse pés traumatico (TEPT). Para avaliar os
efeitos do EA, os animais foram divididos entre caixas padréo (NE) e caixas enriquecidas
(EA) apos a fase de aquisicdo, onde permaneceram por 21 dias. Em seguida foram
subdivididos em grupos nao estressados (NENS e EANS) e estressados (NEST e EAST)
e reexpostos novamente ao etanol por 24h apés o estresse; apos 7 dias, com avaliacao
do comportamento do tipo ansioso por Labirinto em Cruz Elevado; e apés 14 dias do
estresse, quando passaram pela Caixa Claro-Escuro. Dentre os animais estressados,
EAST reduziu o consumo e exibiu menos comportamento de medo e ansiedade. Em outro
experimento, verificamos os efeitos de diferentes doses de carbetocina (CBT), um
analogo da OT, sobre a ingestédo de alcool. Entao, foi realizado o tratamento crénico com
CBT em camundongos, sendo que um grupo recebeu salina (CTL), outro recebeu CBT
1h antes das reexposi¢cdes (CBT1h) e o ultimo recebeu CBT 16h antes das reexposi¢coes
ao etanol (CBT16h). Os animais passaram pelo mesmo delineamento do experimento
anterior. A CBT1h teve efeito protetor sobre o consumo de alcool apds estresse, enquanto
a CBT16h ndo

Palavras-chave: Etanol. Enriquecimento Ambiental. Oxitocina. Estresse. TEPT.



ALMEIDA, M. G. Effects of environmental enrichment and oxytocin on ethanol intake
in C57BL/6 mice after an acute stress. 2018. 113 f. Masters thesis (Pharmacology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.2018.

Ethanol is the most commonly abused drug. Comorbidity between alcoholism and
stress related disorders is highly frequent. Environmental enrichment (EE) reduces
anxiety-like behaviour and consequently minimizes reinforcing effects of abused drugs.
As EE favours social interactions, it might promote oxytocin (OT) release. OT is a
neuropeptide secreted after social experiences. It is also related that OT has anxiolytic
properties, which confers protection against stress maladaptive effects. The purpose of
this work was to check if EE or OT protect against ethanol intake in male C57BL/6
abstinent mice even after stress exposure. To evaluate EE effects, animal were divided
between standard housing (NE) and enriched housing (EA) after acquisition for 21 days.
Then, both groups were subdivided into non-stressed (NENS, EANS) and stressed
(NEST, EAST) and were submitted to predator exposure stress, a model of post traumatic
stress disorder (PTSD). Right after stress, animals were reexposed to ethanol for 24h;
after 7 days, when anxiety-like behaviour was evaluated by Elevated Plus Maze; and after
14 days of stress, when their behaviour was assessed by Light Dark Box. Among stressed
animals, EAST reduced ethanol intake and exhibited decreased anxiety-like behaviour
and fear. We determined the effects of different doses of carbetocin (CBT) on alcohol
intake. In another experiment, mice were chronically treated CBT, an OT analogue.
Control mice received saline (CTL), CBT1h were treated 1 hour before ethanol reexposure
and CBT16h were treated 16 hours before reexposures. The protocol was the same of
the first experiment. CBT1h protected against ethanol intake after stress, while CBT16h
did not. These results show that EE buffers ethanol. CBT reduced ethanol consumption

when it was administered immediately before stress.

Keywords: Ethanol. Environmental enrichment. Oxytocin. Stress. PTSD.
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1 INTRODUCAO

O consumo de etanol é bastante comum em nossa sociedade e muitas sdo as
razdes pelas quais a populacéo engaja neste comportamento. Muitas pessoas relatam
sensacgOes de prazer com o alcool e bebem por divertimento; outros séo influenciados
pelos amigos e consomem para se sentirem incluidos em grupos sociais. Ainda existem
agueles que bebem para se sentirem menos tensos em situacdes de estresse, ja que 0s
efeitos iniciais do consumo incluem desinibicdo (KOOB; VOLKOW, 2010). Por este
motivo, muitos individuos com transtornos de humor e ansiedade séo bastante propensos
ao consumo elevado de etanol com o intuito de aliviar os sintomas psiquiatricos
(BECKER; LOPEZ; DOREMUS-FITZWATER, 2011).

Os transtornos de humor e ansiedade vém recebendo bastante atencdo nos
altimos anos, visto que cada vez mais pessoas manifestam essas doencas gracas ao
estresse da vida moderna e a outros traumas. Muitos pacientes ndo os compreendem
como doencas, de forma que poucos procuram tratamento especializado e acabam
consumindo drogas de abuso como forma de automedicacédo (BACK; BRADY, 2008). De
fato, dados de diversos estudos mostram que existe uma correlacdo entre o abuso e
dependéncia de alcool e outras drogas com transtornos psiquiatricos. O Il Levantamento
Nacional de Alcool e Drogas (Il LENAD) mostra que 40,9% da popula¢do com problema
de alcool apresentam indicadores de depressdo (LARANJEIRAS et al.,, 2012). Além
disso, estudos de meta-andlise de pesquisas epidemiolégicas afirmam que
aproximadamente 35% dos individuos com transtorno de uso de alcool portavam algum
transtorno de humor e, entre estes, mais de 50% apresentavam algum tipo de transtorno
de ansiedade, dentre 0s quais se destacam o transtorno de estresse pés-traumatico, o
transtorno de panico, a fobia social e o transtorno de ansiedade generalizada (LAl et al.,
2015; GIMENO et al., 2017). A automedicagéo alivia os sintomas de estresse e ansiedade
presentes nessas sindromes, entretanto, o consumo cronico de etanol e o
desenvolvimento de dependéncia estdo associados ao aumento nos niveis de estresse

e, dessa forma, pode agravar os sintomas desses transtornos psiquiatricos.
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Estudos recentes indicam a importancia do ambiente para o desenvolvimento de
transtornos  psiquiatricos, incluindo o transtorno de wuso de substancias
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; SOLINAS et al., 2010). O enriguecimento
ambiental (EA) expBe os animais de laboratério a maior estimulacéo fisica, devido as
rodas de exercicios; sensorial, pelo contato com objetos diferentes aos do alojamento
padrdo; e também o aumento de interacbes sociais com outros animais
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). Pouco se sabe como o EA produz efeito
protetor contra a adiccdo, porém acredita-se que um dos mecanismos seja pela
regulacdo dos sistemas de estresse (SOLINAS et al., 2010).

A oxitocina (OT), por sua vez, é um hormdnio liberado em resposta a interacées
sociais e fortemente associado as emocdes positivas (NEUMANN, 2008). Defende-se
que a OT atue sobre os sistemas encefalicos que regulam a resposta de estresse,
reduzindo os sintomas emocionais negativos (NEUMANN; SLATTERY, 2016). O sistema
de estresse possui atividade aumentada em varios transtornos psicossociais, incluindo
0s transtornos de ansiedade e o alcoolismo (KOOB, 2008). Dessa forma, espera-se que
a OT possa ser utilizada como tratamento para essas doencgas ou pelo menos para o
alivio dos sintomas. Além disso, acredita-se que a OT seja capaz de modificar a
sinalizacao do centro dopaminérgico mesolimbico de recompensa, conferindo resiliéncia
ao estresse e assim, efeito protetor contra a adiccdo (KOVACS; SARNYAI; SZABO,
1998).

Como o EA aumenta as interagOes sociais e altera o binding a receptores de OT
(OTR) (RAE et al., 2018), nosso laboratorio investiga o papel deste hormdnio no EA como
agente enddgeno no tratamento da dependéncia de alcool. Dessa forma, espera-se que
o trabalho colabore com os conhecimentos atuais sobre a importancia do ambiente e de
uma boa qualidade de vida para a reducdo do consumo de etanol. Assim, além de
fornecer beneficios individuais, como a recuperacdo da saude do individuo, o menor
consumo de alcool pode proporcionar melhorias a sociedade, diminuindo os acidentes
de transito, os niveis de desemprego, além de todos os custos envolvidos no sistema
criminal, em hospitais e outras instituicbes responsaveis pelo tratamento desses

individuos.
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1.1 Dependéncia de Substancias

1. 1. 1 Aspectos Historicos e Epidemiolégicos

Desde a pré-historia, ha relatos que indicam o consumo de substancias psicoativas
para diversos fins e em diferentes circunstancias. Existem registros datados do Periodo
Neolitico, ha cerca de 8000 a.C., que humanos ja conheciam ervas que influenciavam o
humor e o pensamento (VENTULANI, 2001). Dados arqueolégicos de aproximadamente
2500 anos relatam o uso de preparacdes de 6pio, derivado da seiva da papoula Papaver
somniferum, em cultos religiosos; além de materiais de outras regides indicarem o uso
medicinal ou recreativo dessa substéncia (MERLIN, 2003; VENTULANI, 2001). Ainda
mais, na Asia Central, ha registros de 5000 anos que descrevem o preparo de haxixe a
partir da planta Cannabis sativa, em cerimdnias e rituais (MERLIN, 2003). O uso de alcool
também j& era bastante difundido na Antiguidade, devido a facilidade de seu preparo:
fermentacdo de materiais por levedura, sendo amplamente utilizado ndo s6 em festas,
mas também em rituais religiosos, incluindo da Igreja Catélica (VENTULANI, 2001). Com
as Grandes Navegacles, os europeus descobriram o tabaco e as folhas de coca na
América, os quais foram utilizados para fins medicinais e recreativos (VENTULANI,
2001). Nos séculos XIX e XX, houve o aperfeicoamento da sintese de compostos
guimicos, que levaram ao desenvolvimento de drogas sintéticas como, por exemplo, 0s
barbituratos, os benzodiazepinicos e as anfetaminas, utilizadas, inicialmente, como
terapia médica, mas que se tornaram drogas de abuso com o passar do tempo
(VENTULANI, 2001).

No passado, o consumo dessas substancias era aceito socialmente. Como 0 uso
ocorria apenas em determinadas situagOes, eram raros os efeitos nocivos ou o
desenvolvimento de transtorno de uso de substéncias. Porém, ha relatos conhecidos de
problemas com o uso crénico, como a “epidemia de gin” na Inglaterra, por volta do século
XVIl e a “epidemia do épio” na Asia, na mesma época (WESTERMEYER, 2016). Ainda

mais, como as substancias eram utilizadas diretamente da planta em sua forma fresca
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ou seca, sem que houvesse purificacdo ou selecdo dos compostos ativos, o efeito
psicoativo era moderado (VENTULANI, 2001).

Ao longo do tempo, a facilitacdo do transporte das substancias entre os paises
aumentou o estoque e a disponibilidade das mesmas. A elas, foram atribuidos valores de
mercado e passaram a ser produzidas em larga escala para comercializacao, resultando
na perda das caracteristicas culturais de consumo em favor do uso heddnico
(VENTULANI, 2001; WESTERMEYER, 2016). Adicionalmente, com o desenvolvimento
de técnicas de purificacdo, houve a geracdo de drogas mais potentes como o MDMA e
estimulantes similares a anfetamina, e de novas formas de administragdo como o “crack”,
que, por possuirem diferentes propriedades farmacocinéticas, geram maior potencial
aditivo. Em decorréncia disto, o numero de individuos dependentes cresceu. Como
resposta, o consumo dessas substancias foi proibido em diversos paises, com excec¢ao
do etanol e da nicotina (VARGAS, 2008; WESTERMEYER, 2016) nos paises ocidentais.
A Organizacédo Mundial da Saude, OMS, relatou o0 aumento do consumo de drogas ilicitas
a partir dos anos 1980 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

Pelo breve histérico apresentado, sabe-se que as drogas tem forte impacto sobre
a sociedade moderna, sejam elas licitas ou ilicitas. Geralmente, o0 consumo inicial da
droga ocorre pela busca das propriedades hedbnicas, para reducéo de sintomas de afeto
negativo ou por pressao dos pares (KOOB; VOLKOW, 2010). No entanto, nem todos que
utiizam drogas se tornam adictos. A susceptibilidade esta4 relacionada a fatores
ambientais e sociais, como eventos traumatizantes ao longo da histéria do individuo, as
caracteristicas genéticas e também aos estagios de desenvolvimento do individuo, sendo
gue adolescentes sdo mais vulneraveis ao transtorno (VOLKOW; KOOB; MCLELLAN,
2016).

Estes fatores induzem diferentes padrées de consumo, como 0 consumo em binge,
gue podem evoluir para o Transtorno de Uso de Substancias. De acordo com o DSM-5,
o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, o Transtorno de Uso
Substancias é definido como a utilizacdo recorrente de alcool e outras drogas,
provocando prejuizos ndo apenas a propria saude, mas também problemas de convivio
em sociedade, que vao desde dificuldades em casa até negligéncia no trabalho e/ou
estudos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). A dependéncia de
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substéancias é descrita como a busca compulsiva pela droga e pelo seu consumo crénico
e excessivo apesar das consequéncias fisiologicas e psicolégicas negativas (KOOB,;
VOLKOW, 2010; ROBISON; NESTLER, 2011).

Estima-se que, em 2015, 250 milhdes de pessoas consumiram drogas ilicitas pelo
menos uma vez na vida (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Cerca de 29,5
milhdes de pessoas apresentaram transtorno de uso de substancias. Ainda assim,
apenas um individuo a cada seis tiveram acesso ao tratamento do transtorno (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017). Ja& no Brasil, cerca de 22,8% da populacdo ja
consumiu drogas ilicitas em algum momento da vida. Considerando apenas 0 consumo
de alcool, a porcentagem sobe para 74,6% da populacéo e, no caso do tabaco, para 44%
(CEBRID, 2006). Em 2005, 12,3% da populacao brasileira que consumiu alcool estava
incluida nos critérios para dependéncia de alcool e 10,1% para dependéncia de tabaco
(CEBRID, 2006).

No planeta, quase 6% das mortes (3,3 milhdes) e cerca de 5% dos casos de
incapacitacdo sao atribuidos ao consumo de etanol (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014). As consequéncias para a sociedade incluem acidentes de transito,
comportamento agressivo do usuario, desemprego, além de todos os custos envolvidos
em campanhas para a reducdo do consumo, sistema criminal e em hospitais e outras
instituicbes responsaveis pelo tratamento desses individuos (LARANJEIRAS, 2012;
WHO, 2014).

