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RESUMO

Rae MB. Estudo do enriqguecimento ambiental na recompensa e na modulacdo do
sistema da oxitocina. [tese (Doutorado em Farmacologia)]. S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2019.

A dependéncia tem como um dos fatores chaves a questao social. O enriquecimento
ambiental (EA) promove aumento da interacdo social e apresenta efeitos positivos
sobre a dependéncia. A OT (oxitocina) € responsavel pela modulacdo da sociabilidade
e esta associada a manutencao do equilibrio entre o valor recompensador do estimulo
social e das drogas, corrompido durante a dependéncia. Camundongos Swiss machos
adultos foram separados em dois grupos: controle (CT) e EA por 21 dias antes da
realizacdo dos testes. A interacdo e comportamento social avaliados pelos testes de
Crawley e do tubo de dominancia encontram-se aumentados no grupo EA, comparado
com CT. A preferéncia condicionada a lugar foi adaptada e realizada com etanol vs
estimulo social e revelou maior preferéncia pelo etanol no grupo EA e no grupo tratado
com o anélogo de OT, carbetocina. A motivacéo foi avaliada usando o teste de Food
Enticing e revelou menor interagdo com alimento palatavel nos animais enriquecidos.
Por fim, a andlise da expresséo génica através de gPCR mostrou que o EA promove
aumento da expressdo de OT e VP no hipotalamo e no estriado, respectivamente,
além de diminuir a ativacdo de OTR no estriado, utilizando o ensaio de dosagem de
PLC. Devido a semelhanca estrutural entre os sistemas de OT e VP, foi realizado o
teste de dosagem de Ca?* para estudar a interacdo cruzada entre esses sistemas. A
OT foi capaz de ativar receptores V1a com maior eficacia do que a VP ativando OTR.
Finalmente, podemos concluir que o ambiente enriquecido é capaz de modular a
interacdo social e a motivacdo dos animais e de aumentar a preferéncia pelo etanol
frente a um estimulo social, além de modular a expressao génica de oxitocina e
vasopressina, que podem estar envolvidos com diferengcas comportamentais

observadas.

Palavras-chaves: Enriquecimento ambiental. Oxitocina. Etanol. Interagdo social.

Dependéncia.



ABSTRACT

Rae MB. Study of environmental enrichment on reward and modulation of the
oxytocinergic system. [Doctoral thesis (Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Drug addiction presents sociability as a key point. Environmental enrichment (EE)
promotes social interaction and shows protective effects upon drug abuse. Oxytocin
(OT) is responsible for the modulation of sociability and is linked to the maintenance
of the balance between the reward value of social and drug stimuli, which is corrupted
during addiction. Male adults’ Swiss mice were separated in 2 groups: control (CT) and
EE during 21 days before the following tests were performed. Here, social interaction
and behavior, evaluated using Crawley test and social dominance tube test, were
higher in enriched animals, compared to controls. Conditioned place preference test
was modified and performed using alcohol vs social stimulus and showed higher
preference for alcohol in EE animals and animals treated with an OT analogue,
carbetocin. Motivation was explored through Food Enticing test, and reveled lower
interaction with palatable food in enriched animals. Finally, gene expression analysis
using gPCR revealed that EE promotes increase in expression of OT and VP in the
hypothalamus and striatum, respectively, as well as decrease activation of OTR in the
striatum, evaluated by using a PLC assay. Due to the similarities between OT and VP
systems, Ca?* release assay was used to study the cross-talk between both systems.
OT was able to activate V1a with higher efficacy then VP activating OTR. Lastly, we
were able to conclude that an enriched environment is capable of modulating social
interaction, and motivation in animals and increase alcohol place preference over
social preference, alongside modualting the increase of OT and VP, which could be

involved with the behavioral changes observed.

Keywords: Environmental enrichment. Oxytocin. Ethanol. Social interaction. Drug

addiction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dependéncia e etanol

O abuso de etanol é tido como um dos principais problemas de Saude Publica
do mundo, com consequéncias socioecondémicas e de saude. Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), o consumo de etanol esta relacionado a mais de 200
doencas e lesbes, entre elas cancer de es6fago e figado, cirrose hepética, epilepsia e
acidentes, além de causar 3 milhdes de mortes (5,3% do total) mundialmente (Global
Status Report on Alcohol and Health, 2018).