Para um entendimento completo dos prejuizos individuais e sociais do Transtorno
de Uso de Substancias, é necessario ndo apenas conhecer os fendmenos sociais,
padrées de consumo e fatores de risco que levam ao consumo, mas também
compreender os mecanismos de acao fisiolégica das substancias sobre 0s organismos
vivos. Dessa forma, € possivel implementar programas de prevencdo ao consumo e
planejar politicas publicas voltadas para o tratamento do transtorno e de métodos de

reabilitagc&o.

1. 1. 2 Neurofisiologia da Adiccéo
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Séao conhecidas diversas drogas de abuso que causam dependéncia com alvos
farmacoldgicos distintos. No entanto, todas essas drogas ativam a via dopaminérgica
mesolimbica, apesar das acdes serem diferentes em um primeiro momento (KALIVAS;
VOLKOW, 2005; WISE; ROMPRE, 1989). Como induzem o disparo de neurdnios da Area
Tegmental Ventral (ATV) ao Nucleo Accumbens (NAc), o consumo da droga de abuso
ativa os sistemas de motivacao que direcionam o individuo a busca-la como recompensa
(HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006). O consumo excessivo e cronico aumenta o0s
niveis de dopamina (DA) mesolimbica, induzindo altera¢des neuroplasticas relacionadas
a mecanismos de tolerancia e dependéncia farmacoldgicas. Como consequéncia, areas
talamicas e corticais que fazem conexfes com o circuito sofrem neuroadaptacdes que
resultam na motivacdo aumentada para o consumo da droga, porém reduzida para as
recompensas naturais (KOOB; VOLKOW, 2010). Assim, o individuo torna-se incapaz de
controlar o préprio consumo.

A hipétese mais aceita atualmente sugere que a adiccdo é o resultado de
alteracdes dos circuitos neuronais envolvidos na recompensa e motivacao, provocando
um loop de feedback positivo que leva ao consumo excessivo e descontrolado. Ou seja,
0 consumo inicial da droga aumenta a ativacao de circuitos de meméria e motivagao,
contribuindo para a perpetuacdo do uso (VOLKOW; MORALES, 2015). Para fins
didaticos, a adiccdo é dividida em trés etapas: Binge/Intoxicacdo, Abstinéncia/Afeto
negativo e Preocupacéo/Antecipacédo (KOOB; LE MOAL, 1997).

O estagio de binge/intoxicacdo é caracterizado pelo alto consumo da droga em um
periodo curto do tempo, no qual ha predominio do comportamento impulsivo, definido
como o uso da droga para promover um estado prazeroso. Nessa fase, ha ativacéo
predominante da via mesolimbica de dopamina (KOOB; VOLKOW, 2010). Todas as
drogas de abuso promovem a liberacéo fasica de dopamina da ATV para o NAc, seja de
forma direta como os psicoestimulantes, ou indireta, como 0s opioides e o etanol (DI
CHIARA; IMPERATO, 1988, KALIVAS; VOLKOW, 2005; KOOB; VOLKOW, 2010).
Particularmente, o consumo agudo de alcool é capaz de ativar a via mesolimbica de
forma direta ou indireta, por alterar o balanco entre os neurotransmissores GABA e
glutamato que agem como moduladores da liberagcdo de DA (ENOCH, 2008; PIERCE;
KUMARESAN, 2006). Inicialmente, o etanol inibe interneurénios GABAérgicos,
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desinibindo a atividade dos neurénios dopaminérgicos da ATV, o que eleva a liberacéo
de dopamina no NAc (ENOCH, 2008).

O répido aumento de DA no estriado ventral facilita a aquisicdo de
condicionamento, associando pistas ambientais a estimulos reforcadores. Elevacdes
rapidas e transientes de DA no estriado estdo associadas a sensacdes hedobnicas, porém
0 aumento lento e prolongado do ténus basal de dopamina no NAc ndo induz respostas
subjetivas em humanos (GRACE, 2000; VOLKOW; FOWLER; WANG, 2004).

No estagio de Abstinéncia/Afeto Negativo, a busca pela droga torna-se
predominantemente compulsiva, ou seja, a droga passa a ser utilizada para aliviar
sintomas negativos prévios ao consumo (KOOB; VOLKOW, 2010). O uso repetido da
droga promove adaptac6es como a hipofuncéo da atividade dopaminérgica com reducao
de receptores D2 no estriado ventral e no cortex pré-frontal (CPF) (KOOB; VOLKOW,
2010; VOLKOW; FOWLER; WANG, 2004; VOLKOW, MORALES, 2015); bem como
aumento na sintese de dinorfina no NAc e na amigdala (FRANKEL et al., 2008; HURD;
HERKENHAM, 1993; KOOB, 2008). A dinorfina € um opioide endégeno que age sobre
receptores kappa opioides na pré-sinapse dos neurbnios dopaminérgicos com a
finalidade de reduzir a liberacdo de DA (HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006; KOOB;
VOLKOW, 2010). Em adicdo, o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), principal
sistema de controle da resposta ao estresse, é ativado com o consumo da droga, que
provoca o aumento do Fator de Liberagdo de Corticotrofinas (CRF) (KOOB, 2008). O
CRF age sobre a amigdala e contribui para o surgimento dos comportamentos ansioso e
depressivo (MERLO-PICH et al., 1995; KOOB; VOLKOW, 2010). De fato, ja foi observado
gque drogas como o etanol causam a hiperexcitabilidade da amigdala durante a
abstinéncia (FADDA; ROSSETTI, 1998; GILPIN; KOOB, 2008).

O dultimo estagio, Preocupacgao/Antecipagcao, € caracterizado pelo “craving” ou
“fissura”: o desejo intenso pela droga. Atualmente, muitos estudos sao direcionados para
entender melhor essa etapa, j4 que a recaida pode ser induzida por neuroadaptacdes
que se desenvolveram durante essa fase (KOOB, VOLKOW, 2010). A ATV envia
projecbes dopaminérgicas para o CPF, cuja ativacdo determina valores e seleciona
acOes para atingir um objetivo (HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006). O disparo fasico

de DA no CPF informa que novos objetivos salientes séo codificados. Porém, o excesso
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de DA mediado pela droga de abuso sinaliza a hipervalorizacdo da pista (HYMAN;
MALENKA; NESTLER, 2006). Individuos adictos tem atividade reduzida do CPF em
situacdo de tomada de decisdes (KALIVAS; VOLKOW, 2005; KAUFMAN et al., 2003;
VOLKOW; MORALES, 2015) e apresentam uma resposta reduzida frente a reforgos
naturais (GARAVAN et al., 2000; KALIVAS; VOLKOW, 2005), que pode significar menor
direcionamento a esses objetivos.

Substratos neurais de memdéria e aprendizado condicionado também sofrem
neuroadaptacdes com o uso crénico da droga. Memodrias relacionadas ao consumo da
droga e aos estimulos ambientais associados a ele provocam a ativacdo do estriado
ventral, promovendo a busca pela substancia. (KOOB; VOLKOW, 2010; VOLKOW,
KOOB; MCLELLAN, 2016). Nas pesquisas utilizando modelos animais de recaida
induzida pela presenca da droga ou pelo estresse, ocorre liberagcdo de DA no CPF que
estimula a busca da droga (KALIVAS; VOLKOW, 2005) com ativacdo da amigdala
estendida e consequente surgimento do estado emocional negativo que favorece a
recaida (KALIVAS, VOLKOW, 2005; KOOB, VOLKOW, 2010).

O conhecimento dos circuitos encefélicos envolvidos na patogénese da adiccdo
possibilita estudos futuros para entendermos os motivos da vulnerabilidade de certos
individuos para o transtorno e desenvolver tratamentos para compensar as alteracées
neuroplasticas ocorridas por causa da exposicdo crénica a droga. Um dos principais
modelos para o estudo da adic¢ao € o de autoadministracéo ndo operante, o qual € valido
para avaliar as propriedades motivacionais das drogas de abuso, em especial do etanol
(SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006). A autoadministracdo € baseada no consumo
voluntario que se assemelha ao comportamento apresentado por humanos (SANCHIS-
SEGURA; SPANAGEL, 2006). Nela, os animais passam inicialmente pela aquisi¢cdo, na
qual Ihes séo disponibilizadas duas garrafas, uma contendo agua e a outra etanol. Entéo,
eles aprendem a responder pelo reforco ao &lcool até que ocorra a estabilizacdo do
consumo (BECKER; LOPEZ; DOREMUS-FITZWATER, 2011; PIERCE; KUMARESAN,
2006). Diversos fatores influenciam a ingestdo da droga, como a sua concentracao,
disponibilidade de outros reforcadores e, em especial, o tempo de exposicao (SANCHIS-
SEGURA; SPANAGEL, 2006).
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Quando animais tém acesso voluntario ao etanol por um tempo prolongado e séo
privados por alguns dias, ocorre aumento temporario no consumo apos reapresentacao
da droga, denominado efeito de privacdo do &lcool (EPA) (SINCLAIR; SENTER, 1967,
VENGELIENE; BIMBAO; SPANAGEL, 2014). Ja foi demonstrado que 0 acesso
intermitente ao etanol induz aumento escalonado do consumo em camundongos
C57BL/6J (HWA et al., 2011), mesmo quando o periodo de privagéo € curto (MELENDEZ;
MIDDAUGH; KALIVAS, 2006). Finalmente, foi determinado que camundongos expostos
a 2 h diarias de etanol durante a fase escura do ciclo circadiano escalonam o consumo,
atingindo concentra¢cdes plasmaticas de etanol farmacologicamente relevantes e validas
para o estudo do alcoolismo (RHODES et al, 2005).

1. 2 Estresse

1. 2. 1 Eixo Hipotadlamo - Pituitaria - Adrenal (HPA) e sistemas extra-hipotalamicos

No final da década de 1930, Hans Selye introduziu o conceito de estresse: uma
resposta comum e inespecifica a diversos agentes nocivos e que chamou de Sindrome
de Adaptacdo Geral (GOLDSTEIN; KOPIN, 2007; SELYE, 1936). Estimulos nocivos que
perturbam a homeostase iniciam uma resposta cujo objetivo € retomar as variaveis
bioldgicas aos seus niveis basais por meio de alteracdes dinamicas internas (GUNNAR,;
VAZQUEZ, 2015). Essa regulacdo dinamica, chamada de alostase, demonstra a
habilidade do organismo em manter a estabilidade por meio de alteracdes do ponto de
ajuste de uma variavel biolégica dentro de intervalos aceitaveis em determinadas
situacdes (GOLDSTEIN, KOPIN, 2007). Por exemplo, quando um individuo estad em
repouso, os niveis de glicose sanguinea sdo mantidos dentro de limites aceitaveis,
porém, no contexto da atividade fisica, os niveis de glicose sanguinea tendem a aumentar
e, durante o exercicio intenso, atingem valores associados a hiperglicemia (GOLDSTEIN;
KOPIN, 2007). Os efeitos alostaticos sao custosos ao organismo, 0 que se denomina

carga alostatica. Quando o individuo permanece com esse sistema ativado de forma
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prolongada, podem surgir doencas e transtornos psiquiatricos (GOLDSTEIN; KOPIN,
2007; GUNNAR; VAZQUEZ, 2015).

A resposta ao estresse € mediada principalmente pelo hipotalamo, em especial
por neurdnios da regido parvocelular do Nucleo Paraventricular (PVN) (SMITH; VALE,
2006). Quando ativados, secretam CRF, que age tanto na periferia, por meio do eixo
HPA, quanto no sistema nervoso central em sistemas extra-hipotalamicos (GUNNAR,
VAZQUEZ, 2015; SMITH; VALE, 2006).

No eixo HPA, o CRF secretado pelo PVN ¢é liberado nos vasos portais hipofisarios,
estimulando a liberacdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) para o sangue pela
hipdfise anterior. O ACTH, por sua vez, age sobre as glandulas adrenais, induzindo a
liberacdo de glicocorticoides (GCs) pela zona fasciculada (SMITH; VALE 2006). Estes
GCs agem negativamente sobre a liberacdo dos hormonios hipotalamicos, formando uma
alca de feedback negativo (NEUMANN et al., 2000a). Os GCs, cortisol em humanos e
corticosterona em roedores, sdo hormoénios esteroidais que se ligam a receptores
nucleares GR, modulando processos metabdlicos, imunes e comportamentais
(GUNNAR, VAZQUEZ, 2015; SMITH; VALE, 2006).

Ha expressao de receptores para CRF do tipo CRF1 no encéfalo em regides extra-
hipotalamicas (SMITH; VALE, 2006). No SNC, o CRF ativa respostas comportamentais
como aumento da vigilancia e ativacdo simpatica por meio de projecdes aos neurénios
catecolaminérgicos do locus coeruleus (VALENTINO et al., 1997; VALENTINO; FOOTE;
ASTON-JONES, 1983); facilitacéo de aprendizado dependente de contexto via projecdes
ao hipocampo e amigdala (LIANG; LEE, 1988; RADULOVIC et al., 1999) e modulacéo
de respostas motoras dependentes de contexto como luta ou fuga (GUNNAR; VAZQUEZ,
2015).

A regidao da amigdala apresenta neurdnios que expressam CRF, os quais sé&o
criticos para a resposta a situagcbes de ameaca (GAFFORD; RESSLER, 2015). A
atividade dos nucleos amigdalares medeia comportamentos de medo e de outros estados
aversivos como a ansiedade (JANAK; TYE, 2015). Ha relatos que mostram que a
ativacdo de receptores GR aumenta a sintese de CRF na amigdala estendida, que
contribui para os comportamentos do tipo ansioso e depressivo (BINDER; NEMEROFF,

2010). Em situacdes ndo patologicas, a liberagdo de CRF mantém respostas para
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manutencdo da homeostase frente a estimulos ameacadores, no entanto, quando o
estresse € cronico ou bastante intenso, ocorre hiperativacdo da via do CRF, favorecendo
a manifestacdo de transtornos como o transtorno de estresse pds-traumatico e outras
doencas (HAUGER et al., 2006).

Na adiccdo, a hiperatividade do sistema HPA e a alta concentracdo de GCs
circulantes sensibiliza os receptores para CRF na Amigdala Central (ACe) e os sistemas
noradrenérgicos na Amigdala Basolateral (ABL), o que deve contribuir para o estagio de
afeto negativo (KOOB, 2008). De fato, sabe-se que h4 aumento dos niveis de CRF na
ACe e no Nucleo Leito da Estria Terminal, regides da amigdala estendida, durante a
abstinéncia ao etanol (KOOB, 2008; MERLO-PICH et al., 1995) e que ele esta
relacionado ao aumento da autoadministragcdo de etanol em ratos dependentes e
privados de etanol (FUNK et al, 2006) bem como na inducédo de comportamento do tipo
ansioso em ratos durante a abstinéncia apdés administracdo crénica de etanol
(OVERSTREET; KNAPP; BREESE, 2004).