A dependéncia é uma doenca complexa, influenciada por fatores genéticos,
ambientais e sociais (Kendler, 2001) e é caracterizada pelo uso compulsivo de droga
e perda de controle sobre sua administracdo (Koob, 2008; Milton et. al, 2012). De
acordo com a teoria de George Koob e colaboradores (2009), a dependéncia consiste
em trés estagios: intoxicacéo, abstinéncia e antecipagdo. A impulsividade predomina
nos primeiros estagios e esta associada com mecanismos de refor¢co positivo. A
procura compulsiva pela droga se deve principalmente ao seu reforco negativo,
definido como um aumento na probabilidade de consumir a droga para aliviar um
estado emocional negativo (Koob e Volkow, 2010).

O efeito recompensador do etanol pode ser explicado pelas suas propriedades
como regulador alostérico positivo do receptor ionotrépico do aminoacido GABA
(acido y-aminobutirico) (receptor GABAA) (Harris et al., 2008). Além do seu efeito no
receptor GABAa, 0 etanol também atua como um regulador alostérico negativo do
receptor de glutamato NMDA (Fadda e Rossetti, 1998) e também é capaz de ativar o
sistema dopaminérgico mesolimbico de recompensa. Esse sistema consiste de
neurénios dopaminérgicos da area ventral do tegmento mesencefalico (VTA) que se
projetam para regibes como nucleo accumbens (NAc), cortex pré-frontal (CPF),
amigdala e hipocampo (Ron e Jurd, 2005).

As drogas de abuso utilizam de circuitos neuronais geralmente envolvidos em
motivacao, prazer e aprendizado (Robinson e Berridge, 2003). Em relacdo ao ultimo,
Milton et al. (2012) mostraram que a dependéncia pode ser vista como um distirbio

de aprendizagem aberrante na formacdo de memdrias instrumentais que ligam acdes
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de procura e consumo da droga expressas como hébitos persistentes em resposta a
um estimulo. Dessa forma, estimulos ambientais neutros s&o associados com estados
de euforia (ou de sintomas de abstinéncia) por condicionamento pavloviano. A
formacao desse tipo de memoaria seria responsavel pela propenséo a recaidas mesmo
apos um longo periodo sem o individuo fazer uso da droga. Uma vez re-expostos as
pistas ambientais associadas a drogas de abuso, o comportamento de busca pela
droga pode ser reiniciado mesmo depois de anos de abstinéncia (Zhao et al., 2013).

Diversos fatores ja foram propostos como contribuintes no inicio e manutencao
do consumo da droga, entre eles condi¢des psiquiatricas, ansiedade, estresse (Sinha,
2008). Nessa mesma linha, ja foi mostrado que altera¢des sociais como personalidade
antissocial, exclusdo social, isolamento e transtorno de conduta sdo fatores de risco
proeminente para desenvolvimento da dependéncia (Trezza et al., 2014).

Por outro lado, é crescente o nimero de estudos na literatura que apontam para
os efeitos protetor e terapéutico decorrentes de exposicdo a ambientes e estimulos
positivos, tanto em animais quanto em humanos (Hops et al., 1999; Stairs e Bardo,
2009; Trezza et al., 2014). Um exemplo bem estabelecido de como o estimulo positivo
contribui para o tratamento da dependéncia de drogas sdo 0s encontros e reuniées
promovidos por grupos de igreja, comunidade e de narcoéticos/alcodlicos anénimos ou
pela integracdo destes. Um dos efeitos exercidos pelos encontros € o aumento da
interacdo social, que permite que os membros aprendam, aos poucos, como se
conectar uns aos outros, sem a intervencdo da droga como desinibidor social
(Koerner, 2010).

Portanto, os estimulos ambientais tém grande influéncia sobre uso de drogas e
estudar a interacdo ambiente x dependéncia se mostra relevante. Um modelo
adequado para tal estudo é o do enriquecimento ambiental (EA), definido como “a

combinagao de complexos estimulos inanimados e sociais” (Rosenzweig et al., 1978).