De fato, véarias evidéncias mostram que situacfes de estresse aumentam o
comportamento de busca e de recaida em modelos de autoadministracdo de vérias
drogas (GOEDERS, 2003). Em especial, roedores que sdo expostos ao estresse de
derrota social apresentaram um periodo de baixo consumo de etanol durante ou
imediatamente ap6s 0 mesmo, que se elevou apdés a descontinuacdo das agressdes
(VAN ERP; MICZEK, 2001; VAN ERP; TACHI; MICZEK, 2001). Os autores postularam
que a reducdo do consumo estd associada a reducdo dos comportamentos
consumatorios induzida pelo estresse (VAN ERP; MICZEK, 2001), mas o aumento tardio
do consumo deve ter sido uma resposta rebote aos efeitos ansiogénicos do estresse
(MICZEK; YAP; COVINGTON, 2008).

1. 2. 2 Transtorno do Estresse Pds-Traumatico

O transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT) é caracterizado pela exposi¢céo a
um estresse intenso, causando uma série de sintomas de ordem psicossomatica. Esses

sintomas incluem memoarias intrusivas, como flashbacks e pesadelos, exagero nas
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reacoes, sobressalto, alteragcdes no humor e comportamento de aversao as pessoas ou
situacdes que lembrem o paciente do trauma sofrido (LIBERZON; SRIPADA, 2008;
WHITAKER; GILPIN; EDWARDS, 2014).

O TEPT envolve interacdes complexas entre o tdlamo, o hipocampo, a amigdala
e o CPF (NEMEROFF et al., 2006), refletindo mecanismos mal adaptativos do
processamento de condicionamento ao medo e sensibilizacdo a respostas de estresse.
Estudos utilizando ressonancia magnética mostram que veteranos do Vietnd com TEPT
tém menor volume hipocampal que individuos controle, o qual esta associado a déficits
de memoria (BREMNER et al., 1995). Ainda mais, mulheres diagnosticadas com TEPT
tém fluxo sanguineo aumentado em regides do cértex pré-frontal anterior, cingulado
posterior e cortex motor, bem como reducédo do fluxo sanguineo no hipocampo e no
cortex pré-frontal medial quando expostas a pistas ambientais associadas ao evento
traumatico em estudos de imageamento PET (BREMNER et al., 1999; LIBERZON;
SRIPADA, 2008; NEMEROFF et al., 2006). Observa-se, ainda, reatividade exagerada a
estimulos relacionados a ameaca em individuos diagnosticados com TEPT devido a
neuroadaptacdes da propria amigdala e também ao controle inibitério reduzido da
amigdala pelas regides corticais. Isso deve contribuir para as emocdes negativas
relacionadas ao transtorno e aos sintomas de hipervigilancia e sobressalto (LIBERZON;
SRIPADA, 2008).

O CPF medial projeta-se para a ACe, regulando os sistemas de estresse
amigdalares (KOOB, 2008; WHITAKER; GILPIN, EDWARDS, 2014) e a ativagao do eixo
HPA (KOOB, 2008). A exposicao repetida ao estresse e também as drogas de abuso
fazem com que os glicocorticoides circulantes sensibilizem a ACe (WHITAKER; GILPIN;
EDWARDS, 2014). A sobreposi¢cdo de mecanismos e circuitos neuronais entre o TEPT e
o Transtorno de Uso de Substéancias deve ser um dos motivos da alta comorbidade entre
ambas as doengas (BECKER; LOPEZ; DOREMUS-FITZWATER, 2011; EDWARDS et
al., 2013). Cerca de 20-40% dos individuos com TEPT enquadram-se nos critérios
utilizados para caracterizar o transtorno de uso de alcool (WHITAKER; GILPIN;
EDWARDS, 2014). Portanto, entender as interagbes entre os circuitos de ambos 0s
transtornos é essencial para que os tratamentos disponiveis sejam melhorados e

adaptados as caracteristicas individuais de cada paciente.
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O modelo de exposicao de roedores ao seu predador ou ao odor do predador &
bastante utilizado para estudar o TEPT, ja que, similarmente aos humanos, provoca
hiperativacdo do eixo HPA e da liberacdo simpatica, comportamento do tipo ansioso
aumentado, reatividade exagerada e aumento do comportamento de medo (BELZUNG
et al., 2001; BLANCHARD et al.,, 1990; WHITAKER; GILPIN; EDWARDS, 2014;
ZANGROSSI; FILE, 1992). Ratos expostos a gatos por uma unica vez exibiram
comportamento do tipo ansioso elevado, como avaliado por meio dos testes Labirinto em
Cruz Elevado, Caixa-Claro Escuro e Sobressalto Acustico, e que durou pelo menos 21
dias apos a exposicao ao predador (ADAMEC; SHALLOW, 1992).

Ainda mais, a exposi¢do ao gato aumenta a expressado de pCREB, um marcador
de atividade neuronal, na amigdala, especialmente na ABL. Os autores consideraram
que essa ativacdo da ABL medeia os efeitos ansiogénicos duradouros apds o estresse
(ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2005a), porém a exposicdo apenas ao odor do
predador ndo gera essa ativacdo (ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2005a;
DIELENBERG et al., 2001). Por fim, estudos utilizando esse modelo mostram que ratos
expostos ao odor do predador apresentam comportamento evasivo e consumo de etanol
elevado em comparacdo aos animais controle em conjunto com altera¢des na funcao da
amigdala (EDWARDS et al, 2013).

1. 3 Enriquecimento Ambiental

O ambiente em que um individuo se desenvolve e permanece durante a sua vida
é fundamental para a expressao de um comportamento, jA que os estimulos que recebe
durante esse tempo sdo essenciais para refinar detalhes da estrutura cerebral (FOX;
MERALI; HARRISON, 2006). No final da década de 1940, Hebb levou ratos para sua
casa para cuidar como animais de estimacdo. Ele entdo percebeu que esses roedores
aprendiam mais rapidamente que animais que permaneciam no laboratério (HEBB,
1947). Surgiram entao varios experimentos que introduziram o modelo de enriquecimento
ambiental (EA). O EA consiste em uma série de alteracdes nas caixas de alojamento dos

animais de laboratorio, que sao geralmente maiores e contém uma variedade de objetos
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como rodas de exercicios, tuneis, rampas, brinquedos e alimentos, os quais sdo mudados
de lugar com frequéncia (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; VAN PRAAG,;
KEMPERMANN; GAGE, 2000). Essas alteracbes ambientais tém efeitos benéficos,
conferindo protecao a situacfes de estresse e eliciam respostas no encéfalo adulto que
variam de alteracdes nos niveis de neurotransmissores e na distribuicdo de seus
receptores a mudancas estruturais como aumento da arborizacdo dendritica, gliogénese
e neurogénese (HENDRIKSEN et al., 2010; KOE; ASHOKAN; MITRA, 2016; VAN
PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000). Dessa forma, o ambiente mais complexo
fornece um conjunto de estimulos sensoriais, cognitivos e motores que sao capazes de
induzir alteracbes morfolégicas, neuroquimicas, fisiolégicas e comportamentais (FOX;
MERALI; HARRISON, 2006; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; OKUDA et al.,
2009).

Ha evidéncias de que o EA atue sobre a proliferacdo celular na amigdala em
roedores adolescentes e adultos (OKUDA et al., 2009; URAKAWA et al., 2013). Além
disso, o EA reduz o numero de ramificacdes e espinhas dendriticas que se projetam da
ABL para outros centros encefalicos (ASHOKAN; HEGDE; MITRA, 2016). Ainda mais, 0
EA reduz os niveis de mRNA do receptor CRF1 em camundongos C57BL/6
(SZTAINBERG et al., 2010). Todos esses fatores sugerem reducédo da atividade da ABL.
A excitacao das projecdes da ABL para o nucleo do leito da estria terminal e para o CPF
esta associada ao comportamento do tipo ansioso (CALHOON; TYE, 2015; JANAK; TYE,
2015). A atividade diminuida da ABL, portanto, reduziria esse comportamento.

Adicionalmente, o EA pode atuar reduzindo os efeitos reforcadores das drogas de
abuso (BARDO et al., 2001; SOLINAS et al., 2008; STAIRS; BARDO, 2009). Defende-
se que o EA seja capaz tanto de prevenir o inicio do consumo de drogas quanto ser um
adjuvante no tratamento de individuos ja dependentes, diminuindo a chance de recaida
(SOLINAS et al., 2010).

Por um lado, os efeitos preventivos do EA contra a dependéncia de drogas ja foram
bastante descritos na literatura. Roedores expostos ao EA antes de qualquer contato com
drogas tem vulnerabilidade a adiccdo reduzida (BARDO et al., 2001; SOLINAS et al.,
2010), especialmente quando essa exposicdo se da em periodos criticos de

desenvolvimento encefalico, como na adolescéncia. Camundongos que foram colocados
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em gaiolas enriquecidas durante a adolescéncia, apresentaram sensibilizacéo
comportamental reduzida a cocaina em comparacdo aos animais em gaiolas padréo
(SOLINAS et al, 2009)

Por outro lado, os efeitos terapéuticos do EA ainda sé&o bastante discutidos (MA et
al., 2016; SOLINAS et al., 2010), apesar de diversos estudos mostrarem que alojar
animais em ambiente enriquecido apés histérico de uso de drogas diminua a
probabilidade de busca e recaida. Camundongos expostos ao EA durante a abstinéncia
a cocaina apresentam comportamentos de busca e de recaida a droga reduzidos
utilizando o protocolo de Preferéncia Condicionada por Lugar (CPP), utilizado para avaliar
os efeitos recompensadores da droga (SOLINAS et al., 2008). Adicionalmente, o EA
reduz a autoadministracdo de cocaina induzida por pistas ou por estresse em
camundongos abstinentes com histérico de consumo de 6 horas diarias (CHAUVET et
al., 2009). Além disso, verificou-se que ratos que respondiam de forma operante a doses
orais de etanol consumiam menos quando estavam em ambiente enriquecido do que
guando alojados nas caixas-padrdo (DEEHAN; CAIN; KIEFER, 2007).

Em nosso laboratorio, demonstramos que o EA preveniu a sensibilizacdo
locomotora (RUEDA et al. 2012) induzida pelo etanol em camundongo. Adicionalmente,
a ingestao de etanol foi atenuada em camundongos enriquecidos submetidos ao estresse
de contencdo (MARIANNO; ABRAHAO; CAMARINI, 2017). Visto que o EA previne o
surgimento de comportamento do tipo ansioso apos estresse de contencao (NOVAES et
al., 2017), acredita-se que o EA possa reduzir o consumo de etanol por meio da

atenuacao dos estados emocionais negativos que induzem o consumo exagerado.

1. 4 Sociabilidade e Oxitocina

Ao longo da evolucéo dos vertebrados, as relacfes sociais se desenvolveram de
forma cada vez mais complexa e intensa, contribuindo para a expansédo do volume
encefélico, desenvolvimento de habilidades cognitivas, emocionalidade e linguagem
(DONALDSON; YOUNG, 2008; NEUMANN, 2009). A presenca, qualidade e natureza das

experiéncias sociais ao longo da vida sao fatores que contribuem para o bem-estar fisico
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e emocional dos individuos. Experiéncias sociais negativas aumentam a susceptibilidade
ao estresse psicossocial. Como consequéncia, a probabilidade de desenvolver doencas
tais como os transtornos de ansiedade, transtornos depressivos e a dependéncia de
drogas aumenta (TOPS et al., 2014; YOUNG et al., 2011). Entdo, h& necessidade de se
entender detalhadamente como as interacdes sociais sédo reguladas em nivel fisioldgico,
a fim de promover melhora na qualidade de vida da populacdo em geral (NEUMANN,
2009).

Os mecanismos fisiol6gicos e neuroquimicos que explicam o comportamento e a
cognicdo social ainda ndo estdo bem elucidados. Porém, sabe-se que envolve um
conjunto especifico de circuitos neurais mediados por diferentes neurotransmissores.
Entre eles, neuropeptideos como a oxitocina (OT) e a arginina-vasopressina (AVP) tem
papel importante sobre esses comportamentos. Eles agem como neurotransmissores
quando liberados em sinapses ou como neuro-horménios quando atuam em locais
distantes de onde foram liberados inicialmente (DONALDSON; YOUNG, 2008).

A OT foi inicialmente descoberta como um horménio que medeia as contragdes
uterinas durante o parto e também a ejecao de leite. Seu nome vem do grego e significa
“nascimento rapido” (GIMPL; FAHRENHOLZ; GENE, 2001). Apos a descoberta de altos
niveis de OT em nucleos hipotalamicos e também de receptores de oxitocina em varias
regides encefélicas, a OT passou a ser considerada um fator de modulacéo neural (BUIJS
et al., 1978; BUIJS; SWAAB, 1979; NEUMANN, 2008; VIERO et al., 2010). A OT é
produzida nos neurdnios magnocelulares do PVN e dos nicleos supradpticos (SON) do
hipotalamo, os quais se interconectam dentro do proprio PVN e também se projetam para
outras regides encefélicas, como o sistema limbico e o tronco encefalico (CARTER, 2014;
VIERO et al., 2010). Os OTRs sao receptores acoplados a proteina G (GPCRS), ligados
a uma proteina do subtipo Gq. Quando ativados induzem o aumento dos niveis de Ca?*
intracelular, de forma que a ativacdo de OTRs age sobre a excitabilidade celular,
modulacdo dos padrdes de disparo neuronal e sobre vias de transcricdo (GIMPL,
FAHRENHOLZ; GENE, 2001).

A OT atua no sistema nervoso central sobre 0os comportamentos sociais, como
interacdo social entre pessoas, comportamento sexual e comportamento parental
(BASKERVILLE; DOUGLAS, 2010; CARTER, 2014; TOPS et al., 2014). Ainda mais, a
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OT também é capaz de modular a reacdo ao estresse, a0 comportamento ansioso e a
agressividade (BASKERVILLE; DOUGLAS, 2010; NEUMANN; SLATTERY, 2016). De
fato, véarios trabalhos mostram a atividade da OT sobre a reducédo e o tamponamento de
comportamentos de medo e de ansiedade e sobre o aumento da confianga entre os
individuos (BOWEN et al., 2011; DODHIA et al., 2014; EBNER et al., 2005; HEINRICHS
et al., 2003; MEYER-LINDENBERG et al., 2011; WINDLE et al., 1997).