1.2. Enriquecimento ambiental e dependéncia

Animais mantidos em um ambiente enriquecido sdo expostos a uma maior
complexidade de estimulos fisicos e sociais do que agueles mantidos em caixas
padrdao, ou seja, o EA propicia estimulagdo sensorial, motora e cognitiva
(Nithianantharajah e Hannan, 2006). Os animais ficam acondicionados em caixas

maiores que as caixas padrdes com objetos para exploracdo (cubos, brinquedos,
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tuneis, casas) e atividade fisica voluntaria, como rodas e escadas. Diversos estudos
mostram que O0S animais expostos ao enriquecimento apresentam maior
neuroplasticidade, o que inclui aumento do tamanho celular, maior neurogénese,
ramificacdo dendritica, gliogénese e aumento da formacéo de sinapses em diversas
estruturas cerebrais, como coértex pré-frontal e hipocampo (Simpson et al., 2011; Van
Praag et al., 2000). Além disso, o EA aumenta os niveis de fatores neurotréficos,
especialmente do fator neutréfico derivado do encéfalo (BDNF), altamente ligado a
aprendizado e memadria no hipocampo (Simpson et al., 2011). Outros trabalhos
mostram a importancia do EA para o estudo e desenvolvimento de tratamento de
diversas patologias, como doenca de Huntington (Van Dellen et al., 2000), doenca de
Alzheimer (Arendash et al., 2004), acidente vascular encefélico (AVE) (Risedal et al.,
2002), e cancer (Cao et al., 2010).

Os efeitos do EA sobre a dependéncia de drogas de abuso também tem sido
estudados (para revisdo, ver Stairs e Bardo, 2009) e tem apresentado resultados
como a reversao da preferéncia condicionada a lugar e da sensibilizacdo de cocaina
(Solinas et al., 2008), diminuicdo da auto-administracdo de anfetamina (Bardo, 2001),
bem como diminuicdo da sensibilizacdo comportamental e bloqueio da preferéncia
condicionada a lugar induzida por morfina (Xu et al., 2007). Em contrapartida, Thiriet
et al. (2011) mostraram que o EA nédo foi capaz de reduzir a preferéncia por
metanfetamina em ratos.

Mais especificamente em relacdo ao etanol, estudo no nosso laboratério
demonstrou que o EA foi capaz de prevenir o desenvolvimento da sensibilizagéo
comportamental induzida pela droga assim como reverter a sensibilizacdo ja
estabelecida previamente (Rueda et al., 2012). Além disso, mostramos também que
0 EA é capaz de diminuir o consumo de etanol em animais C57BL/6 ap0s exposi¢ao
a estresse (Marianno et al., 2017).

Os mecanismos pelos quais o EA atua na dependéncia ndo estédo totalmente
esclarecidos. Resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que camundongos
expostos ao EA por 21 dias sofreram modulagdo do sistema oxitocinérgico,
apresentando diminuicdo da ligacdo de receptores de OT em regides olfatérias e
corticais, no teste da autorradiografia. Aléem disso, também foi mostrado um aumento
de OT no hipotalamo inferindo que houve uma resposta fisiolégica ao aumento da
concentracdo de OT nessas regides, levando, portanto, a diminuicdo da quantidade

de receptores (Rae et al., 2018). E possivel que essas altera¢ées contribuam para a
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acdo do EA sobre a dependéncia, uma vez que € crescente o numero de trabalhos
mostrando efeito da oxitocina sobre abuso de drogas (McGregor e Bowen, 2012,
Sarnyai, 2011).

1.3. Oxitocina e 0s mecanismos neuronais envolvidos na protecéo

frente ao uso de drogas de abuso

E crescente o nimero de estudos que destacam a importancia da oxitocina
(OT) sobre o processo de dependéncia, ainda que 0s mecanismos de sua atuacao
ainda ndo estejam bem estabelecidos.

Ja é bem estabelecido o papel da OT na amamentacéo, parto, gravidez, instinto
maternal e formacdo de pares sexuais, além de emoc¢do, humor, comportamento
sexual e social, bem como memoéria e aprendizado (Gimpl e Fahrenholz, 2001). Em
particular, a OT promove contato e memaria social e exerce efeito anti-agressividade
e antidepressivo em roedores (Zanos et al., 2013). Este aspecto parece relevante no
processo de dependéncia, uma vez que os usuarios de drogas frequentemente se
excluem do convivio social. Por outro lado, relacionamentos e interagbes sociais
saudaveis, as quais estdo relacionadas a um maior nivel de OT, poderiam ter um efeito
protetor no processo de uso de drogas (McGregor e Bowen, 2012), como ocorre em
grupos de apoio.