A OT é co-liberada com o CRF e age no préprio PVN, inibindo a liberagdo do CRF
e reduzindo os niveis de corticosteroides plasmaticos. Assim, reduz a resposta do eixo
HPA ao estresse (BASKERVILLE; DOUGLAS, 2010; LABUSCHAGNE et al., 2010;
NEUMANN et al., 2000b; SARNYAI; KOVACS, 2014; VIERO et al., 2010; WINDLE et al.,
2004). A ativacdo de OTRs presentes nos interneurénios GABAérgicos tanto da amigdala
central quanto da amigdala basolateral exerce inibicdo tbnica de neurdnios
glutamatérgicos, portanto gera um efeito de reducéo de comportamentos de medo e de
ansiedade (EHRLICH et al., 2009; HUBER; VEINANTE; STOOP, 2005; JANAK; TYE,
2015; KNOBLOCH et al., 2012).

A OT per se tem efeito recompensador e, conjuntamente a liberacao de dopamina,
parece aumentar as propriedades motivacionais a estimulos sociais (MCGREGOR,;
BOWEN, 2012; MCGREGOR; CALLAGHAN; HUNT, 2008). A OT pode reduzir o
consumo de drogas por modular projecdes dopaminérgicas da ATV ao NAc e também os
circuitos amigdalares envolvidos na fisiopatologia da dependéncia (KOVACS; SARNYAI;
SZABO, 1998). Dessa forma, a OT pode regular a atribuicdo de saliéncia a diferentes
tipos de estimulos (BASSAREOQO; LUCA; CHIARA, 2002; SALAMONE et al., 2015). Ainda
mais, acredita-se que a OT aja sobre a hiperativacao dos nucleos da amigdala mediada
por estimulos aversivos, reduzindo o comportamento ansioso e de medo (HUBER;
VEINANTE; STOOP, 2005; KNOBLOCH et al., 2012).

1. 5 Hipoteses

De acordo com as informacdes acima, tanto o enriquecimento quanto a sinalizacéo

oxitocinérgica tém propriedades ansioliticas. Visto que o estado emocional negativo € um
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fator importante para a manutencao da dependéncia e inducéo de recaida em individuos
com histérico de consumo de drogas de abuso, é possivel que estas abordagens tenham
efeito protetor sobre a adiccdo, podendo futuramente serem utilizadas de forma
terapéutica.

Um dos principais componentes do EA € a estimulacdo das interacdes sociais
entre os individuos que convivem em um mesmo alojamento. Dado que a oxitocina € um
dos principais moduladores do comportamento social, pode ser que os efeitos ansioliticos
do EA sejam decorrentes de alteragdes na atividade oxitocinérgica.

Dessa forma, postulamos que camundongos mantidos em ambiente enriquecido
ou tratados de forma cronica com Carbetocina (CBT), agonista seletivo de OTR, pelo
mesmo periodo de tempo apresentem redu¢do no consumo de etanol. Adicionalmente, a
recaida induzida pelo estresse deve estar diminuida em animais submetidos a estes
protocolos.

Para avaliar os efeitos crénicos da administracdo da CBT bem como as influéncias
do ciclo circadiano sobre o tratamento, decidimos testar dois horarios diferentes para
administracdo da CBT: no inicio da fase escura, apés 2h das luzes se apagarem e ao

término da fase escura, 2h antes das luzes se acenderem.
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2 OBJETIVOS

2. 1 Objetivos Gerais

Avaliar o papel do ambiente por meio do enriquecimento ambiental e das relacdes
sociais por modulacao oxitocinérgica sobre o consumo de etanol antes e depois de um

estresse agudo de exposi¢cao ao predador.

2. 2 Objetivos especificos

e Avaliar por meio do modelo de livre escolha entre duas garrafas (Two-bottle
choice) se o tratamento agudo com CBT pode reduzir a ingestdo de etanol em
camundongos C57BL/6, construindo uma curva dose-resposta.

e Investigar por meio do modelo de livre escolha entre duas garrafas (Two-bottle
choice) se o EA ou o tratamento crénico com CBT sdo capazes de modular a
ingestdo de etanol em camundongos C57BL/6 apoOs periodos de abstinéncia,
mesmo apoOs esses animais serem submetidos a um modelo de estresse por
exposicdo ao predador e apds periodos de abstinéncia.

e Avaliar o comportamento de avaliacdo de risco e de medo dos camundongos
C57BL/6 submetidos ao EA e dos camundongos tratados cronicamente com CBT
por meio do teste de exposi¢cao ao predador

e Analisar parametros associados a ansiedade de camundongos C57BL/6
submetidos ao EA e de camundongos tratados cronicamente com CBT no teste
de labirinto em cruz elevado e no teste da caixa claro-escuro ap6s uma semana

do estresse por exposicao ao predador.
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3 MATERIAIS E METODO

3. 1 Animais

Foram utilizados 95 camundongos machos C57BL/6 adultos com idades entre 65
e 75 dias provenientes do Biotério de Camundongos do Departamento de Farmacologia
do ICB-USP. Os animais foram alojados em grupos de 5 animais em gaiolas de
policarbonato (27,5 cm de comprimento x 16,5 cm de largura x 13 cm de altura), com
alimento e agua ad libitum em condi¢cbes controladas de temperatura (21 £ 2 °C) e
luminosidade em ciclo invertido (ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo as luzes apagadas
as 9 h). Antes de iniciar o experimento, os camundongos permaneceram no biotério por
15 dias para habituagdo. Luzes vermelhas foram utilizadas para manipular os animais
durante a fase escura. Os animais foram pesados duas vezes por semana para
determinacdo da quantidade de etanol ingerido em g/kg. Todos os procedimentos de
manipulacdo e experimentacdo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de Séao Paulo (Protocolo N°: 25/2016).

3. 2 Consumo oral de etanol por livre escolha entre duas garrafas (“Two-bottle choice”)

O protocolo de consumo voluntario de etanol deste experimento ja esta
estabelecido em nosso laboratério (MARIANNO; ABRAHAO; CAMARINI, 2017). Ele é
baseado no paradigma “Drinking in the Dark” (DID), em que a exposi¢ao dos animais ao
etanol se da durante a fase ativa dos camundongos, ou seja, na fase escura do ciclo
circadiano (CRABBE; PHILLIPS; BELKNAP, 2010).

Durante o periodo de consumo, os animais foram isolados e expostos a duas
garrafas de 30 ml, uma contendo etanol a 20% (v/v) [agua de torneira, a partir de etanol
95% (Labsynth®, Diadema, SP, Brasil)] e a outra agua da torneira, 3 horas apds as luzes

se apagarem (Figura 1). As solucdes foram trocadas diariamente para evitar possiveis
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contaminacgdes, bem como as garrafas foram alternadas a cada dia para evitar viés de
localizac&o. Apos 2 horas de consumo, os animais foram alojados novamente em grupo,
apenas com garrafas de agua. Tanto as garrafas de 4gua quanto as garrafas de etanol
foram pesadas antes e depois da sessao para determinacdo do consumo de etanol em
g/kg de animal.

A cada sessao de consumo, havia uma gaiola com duas garrafas controle, uma
com agua e outra com a solugéo de etanol para estimar a evaporacao de liquido. Ainda
mais, os bicos das garrafas dispunham de um mecanismo com duas esferas para evitar
vazamentos.

A linhagem de camundongos C57BL/6 geralmente é a de escolha para avaliar a
autoadministracdo nédo operante de etanol, visto que sao predispostos a consumir
maiores volumes (RHODES et al., 2005; CRABBE; PHILLIPS; BELKNAP, 2010). Neste
modelo, a disponibilidade de uma garrafa com agua e outra com alcool possibilita o
aumento do consumo voluntério, de forma a atingir niveis elevados de etanol no plasma,
sem que a privacdo de agua seja a motivacao para a ingestdo de alcool (KHISTI et al.,
2006). Em nosso laboratorio, demonstramos que a alteragdo no volume das garrafas
correlaciona-se com o0s niveis plasmaticos de etanol (MARIANNO; ABRAHAO;
CAMARINI, 2017).

Figura 1. Modelo de autoadministrag&o por livre escolha (Two-bottle choice).

E Etanol 20% (v/v)

Fonte: Modificado de www.clker.com (2018)


http://www.clker.com/
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O consumo de etanol em gramas por quilograma de peso corporal do animal foi
calculado utilizando a formula abaixo. O coeficiente 0,16 € baseado na densidade e na

concentracéo da solucdo de etanol.

Ceton = (VEeton x 0,16) / p x 1000 (1)

Ceton = consumo de etanol em g/kg do animal.
VEeton = volume de etanol consumido (ml).

p = peso do animal (g)

3. 3 Enriquecimento Ambiental

Os grupos “controle” ou né&o enriquecidos (NE) foram alojados em gaiolas de
policarbonato (27,5 cm de comprimento x 16,5 cm de largura x 13 cm de altura) forradas
com maravalha, com comida e agua ad libitum. Os animais enriquecidos foram alojados
em gaiolas de policarbonato transparente maiores que as caixas padrédo (42 cm
comprimento x 28 cm de largura x 21,5 cm de altura) também forradas com maravalha e
livre acesso a agua e comida. Tanto no alojamento padrdo quanto nas gaiolas
enriquecidas foram colocados 5 animais por caixa.

A caixa enriquecida possui objetos adicionais que ndo estao presentes nas gaiolas
nao enriquecidas. Sao tubos de plastico, rampas, casas e rodas de exercicio para
exercicio voluntario, os quais sao substituidos trés vezes por semana para manter a

estimulagéo continua de novidades no ambiente (Figura 2).
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Figura 2. Comparacao entre a caixa-padrao e a caixa enriquecida.

Fonte: Autora

3. 4 Tratamento com carbetocina

7

A carbetocina € um andlogo da oxitocina e atua sobre OTRs no SNC por
atravessar a barreira hematoencefalica. Foi realizada uma curva dose-resposta com as
doses 1 mg/kg; 3 mg/kg; 6,4 mg/kg e 12 mg/kg i.p. para verificar se a dose aguda é capaz
de reduzir o consumo de etanol. A CBT foi administrada 1h antes da exposi¢cdo dos
animais ao etanol.

De acordo com nosso experimento dose-resposta e com a literatura vigente,
utilizamos a dose 6,4 mg/kg i.p. no experimento com tratamento crénico de CBT
(CHAVIARAS et al., 2010; GEORGIOU et al., 2015; ZANOS et al., 2014). Nele, os animais
foram separados em grupos que receberam o tratamento em horarios distintos. O grupo
CBT1h recebia a CBT diariamente as 11h, que, nos dias de reexposi¢ao, ocorria 1h antes
da sessao de consumo. O grupo CBT16h recebia a CBT diariamente as 20h, com 16h de
antecedéncia aos episédios de reexposicao ao alcool.
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3. 5 Teste de exposicao ao predador

O estresse por exposicdo ao predador foi baseado em protocolos existentes na
literatura (MARTINEZ et al., 2008). O aparato consiste em uma camara subdividida em
dois compartimentos por uma rede, a qual possibilita a passagem do camundongo para
o outro lado, mas ndo a passagem do rato (Figura 3). Os animais foram habituados ao
aparato durante trés minutos nos trés dias que antecederam o teste. Apesar do teste ser
realizado na fase escura do ciclo circadiano dos camundongos, o teste foi realizado no
claro, com as luzes acesas.

No dia do teste, cada camundongo foi colocado no aparato e, apds um minuto, um
rato da linhagem Long Evans foi colocado no segundo compartimento por dez minutos.
O teste foi gravado para avaliacdo de parametros espaco-temporais, como a proximidade
ao predador e parametros comportamentais como avaliacdo de risco, incluindo stretch,
freezing, grooming, nimero de defecacfes e numero de saltos. Apdés o estresse, 0
camundongo permaneceu na presenc¢a do odor do rato por mais cinco minutos.

No experimento com 0s animais EA, o estresse foi realizado 3h antes da
reexposicdo ao etanol. Ressalta-se ainda que os camundongos controle, que nao
passaram pelo estresse, também foram colocados no aparato seguindo o mesmo
protocolo, porém utilizando um rato de brinquedo no lugar do rato verdadeiro.

Nos experimentos com administracdo crénica de CBT, a injecdo ocorreu apés 90
minutos do inicio da fase escura do ciclo. Apos 40 minutos, os animais foram expostos
ao predador e em seguida foram submetidos ao protocolo de consumo de etanol por livre
escolha. Este procedimento foi adotado com o grupo CBT1h. J& o grupo CBT16h foi
tratado na noite anterior a exposicdo ao rato, ou seja, 15 horas antes do teste.
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Figura 3. Aparato utilizado no teste de exposicéo ao predador.

7 { =
W

V4
1 2 3 4

1. Area mais distante do rato; 2. Area mais proxima ao rato; 3. Rede entre compartimentos; 4.
Compartimento do rato.
Fonte: Modificado de www.clker.com (2018) e www.marmotdoodles.tumblr.com (2018)

3. 6 Teste de labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste em um aparato contendo quatro bracos,
dois abertos (33,5 cm de comprimento x 7 cm de largura), margeados por um anteparo
de 0,5 cm de altura para evitar a queda dos animais, e dois fechados (33,5 cm de
comprimento x 7 cm de largura, com paredes de 20 cm de altura). A plataforma central
mede 13,5 cm x 10 cm, onde os bracos estdo dispostos em forma de cruz. Os bragos
abertos ficam dispostos em lados opostos, assim como o0s bragos fechados. Essa
estrutura esta elevada do solo em 50 cm (Figura 4).

O teste é utilizado para a avaliacdo do comportamento ansioso em roedores e se
baseia no comportamento de roedores em permanecer em ambientes fechados e
escuros quando tratados com agentes ansiogénicos (LISTER, 1987; PELLOW et al.,
1985).


http://www.marmotdoodles.tumblr.com/
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O teste aconteceu em uma sala com iluminacdo adequada e é gravado para
registro do comportamento. O animal é colocado no centro, voltado anteriormente para o
braco fechado. O teste dura 5 minutos e o aparato foi higienizado com alcool 5% apds
cada animal.

A avaliacdo do teste incluiu parametros espaciais e temporais como o0 tempo em
gue o animal permaneceu nos bracos abertos e nos bracos fechados em relacdo ao
tempo total de teste, a frequéncia de entrada nos bracos abertos e fechados e parametros
comportamentais como a frequéncia dos comportamentos de “stretched attend posture
(SAP)” e de “head-dip (HD)”, os quais testam o comportamento de avaliagao de risco dos
animais. Considerou-se que 0s animais entraram em um bra¢o quando as quatro patas
estavam dentro dessa area. O SAP ¢é avaliado como o comportamento de se esticar da
plataforma central em direcdo ao braco aberto, mas sem retirar as patas traseiras do
lugar e depois retornar a posicao de inicio e o HD é o comportamento de se esticar em

direcéo ao chdo quando nas bordas dos bragos abertos.

Figura 4. Aparato utilizado para o teste de Labirinto em Cruz Elevado.

Fonte: Modificado de www.clker.com (2018)
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3. 7 Teste de caixa claro-escuro

O aparato consiste em uma caixa de acrilico dividida em dois compartimentos. Um
dos compartimentos, o qual tem 35 cm x 21 cm, é revestido por acrilico preto e permanece
no escuro. O outro compartimento tem 45 cm x 21 cm e é revestido de chapas de acrilico
branco. Ele permanece iluminado com intensidade de luz a 400 lux. Na parede entre os
dois compartimentos, ha uma abertura de 3 cm x 3 cm que permite a passagem do animal
(Figura 5).

O teste é utilizado para avaliacdo do comportamento do tipo ansioso em roedores
e se baseia no conflito que esses animais tém entre explorar ambientes desconhecidos
e na aversdo natural a areas iluminadas. Animais considerados ansiosos evitam
permanecer na area iluminada. Farmacos ansioliticos aumentam a exploracdo de ambos
0S compartimentos e a permanéncia desses animais no compartimento claro (BOURIN;
HASCOE, 2003).

O teste teve a duracdo de 10 minutos e foi gravado para registro do
comportamento do animal. O camundongo foi colocado no compartimento claro voltado
anteriormente para a abertura para o lado escuro. Foram avaliados o tempo de
permanéncia em cada um dos lados e o numero de transicdes entre os dois

compartimentos.

Figura 5. Aparato utilizado para o teste da Caixa Claro-Escuro

Fonte: Modificado de www.clker.com (2018)



44

3. 8 Delineamento experimental

3. 8. 1 Experimento 1: Enriguecimento ambiental

Para verificar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o consumo de etanol
antes e depois de uma situacdo de estresse agudo, foi proposto o delineamento
experimental que esta resumido na figura 6.

Antes de iniciar qualquer manipulacdo animal, 32 camundongos C57BL/6 foram
aclimatados por 15 dias em biotério com ciclo invertido 12:12 com as luzes apagando as
9h da manh&a. Em seguida, antes de serem separados em grupos, 0sS animais passaram
pela fase de aquisi¢do, na qual foram submetidos ao procedimento de consumo voluntario
por livre escolha entre duas garrafas “Drinking in the Dark” por 5 dias consecutivos
intercalados por 2 dias de abstinéncia. Esse ciclo se repetiu por trés vezes, totalizando 3
semanas de aquisi¢ao.

Os animais foram entdo privados de etanol e divididos em caixas-padrao (NE,
n=16) e caixas enriquecidas (EA, n=16). Os animais permaneceram nessas condicfes
de alojamento até o término do experimento. A cada sete dias, os camundongos foram
reexpostos ao etanol em sessdes de 2h na primeira semana e sessoes de 2 e 24h nas
semanas seguintes. Apés 21 dias de EA, os animais foram submetidos ao teste de

exposicao ao predador, resultando nos seguintes grupos:

1. NENS (n = 8). Animais em caixas padréo que ndo passaram pelo teste de
exposicao ao predador.

2. NEST (n = 8). Animais alojados em caixas padrao que passaram pelo teste
de exposicdo ao predador.

3. EANS (n =8). Animais em caixas enriquecidas que ndo passaram pelo teste
de exposicdo ao predador

4. EAST (n = 8). Animais em caixas enriquecidas quee passaram pelo teste

de exposicdo ao predador.
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Imediatamente ap0s ao estresse, 0s animais foram reexpostos novamente ao
etanol em sessdes de 2 e 24 horas.

Os animais permaneceram privados de etanol por mais sete dias. Em seguida os
animais foram submetidos & avaliacdo no labirinto em cruz elevado e novamente
reexpostos ao etanol em novas sessodes de 2 e 24 horas. Os animais retornaram entao
as suas caixas, privados de etanol, e, apés sete dias, foram avaliados no teste da caixa
claro-escuro. Em seguida foram reexpostos ao etanol para as Ultimas sessoes de 2 e 24

horas e eutanasiados em seguida.

Figura 6. Delineamento do experimento 1

15 dias 21 dias 14 dias
NENS : | : v/ —
Aquisicio Controle b 4 Controle
| | | % |
NEST - J | | ' .
Aquisicio Controle Controle
EANS H : : R : I‘ Reexposi¢do
Aquisicdo EA EA ao etanol
| (2h)
EAsT |  E—— 2 ' i
J Aquisicio EA T EA Reexposicdo
R1 R2 R3 R4 RS ao etanol
(2+22h)

f ! f f

Fonte: Modificado de www.shutterstok.com (2018)

3. 8. 2 Experimento 2: Tratamento agudo com carbetocina

Para avaliar os efeitos agudos da carbetocina sobre o consumo de etanol em
camundongos, foi desenvolvido o delineamento da Figura 7.

Antes de iniciar os experimentos, 35 camundongos C57BL/6 foram aclimatados
por 15 dias em biotério com ciclo invertido. Em seguida, os animais passaram pela fase

de aquisicdo pelo procedimento DID. Apds a aquisicdo, os animais foram privados de


http://www.shutterstok.com/
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etanol por seis dias. No sétimo dia, os animais foram tratados com salina (0) ou CBT (1
mg/kg; 3 mg/kg; 6,4 mg/kg; 12 mg/kg; n=7). Imediatamente apds o teste, os animais foram
reexpostos ao etanol em sessoes de 2 e 24 horas.

Em seguida, os animais foram privados de etanol por 14 dias, sendo reexpostos
ao etanol a cada 7 dias, totalizando 3 reexposicdes totais. Ao término da Ultima

reexposicdo, os animais foram eutanasiados.
Figura 7. Delineamento do experimento 2.

| | Reexposi¢cao ao
| A | I | I etanol (2+22h)

quisicao

CBTI

Salina (Omg/kg)
1mg/kg
3mg/keg
6,4mg/kg
12mg/kg

Fonte: Autora.

3. 8. 3 Experimento 2: Tratamento crénico com carbetocina

O delineamento a seguir (Figura 8) foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os
efeitos crénicos da carbetocina sobre o consumo de etanol em animais com histérico de
exposicao ao alcool (fase de aquisicdo) e seus possiveis efeitos protetores em uma
situacao de estresse agudo.

Da mesma forma que no experimento anterior, 30 camundongos C57BL/6 foram
aclimatados por 15 dias em biotério com ciclo invertido antes de realizar qualquer
manipulacdo. Em seguida, todos o0s animais passaram pela fase de aquisicdo pelo

procedimento DID, como no experimento com o EA.
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Apoés a aquisicdo, os animais foram privados de etanol e divididos nos seguintes
grupos: 1) CTL (n = 10), em que os animais receberam salina por via i.p.; 2) CBT1h (n =
10), em que os animais receberam CBT (6,4 mg/kg) i. p. todos os dias, sendo que o
tratamento ocorreu 1 hora antes das reexposi¢cdes semanais ao etanol e 3) CBT16h, que
0s animais receberam CBT (6,4 mg/kg) i. p. todos os dias, sendo que o tratamento
ocorreu 16 horas antes das reexposi¢cdes semanais ao etanol. Os animais foram tratados
até o término do experimento.

A cada sete dias, 0s animais eram reexpostos as garrafas de etanol em sessées
com 2 horas de duracéo na primeira semana e sessodes de 2 e 24 horas nas reexposicdes
seguintes, totalizando 5 reexposicdes totais.

Apés 21 dias de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de exposi¢ao
ao rato e imediatamente apods o estresse, foram reexpostos ao etanol. Neste dia, o grupo
CBTL1h recebeu o tratamento 40 minutos antes do estresse para que, no momento da
reexposicao ao alcool, eles ja tivessem recebido a droga com 1 h de antecedéncia.

Os animais permaneceram privados de &lcool por mais 7 dias e passaram pelo
teste de LCE, sendo reexpostos ao consumo de etanol em seguida em sessdes de 2 e
24 horas. Novamente os animais passaram por 7 dias abstinentes e em seguida foram
avaliados no teste de CCE, e reexpostos ao alcool logo apds. Ao término destas ultimas

sessoes de consumo de 2 e 24 horas, 0s animais foram eutanasiados.
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Figura 8. Delineamento do experimento 3.

15 dias 21 dias 14 dias
cTL | ' | {
s | I
Aquisicao ! Salina Salina -
T Reexposi¢ao
| | | | ao etanol (2h)
CBT1H m— [ ! | '
Aquisi¢do Carbetocina Carbetocina
CBT16H l | | | T Reexposi¢ao ao
——— I
Aquisicao I [Carbetocinal U Carbetocina etanol (2+22h)
R1 R2 R3 R4 R5

! I I I T

Fonte: Modificado de www.shutterstock.com (2018)

3. 9 Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o software IBM SPSS Statistics 21.0.
Inicialmente, foram realizados testes de aderéncia, o qual informa o melhor tipo de
distribuicdo dos dados. Para os testes de medidas ndo repetidas, incluindo os de
exposicao ao predador, o LCE e a CCE, foi utilizada a ANOVA de uma via. Nos testes
com medidas repetidas, como a avaliagao de ingestéao de etanol ao longo do experimento,
foi aplicada a ANOVA de trés vias no experimento 1, com diferencas de alojamento e
estresse e ANOVA de duas vias no experimento 3 para analisar diferencas entre
tratamento e tempo. A ANOVA de medidas repetidas também foi utilizada para o
experimento 2. Em todos os casos foram aplicados post hoc de Bonferroni. No
experimento 1, foi realizado teste T para verificar se ha diferenca entre os grupos NE e
EA na primeira reexposi¢céo de 24 horas antes do estresse.

Para todos os testes, assume-se diferenga estatistica quando a significancia for
menor que 0,05 (p<0,05).


http://www.shutterstock.com/
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4 RESULTADOS

4. 1 Experimento 1: Enriquecimento Ambiental

4. 1. 1 Aquisicdo

A aquisicdo é necessaria para estabilizar o consumo entre todos os animais e
garantir que ndo ha diferencas significativas entre eles para iniciar o experimento.
Quando foi calculada ANOVA de medidas repetidas considerando o tempo total da
aquisicdo, observou-se diferencas de tempo [F @4.204) = 3,61; p < 0,001], indicando que
0S animais variaram o volume de etanol ingerido ao longo do tempo (Figura 9A).
Entretanto, ndo houve diferenca entre os animais que foram posteriormente separados
entre os grupos do delineamento [F @21 = 1,697; p = 0,2]. Considerando apenas o0s
altimos 5 dias de aquisicdo, ndo houve diferenca de consumo entre 0S grupos nesses
dias [F @96 = 0,459; p = 0,766] (Figura 9A), concluindo que a ingestao de etanol estava
estabilizada entre todos os grupos de animais.

Ainda durante a aquisi¢céo, observou-se que a preferéncia dos individuos ao etanol
foi a mesma por todo o periodo [F (14, 378) = 1,659; p = 0,06], sem diferenca significativa
entre os grupos [F 3,20 = 1,970; p = 0,15]; indicando que o consumo de dgua também

permaneceu semelhante ao longo de toda a aquisi¢éo (Figura 9B).



Figura 9. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) durante a fase de aquisicao do experimento 1.
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4. 1. 2 Ingestdo de etanol nas reexposicdes de 2 horas

Durante as reexposicdes, foi avaliada a ingestao de etanol durante as 2h iniciais.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos néao enriquecidos e enriquecidos nas
primeiras reexposi¢cdes R1 e R2 que ocorreram antes dos animais serem expostos ao
estresse [F @,30 = 0,687; p = 0,41]. Considerando as reexposi¢cdes apos o estresse, a
ANOVA de trés vias mostrou que 0s animais estressados e nao estressados sao
diferentes ao longo do tempo, independentemente do tipo de alojamento [F ,22) = 33,528;
p < 0,001]. Dentre os animais ndo estressados, ndo foram encontradas diferencas de
ingestéo de etanol ao longo do tempo [F (2,9 = 0,616; p = 0,56] pela ANOVA de duas vias;
no entanto, observou-se que 0s animais enriquecidos bebem menos que 0s animais
alojados em caixas-padréo [F @10 = 11,05; p < 0,01]. Entre os animais estressados, 0
consumo de etanol foi maior na semana seguinte a exposi¢ao ao predador [F (2,10) = 4,04;
p < 0,05] do que no dia do estresse, mas sem diferencas significativas entre os tipos de
alojamento [F @.11) = 0,002; p = 0,96] (Figura 10A).

Em relacdo as preferéncias durante as 2h iniciais da sessdo de consumo, a
ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve diferenca entre os animais nao enriquecidos
e enriquecidos nas reexposi¢cdes anteriores ao estresse [F (1,28) = 0,02; p = 0,88]. Assim
como observado em relacdo ao consumo de etanol, foi observado que animais
estressados apresentam maior preferéncia ao alcool que animais néo estressados na R4
[F .25 = 13,407; p < 0,001] e R5 [F (1,25 = 31,787; p < 0,001] pelo teste ANOVA de trés
vias. O grupo NENS néo difere do grupo EANS em relagéo a preferéncia nas ultimas trés
reexposi¢oes [F a,12) = 0,39; p = 0,54]. Da mesma forma, dentre 0os animais estressados,
nao houve diferencas significativas quanto ao tipo de alojamento [F (1,13 = 0,12; p = 0,73)

nem quanto ao tempo [F (2,12) = 3,50; p = 0,06] (Figura 10B).
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Figura 10. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) nas reexposi¢cées de 2h do experimento 1.
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4. 1. 3 Ingestdo de etanol nas reexposicdes de 24 horas

Houve quatro reexposicfes semanais ao alcool com duracéo total de 24h, as quais
se iniciaram na semana anterior ao estresse. Na primeira sessao R2, nado foi observada
diferenca significativa entre os animais NE e EA [t = 1,469; p = 0,15]. (Figura 11A)

Os animais alojados em gaiolas enriguecidas consumiram menos alcool,
independentemente do estresse [F ,24) = 5,98; p < 0,01] e essa diferenga se torna mais
evidente com o tempo, sendo que em R5, os animais EA ingeriram menos etanol que NE
[F (12490 = 12,115; p < 0,01]. O grupo EAST ingeriu menor volume de etanol que NEST
apos a exposicao ao predador [F (1,24) = 7,921; p < 0,01]. (Figura 11A)

N&o ha diferenca significante entre as preferéncias dos animais NE e EA na
semana anterior ao estresse. [t = 1,60; p = 0,11]. Ainda, de acordo com a ANOVA de trés
vias, ndo houve alteracdes entre as preferéncias em nenhuma das variaveis estudadas

apos a exposicao ao predador. (Figura 11B)



Figura 11. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) nas reexposicdes de 24h do experimento 1.
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4. 1. 4 Teste de exposicdo ao predador

O teste de estresse por exposicdo ao predador foi eficaz para provocar
comportamento do tipo medo nos camundongos, como observado pela andlise dos
parametros espaciais, temporais e comportamentais. Por um lado, os grupos estressados
permaneceram por mais tempo no compartimento que o rato ndo tem acesso, tanto na
area considerada mais distante [F (326)= 45,615; p < 0,001], quanto na area mais proxima
ao predador [FaE2e) = 4,091; p < 0,01] (Figura 12). Por outro lado, os grupos néo
estressados cruzaram a rede que atua como barreira no aparato, permanecendo por mais
tempo no compartimento dedicado ao rato [F 3260 = 167,759; p < 0,001] (Figura 12).
Ressalta-se que 0s animais ndo estressados foram submetidos ao teste no aparato,
porém utilizando um rato de brinquedo em vez do animal real.

E interessante observar que 0s grupos enriquecidos, sejam estressados ou nao,
gastaram mais tempo escalando a rede de separagdo que os animais mantidos nas
caixas padréao [F (3.26)= 8,192; p < 0,001] (Figura 12), o que sugere que 0 enriquecimento
tem efeito sobre o comportamento exploratério desses animais.

Em relagdo aos parametros comportamentais, os animais estressados realizaram
stretching mais frequentemente que os camundongos nao estressados [F (3,26) = 25,004;
p < 0,001] (Figura 13A). Dentre os animais estressados, o grupo EAST exerce mais
stretching que NEST (p < 0,05) (Figura 13A), indicando que o enriguecimento aumentou
o0 comportamento de avaliacdo de risco. De forma similar, o estresse fez com que 0s
animais NEST e EAST realizassem mais freezing que os grupos NENS e EANS [F (,26)
=89,7; p < 0,001] (Figura 13B), porém os animais enriquecidos fizeram menos freezing
gue os animais ndo enriquecidos (p < 0,05) (Figura 13B), indicando que o EA reduziu o
comportamento de medo. Os animais NEST realizaram mais grooming que 0 grupo
controle [(F (3,26) = 6,487; p < 0,01] (Figura 13C). Os animais EAST defecaram mais que
0s NENS [F .26) = 5,686, p < 0,01] (Figura 13D). N&o houve diferenca significativa em
relagdo ao numero de saltos [F 3,.26) = 2,839; p = 0,06] (Figura 13E).



Figura 12. Parametros espaciais e temporais avaliados no teste de exposicao ao rato.
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Figura 13. Parametros comportamentais avaliados no teste de exposicdo ao rato. A.
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4.1.5 Labirinto em Cruz Elevado

Apos sete dias do teste de exposicao ao predador, os animais passaram pelo teste
do Labirinto em Cruz Elevado para avaliar o comportamento do tipo-ansioso. Nao foram
observadas diferencgas significativas quanto aos parametros taxa de permanéncia nos
bragos abertos [F 3.26) = 1,032; p = 0,39], nimero de entradas nos bracos abertos [F (3,26)
= 1,933; p = 0,14], indice de ansiedade [F (3.26)= 1,628; p = 0,20] e head-dip [F (3,26) =
0,37; p = 0,77]. Os animais EANS realizaram menos SAP que os animais NEST (F (3,26)
= 4,7557; p < 0,01] (Figura 14).



Figura 14. Parametros avaliados no teste de Labirinto em Cruz Elevado.
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4. 1.6 Caixa Claro-Escuro

Apos 14 dias do teste de exposicdo ao rato, o comportamento ansioso dos
camundongos foi novamente avaliado por meio do teste da Caixa Claro-Escuro.
Novamente, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo a taxa de
permanéncia no claro [F (324) = 1,930; p = 0,15] e 0 numero de transi¢des entre ambos

0s compartimentos [F ,24) = 2,652; p = 0,08] (Figura 15).

Figura 15. Parametros avaliados no teste da Caixa Claro Escuro.
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4. 2. Experimento 2: Tratamento agudo com CBT

4. 2. 1 Aquisicao

Para analisar o papel da CBT como agente modulador do consumo de etanol,
avaliamos o efeito das doses 1 mg/kg; 3 mg/kg; 6,4 mg/kg e 12 mg/kg. Houve diferenca
de consumo ao longo da aquisicdo [F 4, 378) = 19,264; p < 0,001] que se estabilizou nos
altimos cinco dias de consumo [F @, 108) = 1,711; p = 0,17] (Figura 16A). Além disso, ndo
foram observadas diferencas entre os animais que foram posteriormente tratados com
doses diferentes [F (4,27 = 1,296; p = 0,29].

Da mesma forma, houve variacdo nas preferéncias ao longo dos 15 dias de
aquisicdo [F (14, 378)= 13,649; p < 0,001], mas sem diferengas entre os grupos [F @, 27) =
0,399; p = 0,80]. Nos ultimos cinco dias, nédo ha variacéo entre as preferéncias [F (, 108) =
0,863; p = 0,61] (Figura 16B).



Figura 16. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) durante a fase de aquisicdo dos animais do
experimento 2.
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4. 2. 2 Consumo de etanol em 2h apds tratamento agudo com CBT

Para analisar as possiveis diferencas entre as doses, a teste ANOVA foi calculado
em todas as reexposicbes. Com relacdo as duas horas iniciais de consumo, nao
observamos diferencas entre as diferentes doses no dia do tratamento com CBT [F (4,30)
=1,245; p = 0,31] (Figura 17A) nem na semana seguinte [F 4,31 = 0,755; p = 0,56] (Figura
17C). No entanto, ap0s catorze dias do tratamento, 0s animais que receberam a dose 6,4
mg/kg consumiram menos etanol que 0s que receberam as outras doses [F ,30) = 9,084;
p < 0,001] (Figura 17E).

Quanto as preferéncias, a ANOVA ndo mostrou diferencas significativas entre as
doses na reexposi¢cdo ao etanol imediatamente apds o tratamento [F @, 31) = 1,122; p =
0,36] (Figura 17B), na semana seguinte [F @, 31) = 0,405; p = 0,80] (Figura 17D) e ap6s
catorze dias da carbetocina [F @4, 31y = 0,971; p = 0,44] (Figura 17F).
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Figura 17. Consumo de etanol por 2 horas imediatamente apds o tratamento (A), apds 7 dias (C) e apés
14 dias (E) nos animais tratados com diferentes doses de CBT. Preferéncia ao etanol imediatamente apds
o tratamento com CBT (B), ap6s 7 dias (D) e apés 14 dias do tratamento (F).
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4. 2. 2 Consumo de etanol em 24h ap@s tratamento agudo com CBT

O teste ANOVA nédo mostrou diferenca significativa entre as diferentes doses na
reexposi¢cdo imediatamente apos o tratamento [F @,31) = 0,467; p = 0,76] (Figura 18A). Da
mesma forma, o tratamento agudo néo resultou em alteracdo na ingestdo de etanol em
funcéo das doses na segunda reexposicao [F @, 31) = 0,955; p = 0,44] (Figura 18C) e na
terceira reexposicao [F @, 31 = 0,713; p = 0,59] (Figura 18E).

Ainda, as diferentes doses néo alteraram a preferéncia dos animais em R1, apés
o tratamento [F @431 = 0,224; p = 0,92] (Figura 18B) e em R3, apés 14 dias [F @, 31) =
2,463; p = 0,07] (Figura 18F). No entanto, em R2, apds 7 dias do tratamento, 0s animais
tratados com 1 mg/kg de CBT apresentaram menor preferéncia ao etanol que o grupo
controle [F (4,31 = 3,577; p <0,05] (Figura 18D).
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Figura 18. Consumo de etanol por 2 horas imediatamente apds o tratamento (A), apés 7 dias (C) e apos
14 dias (E) nos animais tratados com diferentes doses de CBT. Preferéncia ao etanol imediatamente apés
o tratamento com CBT (B), ap6s 7 dias (D) e ap0s 14 dias do tratamento (F).
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4. 3. Experimento 3: Tratamento cronico com CBT

4. 3. 1. Aquisicdo

Durante a aquisicdo, observou-se diferenca entre os tempos do inicio da
aquisicdo até o seu término com a duracéo total de 15 dias [F (4,322) = 4,984; p < 0,001],
mas néo houve diferenga entre os grupos [F 2,23y = 0,016; p = 0,98], pelo teste de ANOVA
de medidas repetidas (Figura 19A).

Como a aquisicao é necessaria para estabilizar o consumo de todos os animais
no inicio do experimento, foi realizado um novo teste utilizando apenas os cinco dias
finais da aquisicdo. Neste teste, ndo houve diferenca significativa ao longo do tempo [F
@,9) = 0,872; p = 0,484], o0 que indica que o consumo estava estabilizado.

Com relacéo a preferéncia, ndo foi encontrada diferenca entre os grupos ao longo

dos quinze dias da aquisi¢do [F (2,23) = 2,13; p = 0,14] (Figura 19B).
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Figura 19. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) durante a aquisicao do experimento 3
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4. 3. 2. Ingestdo de etanol nas reexposicdes de 2 horas

Apols a separacdo dos grupos e inicio do tratamento crénico com a CBT, 0s
animais foram reexpostos semanalmente ao etanol por 2h durante 5 semanas. Para
avaliar o efeito do estresse, foi realizada uma ANOVA de medidas repetidas que mostrou
que todos 0s animais consumiram mais etanol na semana seguinte a exposi¢cdo ao
estresse em comparagcao a semana anterior [F(4,84) = 7,356; p<0,001] (Figura 20A), de
forma similar ao que ocorreu com o0 experimento anterior, em que tanto os animais
controle quanto os enriquecido aumentaram a ingestdo de alcool apds sete dias do
estresse. Antes do estresse, a ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou variacdo no
consumo ao longo do tempo [F@.24) = 0,537; p = 0,47]. Porém, os animais CBT1H
beberam menos do que o controle [F,24) = 14,777; p < 0,01] [(Figura 20A), indicando que
0 momento que o animal recebeu o tratamento afetou o volume de etanol ingerido.
Analisando apenas os efeitos do tratamento apds o estresse, verificou-se que o grupo
CBT16H ingeriu mais etanol que o controle [F (2,21) = 7,453; p<0,05] (Figura 20A).

N&o foram observados efeitos do tratamento sobre o consumo de etanol ao longo
do tempo. Os animais do grupo CBT1H apresentaram menor preferéncia ao etanol antes
do estresse [F (2,24) = 18,69; p<0,001] (Figura 20B), indicando que apenas o tratamento
cronico foi capaz de reduzir a preferéncia ao alcool nesses animais. Finalmente, apds o
estresse, o grupo CBT1H teve menor preferéncia ao etanol que o controle (F (2,22) = 6,256;
p < 0,01] (Figura 20B).



Figura 20. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) nas reexposi¢cdes de 2h do experimento 3.
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4. 3. 3 Ingestdo de etanol nas reexposicdes de 24 horas

Considerando também as 24h totais de consumo nas ultimas quatro reexposicoes,
verificou-se que 0 consumo na semana seguinte ao estresse foi maior que na semana
anterior ao mesmo [F (3,69) = 3,128; p=0,03] (Figura 21A), o que acompanhou o
observado nas 2h iniciais de consumo.

Na primeira reexposicao, antes do estresse, a ANOVA mostra que 0s animais
tratados com CBT1H e CBT16H beberam menos que o grupo controle, independente da
hora da administracdo da droga, sugerindo efeito protetor da CBT sobre o consumo [F
@24) = 5,443; p < 0,01]. No entanto, na Ultima reexposicdo, os animais CBT16h
consumiram mais que os animais CTL [F ,69) = 2,177; p < 0,05] (Figura 21A).

Em relacdo a preferéncia, ndo houve diferencas significativas antes do estresse,
porém os animais CBT1h passaram a preferir menos o etanol que 0s outros grupos
depois do estresse [F(,23 = 10,180; p < 0,001] (Figura 21B).



Figura 21. Consumo de etanol (A) e preferéncia (B) nas reexposi¢cdes de 24h do experimento 3.
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4. 3. 4 Teste de exposicdo ao predador

A avaliacdo dos parametros espaciais e temporais no teste de exposi¢cao ao rato
nao mostrou diferenca entre os grupos CTL; CBT1h e CBT16h em relacdo ao tempo
gasto em cada um dos compartimentos do aparato (Figura 22). Portanto, a CBT néo
alterou a aproximacéo dos camundongos ao predador.

Quanto aos parametros comportamentais, a ANOVA mostrou que os animais CTL
realizaram mais freezing que o grupos CBT1h (p < 0,01), mas n&o diferiram do grupo
CBT16h (p = 0,07) [F24) = 7,757] (Figura 23B). Adicionalmente, os animais CBT1h
mostraram tendéncia de menor engajamento nos comportamentos de avaliacao de risco
que 0s outros grupos [F 2,24y = 3,156; p = 0,06] (Figura 23A).

Figura 22. Parametros espaciais e temporais avaliados no teste de exposi¢do ao rato no experimento 3.
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Figura 23. Parametros comportamentais avaliados no teste de exposicdo ao rato no experimento 3.
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4. 3.5 Labirinto em Cruz Elevado

N&o foram observadas diferencas estatisticas nos parametros de n° de entradas
[F 223y = 2,143; p = 0,14] e taxa de permanéncia nos bragos abertos [F 2,23y = 0,856; p =
0,44] do teste de Labirinto em Cruz Elevado realizado apés uma semana do estresse
(Figura 24). Ainda mais, nao houve diferencas no indice de ansiedade [F (2,23 = 1,598; p
= 0,224]. Animais CBT1H (p < 0,01) e CBT16h (p < 0,05) realizaram menos
comportamento do tipo SAP [F (223 = 7,342] (Figura 24C). Da mesma forma, animais
CBT1H realizaram menos head dip que os animais controle [F 2,23y = 3,494; p = 0,047]
(Figura 24D).



Figura 24. Parametros avaliados no teste de Labirinto em Cruz Elevado no experimento 3.
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4. 3. 6 Caixa Claro-Escuro

Os animais CBT16H permaneceram por mais tempo no compartimento escuro da
Caixa Claro Escuro, teste realizado apés 14 dias do estresse [F (2,22) = 3,899; p=0,036]
(Figura 25A). Ainda nesse teste, os animais CBT1h fizeram mais transicées entre os

compartimentos claro e escuro [F 2,22) = 12,691; p<0,001] (Figura 25B).

Figura 25. Pardmetros avaliados no teste da Caixa Claro-Escuro no experimento 3.
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5 DISCUSSAO

5. 1 Enriquecimento Ambiental, Estresse e Consumo de Etanol

Neste trabalho, foi demonstrado que o EA tem efeito protetor sobre o consumo de
etanol em camundongos C57BL/6 com histdrico prévio de autoadministracdo da droga.
Adicionalmente, verificou-se que animais enriquecidos submetidos ao estresse tem
consumo de etanol reduzido em comparacao ao controle, sugerindo que o EA tem papel
sobre a diminuicdo do comportamento de recaida ao alcool.

As experiéncias de vida positivas podem ser mimetizadas em laboratério com a
metodologia do EA (SOLINAS et al., 2010). Enquanto diversos estudos mostram que as
experiéncias negativas induzem a ativacao do eixo HPA (MCEWEN, 2007; SOLINAS et
al, 2010), com consequente aumento na vulnerabilidade ao transtorno de uso de
substancias (KOOB, 2008), evidéncias sugerem que o EA tem efeito protetor sobre os
comportamentos de busca e de consumo de drogas de abuso (SOLINAS et al., 2010). A
respeito do etanol, foi observado que ratos de uma linhagem com preferéncia a alcool
autoadministram menos alcool quando mantidos em ambiente enriquecido em
comparacao a animais em condi¢cao “empobrecida”, assim como possuem preferéncia e
motivacdo ao etanol reduzidas (DEEHAN et al., 2011).

O EA reduz os Transportadores de Dopamina na fenda sinaptica dos neurénios
estriatais (FAHERTY et al., 2005; YUAN et al., 2009), o que deve resultar em niveis
maiores de dopamina no NAc com a administragdao aguda da droga. De fato, acredita-se
que o EA tenha efeito estimulatério sobre os comportamentos iniciais relacionados a
administracdo imediata da droga, como se observa com 0 aumento da atividade
locomotora e da inducdo de CPP a anfetamina (BOWLING et al.,, 1993; BOWLING;
BARDO, 1994). No entanto, com a administracdo crbnica da droga, ocorre atenuacao
dos comportamentos relacionados a adic¢cao (BARDO, 2001; STAIRS; BARDO, 2009),
como a busca pela droga e seu consumo. Em alguns estudos utilizando o modelo de
sensibilizacdo comportamental a cocaina (SOLINAS et al., 2008) ou etanol (RUEDA et
al., 2012), foi observado que o EA previne o aumento da locomocéao induzido pela droga
ou reverte o comportamento ja estabelecido quando introduzido durante um periodo de

abstinéncia forcada.
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Ainda, hipotetiza-se que um dos papéis do enriguecimento sobre a recaida seja
pela inibicdo da atividade dos circuitos envolvidos neste comportamento, que incluem
areas corticais, estriatais e limbicas (CHAUVET et al., 2011; THIEL et al., 2010). De fato,
estudos mostram que a expressao de cFos no NAc, ATV, ABL e CPF esté diminuida em
animais mantidos em gaiolas enriquecidas durante a abstinéncia a cocaina em
comparacao a animais mantidos em ambiente padrao (CHAUVET et al., 2011; SOLINAS
et al., 2008; THIEL et al., 2010). Essa reatividade reduzida resultante do EA em varias
regibes encefélicas deve conferir resiliéncia a recaida induzida pela presenca da droga
ou de pistas a ela associadas e também a recaida por estresse, ja que essas regioes
estdo desreguladas em individuos dependentes (CHAUVET et al., 2009; KOOB;
VOLKOW, 2010).

Apdés uma semana da primeira reexposicao do protocolo, os camundongos
passaram pelo estresse agudo de exposi¢ao ao rato e, em seguida, foram reexpostos ao
etanol, de forma que todos os grupos estressados consumiram a mesma quantidade de
alcool nas 24h de reexposicdo. Estudos indicam que ratos Long-Evans com historico de
autoadministracdo de alcool reduzem o consumo quando sdo imediatamente reexpostos
ao etanol apos estresse psicossocial (VAN ERP; MICZEK, 2001a; VAN ERP; TACHI;
MICZEK, 2001b) ou estresse fisico como choque elétrico ou contencdo (NG CHEONG
TON et al., 1983). Os autores associaram esses efeitos a inibicdo geral provocada pelo
estresse sobre o comportamento consumatério dos animais, afetando todas as funcdes
fisioldégicas e comportamentais (VAN ERP; MICZEK, 2001). Resultado similar também foi
observado em nosso laboratério, em que camundongos C57BL/6 autoadministraram
menos etanol durante 2h apds passarem por estresse de contencdo (MARIANNO;
ABRAHAO; CAMARINI, 2017). Entretanto, ap6s uma semana da exposi¢do ao rato, o
consumo de etanol aumenta nos grupos que foram estressados nas 2h iniciais de
consumo. De acordo com a literatura, os estresses de derrota social e nado for¢cado
produzem um efeito atrasado sobre o consumo de etanol, elevando-o apds alguns dias
da exposicéo (LOPEZ; ANDERSON; BECKER, 2016; SILLABER et al., 2002). O aumento
do consumo voluntario de etanol em camundongos CFW que sofreram derrota social
cronica ocorre exatamente apos uma semana do término do estresse (NORMAN et al.,

2015). Por fim, animais da linhagem C57BL/6N n&o apresentam aumento permanente do
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consumo de etanol, como é observado em camundongos da linhagem BALB/cJ,
indicando que ha diferencas entre linhagens. Foi demonstrado que as linhagens com alta
preferéncia ao etanol ndo tém efeito atrasado de consumo muito intenso (LOWERY et
al., 2008). O aumento do consumo pode ser decorrente do estado emocional negativo
provocado pela estimulacdo da amigdala devido ao conjunto abstinéncia (BECKER,
2017) e estresse (KOOB; VOLKOW, 2010), ja que ambos estimulam tanto o eixo HPA e
o0 sistema CRFérgico extra-hipotalamico.

Foi visto também que os animais enriquecidos retornaram aos mesmos niveis de
consumo observados na semana anterior a exposicdo ao estresse ao longo das duas
semanas apos o estresse. Esses resultados indicam que o EA foi capaz de reduzir o
comportamento de busca e de consumo a droga em comparagcdo aos animais
estressados que permaneceram nas condi¢cdes padrao. Utilizando o mesmo modelo,
animais que permaneceram em condi¢cdes enriquecidas beberam menos do que o
controle apos estresse de contencdo (MARIANNO; ABRAHAO; CAMARINI, 2017). O
estresse € um gatilho importante que induz a recaida em individuos dependentes e os
impede de continuar abstinentes, podendo, até mesmo, provocar o aumento do consumo.
Sabe-se que as regifes responsivas ao estresse também participam da recaida ao
etanol, englobando o NAc, o hipotadlamo e a amigdala (PANG; HANNAN; LAWRENCE,
2018).

Por mediar os comportamentos de medo e ansiedade (ERLICH et al., 2009;
JANAK; TYE, 2015) e também ter papel importante sobre o comportamento de recaida
de busca e consumo de drogas de abuso (KOOB, 2008), entende-se que o EA pode ter
efeito ansiolitico sobre situacdes estressoras. Alguns estudos mostram que o EA reduz o
comportamento do tipo-ansioso em camundongos avaliados pelo modelo de Labirinto em
Cruz (BENAROYA-MILSHTEIN et al., 2004; CHAPILLON et al., 1999; NOVAES et al.,
2017; ROY, et al., 2001), bem como reducado nos parametros que definem ansiedade no
teste de campo aberto (LARSSON; WINBLAD; MOHAMMED, 2002; ROY et al., 2001),
apesar de existirem relatos que mostram que o EA néo altera o comportamento ansioso
em camundongos da linhagem C57BL/6 (CHAPILLON et al, 1999). O efeito ansiolitico do
EA parece ser mais evidente quando o animal é exposto a uma situagdo bastante

desafiadora e por isso seria mais interessante utiliza-lo como terapia quando os niveis de
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estresse sdo elevados o suficiente para causar ansiedade (FOX; MERALI; HARRISON,
2006). Muitos autores defendem que o enriquecimento ambiental representa um
mecanismo de inoculagéo de estresse (CROFTON; ZHANG; GREEN, 2015), ou seja, a
apresentacdo continua de novos estimulos seria comparavel a estresses leves, que
tornam os animais mais estaveis emocionalmente e por isso, mais preparados quando
expostos a uma situacao de estresse mais intenso (FOX; MERALI; HARRISON, 2006).

Diversos autores ja mostraram que a amigdala é a principal regido encefélica
envolvida em comportamentos de medo e ansiedade (JANAK; TYE, 2015). Em relacdo
ao estresse por exposi¢cao ao predador, foi observado que a excitabilidade da ACe e da
ABL aumenta de forma duradoura em ratos expostos a um gato (ADAMEC; BLUNDELL,
BURTON, 2005b). Adicionalmente, ocorre hipertrofia dendritica dos neurdnios da ABL
apos tratamento agudo com corticosterona que se correlaciona ao aumento do
comportamento ansioso gerado pelo estresse (MITRA; SAPOLSKY, 2008). O EA, por sua
vez, reverte a hipertrofia induzida pela ativacdo do eixo HPA nos neurdnios da ABL,
protegendo o animal dos efeitos ansiogénicos duradouros causados pelo estresse (KOE;
ASHOKAN; MITRA, 2016). De fato, muitos estudos mostram que animais enriquecidos
tem expresséao de receptores do tipo CRF1 reduzida na ABL (SZTAINBERG et al., 2010)
e que o EA é capaz de limitar a translocacéo nuclear de GR na ABL ap0s estresse agudo
(NOVAES et al., 2017). Tais estudos sugerem que este nucleo tem atividade neuronal
reduzida em animais enriquecidos, o que deve estar associado a niveis reduzidos de
ansiedade. Por isso, animais EA devem ser capazes de manter baixos niveis de consumo
de etanol, mesmo quando passam por estresse.

No modelo de exposicdo ao predador deste trabalho, os animais enriquecidos
escalaram a rede que os separava do predador, mantendo assim, maior proximidade com
ele. Essa maior aproximacao parece ser devido a redu¢cdo do comportamento de medo
observada nestes animais. Relata-se que ratos Wistar com 21 meses de idade e mantidos
em ambiente enriquecido apresentam menos comportamento de freezing quando
expostos ao odor de urina de gato, além de se aproximarem do estimulo com mais
frequéncia que os animais controle (SANPEDRO-PIQUERO et al., 2016). Sugere-se que
0s animais enriquecidos devem apresentar comportamento de medo reduzido frente ao

estimulo por estarem acostumados a ambientes em constante mudanca, de forma que a
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resposta inicial ao medo é reduzida (SANPEDRO-PIQUERO et al., 2016). Finalmente,
Klein et al. mostraram que ratos enriguecidos apresentam comportamento defensivo

reduzido quando expostos a gatos (KLEIN et al.; 1994)

5. 2 Oxitocina, Estresse e Consumo de Etanol

No experimento com administracdo aguda de carbetocina, foi observado que ela
foi incapaz de reduzir o consumo de etanol quando a reexposi¢cdo ocorria logo apos a
administracdo da droga, independentemente da dose administrada. Porém, verificamos
gue ha efeitos tardios, ja que os camundongos tratados com a dose 6,4 mg/kg ingerem
menos alcool apds catorze dias do tratamento. Chaviaras e colaboradores descobriram
que essa dose de CBT reduz comportamentos do tipo-depressivo em ratos Sprague-
Dawley (CHAVIARAS et al., 2010). Adicionalmente, ja foi descrito que a dose 6,4 mg/kg
reduz o comportamento de busca por morfina (GEORGIOU et al., 2015) e impede a
recaida induzida por estresse (ZANOS et al., 2014).

Alguns autores ja descreveram que a administracdo aguda de oxitocina diminui o
consumo de etanol em um modelo de consumo em binge de forma dose-dependente e
gue essa reducdo € bloqueada com a administracdo de um antagonista dos receptores
de oxitocina (KING et al. 2017). Neste mesmo trabalho, os autores viram que a
administracdo de oxitocina antes da exposicdo as garrafas de agua e alcool em um
modelo two-bottle choice similar ao nosso reduziu a ingestéo de etanol (KING et al, 2017).
Em nosso estudo, o tratamento agudo com CBT néo foi capaz de reduzir o consumo de
etanol imediatamente apds a sua administracao, porém nés observamos alguns efeitos
tardios. Estas diferencas podem estar relacionadas as propriedades farmacocinéticas da
OT e CBT. Por exemplo, sabe-se que a CBT apresenta meia vida de 2h, enquanto a OT
tem meia vida de 5 min. Além disso, a metabolizacdo de ambas as substancias gera
compostos distintos (ENGSTROM et al., 1998). No entanto, mais experimentos séo
necessarios para comprovar esta hipétese.

O tratamento crénico com carbetocina teve efeito protetor sobre o consumo de
etanol em camundongos abstinentes. Apds enfrentarem uma situacdo de estresse, 0

consumo de alcool aumenta nos animais tratados com carbetocina com 16h de
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antecedéncia, o que nao é observado nos animais que receberam o tratamento antes do
estresse. Portanto, a ativacao de receptores de oxitocina tem efeitos protetores sobre o
aumento da ingestdo de etanol induzido pelo estresse quando a administracdo do
agonista ocorre com maior proximidade ao estresse como no caso do grupo CBT1H.
Entretanto, é possivel que as neuroadaptacdes induzidas pelo tratamento crénico
possam elevar o consumo quando ndo ha administracdo exdégena imediata do agonista,
como se observou no caso do grupo CBT16H, que elevou a ingestao de etanol apés a
eXposicao ao estresse.

A oxitocina, o “neuropeptideo social’, age sobre o sistema nervoso central
mediando o comportamento social (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001). O sistema
oxitocinérgico modula a atividade mesolimbica dopaminérgica, direcionando o individuo
as recompensas sociais (BASKERVILLE; DOUGLAS, 2010; MCGREGOR; BOWEN,
2012). Sabe-se que a infusdo crénica de OT no encéfalo de ratos aumenta o nimero de
interacdes sociais, 0 que indica que o horménio tem papel pré-social (WITT; WINSLOW;
INSEL, 1992). As interacdes sociais, por sua vez, contribuem para a manutencao de
estados emocionais positivos, incluindo a responsividade reduzida ao estresse
(HEINRICHS et al, 2003). Visto que a atividade dopaminérgica, os estados emocionais
negativos e o estresse sdo componentes importantes para a manifestacdo da adiccao, a
OT tem sido estudada como possivel farmacoterapia para transtornos desse tipo
(MCGREGOR; BOWEN, 2012; MCGREGOR; CALLAGHAN; HUNT, 2008).

O presente trabalho mostrou que a administracao repetida de CBT, agonista da
OT, preveniu o consumo de etanol em camundongos abstinentes. Sabe-se que 0
tratamento agudo com OT reduz de forma dose dependente a autoadministracdo de
etanol em ratos (MACFADYEN et al., 2016) e camundongos (KING et al., 2017). De fato,
0 tratamento com oxitocina reduziu a autoadministracdo de metanfetamina em ratos
Sprague-Dawley e a hiperatividade induzida pela droga (CARSON et al., 2010), assim
como a CBT foi capaz de reduzir os efeitos emocionais negativos causados pela
abstinéncia de opidides, diminuindo a chance de recaida (ZANOS et al., 2014).

E interessante observar a alterago do padr&o de consumo nas duas horas iniciais
da sesséo de consumo, em gque 0s animais tratados 16 horas antes da exposi¢cao bebem

mais que 0s animais tratados 1 hora antes, apesar de terem recebido a mesma dose. A
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oxitocina € capaz de produzir condicionamento preferencial por lugar ao etanol, um
paradigma que indica que o farmaco pode aumentar as propriedades reforcadoras do
etanol (RAE et al., 2018). Dessa forma, hipotetizamos que 0s animais tratados com maior
intervalo de tempo ja metabolizaram toda a carbetocina administrada, visto que a CBT
tem meia-vida de 85-100 minutos (PASSONI et al., 2016); e, portanto, consumiram o
etanol em grande quantidade para compensar uma possivel reducdo na atividade
dopaminérgica mesolimbica ou em decorréncia de um estado ansioso pelo estado de
“abstinéncia” da oxitocina. Por sua vez, os animais tratados com 1 hora de antecedéncia
nao exibiram este aumento de consumo pela presenca do efeito agudo da droga.

De forma similar ao observado para os animais enriquecidos, a exposi¢ao ao rato
nao elevou o consumo de etanol imediatamente apds o estresse, mas 0 aumento tornou-
se evidente ap6s uma semana. Houve uma tendéncia de aumento do consumo de etanol
apos o estresse nos animais que eram tratados no dia anterior a sessdo de consumo. Ja
foi visto na literatura que animais que receberam OT cronicamente apresentaram
downregulation no binding de OTR em diversas regifes do encéfalo, incluindo os nucleos
olfatérios e CPF, podendo desencadear mecanismos de neuroplasticidade em resposta
a ativacao repetida do receptor pelo agonista (RAE et al., 2018). Além disto, tem-se que
a sinalizacdo oxitocinérgica é capaz de reduzir a reatividade dos circuitos encefalicos
relacionados a ativacao do eixo HPA em resposta ao estresse (NEUMANN et al., 2000a;
WINDLE et al.,, 2004), apesar dos estresses psicoldgicos produzirem efeitos mais
evidentes que os estresses fisicos (NEUMANN et al., 2000a). Ainda, o binding a OT em
areas ricas em receptores glicocorticoides, incluindo amigdala e hipocampo, aumenta em
resposta ao estresse e aos niveis plasmaticos de corticosteroides (LIBERZON; YPUNG,
1997), sugerindo que a OT é um fator importante para o controle do feedback negativo
do eixo HPA.

Os animais que receberam CBT imediatamente antes da exposi¢céo ao rato (CBT
1h) ndo mostraram escalonamento do consumo de etanol induzido pelo estresse, como
agueles que receberam a CBT 16h. O grupo CBT16h ja havia metabolizado a CBT que
havia recebido no dia anterior, de modo que a oxitocina enddgena foi incapaz de modular
a atividade do eixo HPA sozinha. Dessa forma, € possivel supor que a CBT inibiu os

efeitos do escalonamento do etanol induzido por estresse por inibicdo do eixo HPA.
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Relatos mostram que a OT é capaz de reduzir o comportamento do tipo ansioso quando
administrada imediatamente antes da situacdo de ameaca, mas sem afetar a aquisicao
da memoaria de medo em modelos animais de TEPT (MISSIG et al., 2010). De fato, pré-
tratamento com OT em ratos reduz a expresséao de medo e facilita a sua extingao (TOTH,;
NEUMANN; SLATTERY, 2012), o que deve contribuir para a manutencdo do consumo
basal de etanol ao longo do tempo. Ainda, a administracédo de OT entre as fases de
condicionamento e extingdo ao medo prejudica a extincdo em ratos e camundongos
(TOTH; NEUMAN; SLATTERY, 2012).

Mesmo recebendo CBT 16 h ap0s exposicdo ao estresse, a administracdo de CBT
cronica néao foi capaz de reduzir o consumo de etanol. Ou seja, ainda que 0s animais
estivessem sendo tratados com CBT ap0s o estresse, essa ndo foi capaz de inibir o
escalonamento do consumo de etanol induzido pelo estresse. Ressalta-se, entdo, a
importancia do momento da administracdo de oxitocina ou de seus analogos para o
tratamento de TEPT, ja que a OT s6 seria capaz de inibir o escalonamento do consumo
de etanol induzido pelo estresse, quando utilizada antes da exposicdo ao estimulo
estressor.

O efeito ansiolitico da CBT administrada imediatamente antes do teste foi
observado durante o teste de exposicao ao predador, visto que esses animais realizaram
menos comportamento de freezing que o controle. O comportamento de medo esta
associado a ativacdo da amigdala, visto que lesdes amigdalares estdo relacionadas a
reducao de freezing em ratos expostos a um gato sedado (BLANCHARD; BLANCHARD,
1972); e coelhos que tiveram a ACe lesionada exibem respostas cardiovasculares
induzidas pelo estresse menos intensas (KAPP et al., 1979). A OT central inibe a
amigdala central em resposta a estimulos estressores por meio da restricdo da liberacéo
de neurotransmissores excitatorios (EBNER et al., 2005), o que contribui para a o
comportamento de medo atenuado.

Apesar de muito ser discutido sobre seus efeitos ansioliticos, a administracao
exodgena de OT pode ter consequéncias negativas (CARTER, 2014). A area septal, rica
em OTRs e importante para a modulagdo dos comportamentos de estresse e de medo,
tem ativacdo aumentada apos o condicionamento do medo por derrota social em

camundongos C57BL/6, provocando efeito ansiogénico (GUZMAN et al., 2013). Em outro
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estudo, a administracao cronica de OT intracerebroventricular (i.c.v.) em camundongos
submetidos a estresse psicossocial cronico induziu fenotipo ansiogénico com reducéo de
OTRs no septo, ABL e ACe, porém esses efeitos ndo foram observados quando a dose
era considerada baixa (PETERS et al., 2014). Em outro modelo, o tratamento cronico de
OT intranasal em camundongos C57BL/6 saudaveis causou reducdo dos
comportamentos sociais bem como dos OTRs encefalicos (HUANG et al., 2014). Com
base nessas informacdes, € possivel postular que a oxitocina ndo € majoritariamente
ansiolitica, mas pode assumir funcionalidade bilateral, em que seus efeitos sobre o
comportamento de ansiedade e de medo podem ser positivos ou negativos, dependendo
nao s6 das caracteristicas neuroquimicas e estruturais das regifes encefélicas, mas
também do contexto ambiental em que o individuo esta submetido (BARTZ et al., 2011;
GUZMAN et al., 2013).

Outra hipotese plausivel para explicar o aumento do consumo de etanol induzido
por CBT apdés o estresse é que ele possa ser decorrente de alteracdes no balanco entre
a oxitocina e a vasopressina encefélicas. A OT e a AVP surgiram de uma duplicacdo
génica no inicio da evolucao animal, de forma que ambos os peptideos tém estrutura
similar, com nove residuos de aminoacidos que se diferem nas posicoes 3 e 8 (STOOP;
HEGOBURU; VAN DER BURG, 2015). A AVP também é produzida no PVN, porém nos
neurdnios parvocelulares, e age sobre receptores do tipo GPCR V14, V1b € V2localizados
na periferia e no SNC (MANNING et al. 2012). Sua atuagdo sobre o balanco
hidroeletrolitico ja é bastante conhecida, porém, sabe-se que a AVP age no encéfalo
modulando comportamentos relacionados ao medo e ansiedade em roedores e humanos
(FRANK; LANDGRAF, 2008; MEYER-LINDENBERG et al., 2011). Ao contrario dos
efeitos da OT, com propriedades ansioliticas, a AVP exerce acdo oposta favorecendo
fendtipos ansioso e depressivo quando age sobre o sistema limbicos. Dessa forma, o
balanco entre ambos os peptideos determina a resposta comportamental do individuo
(NEUMANN; LANDGRAF, 2012). Com um estimulo estressor, os neurénios do PVN co-
secretam AVP e CRF no sistema portal para estimular o eixo HPA e iniciar a resposta ao
estresse (WHITNALL, 1993). Ainda mais, evidéncias mostram que a AVP estimula
neurdbnios da amigdala central medial (CeM), relacionados a inducdo da resposta ao

medo, enquanto a OT age sobre receptores em células GABAérgicas da amigdala central
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lateral (CelL) que se projetam a CeM, inibindo sua resposta (HUBER; VEINANTE;
STOOP, 2005). Com base nesses conhecimentos, postulamos que a downregulation dos
OTRs devido ao tratamento cronico possa ter alterado o balanco entre os neuropeptideos
OT e AVP, favorecendo o fenétipo ansioso. Finalmente, devido a similaridade entre as
moléculas, pode ser que a CBT tenha ativado os receptores de AVP, mesmo que a
literatura indique seletividade em sua acédo (PASSONI et al, 2016).

Diante dos resultados aqui observados, o tratamento cronico com CBT impediu o
escalonamento do consumo de etanol independentemente do horario de sua
administracdo. Apods o estresse, houve reducdo do consumo apenas nos animais tratados
imediatamente antes da exposicdo ao predador, mas 0s animais que receberam o
tratamento apenas no dia anterior aumentaram o seu consumo apos o estresse. Outros
estudos mostram que a OT ou seus analogos administrados cronicamente (GUZMAN et
al., 2013; HUANG et al., 2014; PETERS et al.,, 2014) tem efeitos ansiogénicos, ao
contrario do que se esperava. Portanto, a OT ainda deve ser bastante estudada antes de
ser utilizada como agente ansiolitico de uso crbénico para preven¢do ou tratamento de
doencas relacionadas ao estresse, ja que pode induzir a uma piora dos sintomas e, no
caso de individuos alcoolistas em abstinéncia, pode até mesmo provocar o retorno do

uso do etanol.
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6 CONCLUSAO

O transtorno de uso de substancias ainda € bastante estigmatizado pela
populacdo. Contudo, é necesséario compreender que a dependéncia € uma doenca que
ocorre ap0s uma série de alteragcbes no sistema nervoso central que impede que o
individuo consiga controlar o proprio consumo. As modificacbes séo tao intensas que,
mesmo que o dependente esteja em abstinéncia por um longo periodo de tempo, uma
situacao de estresse pode induzi-lo a recaida. Poucos sao os farmacos disponiveis para
0 tratamento, uma vez que o transtorno tenha se instalado. Dessa forma, a pesquisa em
dependéncia de drogas tenta entender os fatores fisiolégicos subjacentes para
desenvolver tratamentos cada vez mais eficazes.

O ambiente influencia fortemente o fenétipo de dependéncia. Individuos que vivem
em condic¢des inospitas sdo mais vulneraveis aos efeitos das drogas de abuso, por isso
apresentam maior probabilidade de adquirir o transtorno. Por outro lado, condi¢des
ambientais positivas oferecem protecdo ao desenvolvimento da dependéncia. Neste
trabalho, foi demonstrado que o enriguecimento ambiental € capaz de reverter o aumento
do consumo de etanol em camundongos com histérico de dependéncia, apos serem
expostos a um estresse por exposi¢ao ao rato, que é utilizado como modelo de TEPT.

Devido ao fato do EA induzir estimulos sociais, entende-se que 0 sistema
oxitocinérgico deve atuar como um dos componentes enddgenos de sua acdo. De fato,
nosso laboratério mostrou que o perfil de distribuicdo dos receptores de OT se altera com
0 EA (RAE et al., 2018). Por isso, postulamos uma hip6tese de que o consumo de etanol
diminuiria com a ativacdo repetida dos receptores de oxitocina, caso ela ocorresse
durante o mesmo periodo de tempo que o EA passa a ter os seus efeitos protetores.
Contudo, descobrimos que a estimulacao oxitocinérgica por meio de agonistas exégenos
pode bloquear o escalonamento de etanol induzido pelo estresse, mas também é
bastante dependente do horario do tratamento.

A maioria dos estudos mostrando os efeitos ansioliticos e protetores da oxitocina
contra o consumo de drogas foi realizado utilizando doses agudas, enquanto 0s poucos
que fizeram um tratamento crénico mostram resultados pouco promissores para iniciar o

uso da OT como medicamento ansiolitico. Apesar de muitos destes trabalhos mostrarem
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resultados divergentes, ora com efeitos ansioliticos, ora com efeitos ansiogénicos, todos
eles afirmam a importancia do contexto para a resposta obtida. Neste trabalho,
mostramos que a CBT tem efeitos positivos sobre o consumo de etanol em animais
abstinentes, porém seus efeitos apos estresse dependem do momento que o farmaco é
administrado. Dessa forma, ainda sao necessarios mais estudos para avaliar a
possibilidade de utilizar a OT como tratamento para o consumo abusivo de alcool, ja que,

dependendo do contexto, ela pode inclusive gerar efeitos deletérios.
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