Para que ocorra a interacdo social e formacao de lagos, é preciso que haja
diminuicdo da ansiedade e agressividade causada pelo encontro inicial com outro
animal. Em seguida, é preciso formar memaria de reconhecimento desse animal, para
que ele deixe de ser visto como um animal “desconhecido” e evitar a reagdo de
ansiedade e agressividade. Ambos comportamentos sdo mediados pela acdo da OT
na amigdala e no bulbo olfatério, respectivamente (Johnson e Young, 2015). Como os
roedores sdo animais sociais, a interacdo social € interpretada como algo
recompensador e ativa a liberagdo de DA no NAc e estriado (Keverne e Curley, 2004;
Oettl et al., 2016; Johnson e Young, 2015). Dessa forma, fica clara a coparticipagao
da OT e DA na modulacdo de um mesmo comportamento. Além disso, ja foram
descritas vias oxitocinérgicas que se conectam com o NAc (Xiao et al., 2017), em que
neurdnios oxitocinérgicos se projetam do PVN para o NAc (Ddlen et al. 2013), ou se
projetam para a VTA, resultando no aumento da liberacdo de DA também no

accumbens (Melis et al., 2007). Em relacéo as drogas de abuso, diversos trabalhos ja
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apontaram para o papel protetor da OT sobre a dependéncia. Peters e colaboradores
(2016) demonstraram que a OT pode atuar diretamente diminuindo a liberagdo de DA
no NAc frente ao estimulo recompensador, como o etanol, por exemplo. Portanto, o
papel da OT como protetor do desenvolvimento da dependéncia parece estar ligado
com seu papel como modulador da DA. Assim, ambos esses sistemas interagem para
afetar o valor recompensador do estimulo social (Shahrokh et al., 2010; Young e
Wang, 2004) e de recompensa de drogas (Young et al., 2011). Essa interacdo pode
ser responsavel pelo equilibrio entre recompensa social e de drogas de abuso
(Buisman-Pijlman et al., 2014), ou seja, reforcar os lagos afetivo-sociais pode levar a
um shift entre o comportamento de busca por recompensa oriunda do uso da droga
pela recompensa resultante da formacdo de vinculos sociais (McGregor e Bowen,
2012).

Portanto, para compreender a participacdo da oxitocina em efeitos
recompensadores, faz-se necessario avaliar como se comporta esse sistema em
regides encefalicas relacionadas a motivacédo e recompensa, como o NAc e estriado.

Em decorréncia da alta semelhanca estrutural e funcional da oxitocina com a
vasopressina (VP), torna-se relevante a maior compreensédo de como esses dois

sistemas podem ser afetados de forma cruzada, conforme discutido a seguir.

1.3.1 Sistema oxitocinérgico e vasopressinérgico

A OT tem uma proximidade estrutural e funcional com a VP, um outro
neuropeptidio modulador do sistema nervoso central. Oxitocina e vasopressina entao
entre 0s primeiros peptideos a serem isolados e descritos. Em 1895, Oliver e Schafer
descreveram uma substancia pituitaria que aumentava a pressao arterial, que mais
tarde seria chamada de vasopressina. Sir Henry Dale, em 1906, isolou um peptideo
responsavel pela contracdo uterina, que posteriormente foi denominado de oxitocina
(do grego “parto rapido”). Somente em 1953 du Vigneaud e colaboradores
identificaram a estrutura e sequencia de nove aminoacidos de ambos peptideos. No
ano seguinte, du Vigneaud descreveu suas sinteses (Jurek e Neumann, 2018). Ambos
peptideos foram descritos como tendo estruturas e sequencia de aminoacidos muito
semelhantes, tornando possivel uma interagédo entre os sistemas. Os dois possuem 9
aminoacidos, e a mesma sequéncia de aminoacidos, com exce¢do dos aminoacidos

(aa) da posicdo 3 e 8. A OT possui 0s aa isoleucina e leucina, enquanto a VP possui
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fenilalanina e arginina, respectivamente. Em ambos, cisteinas na posicdo 1 e 6 sdo
ligadas por pontes dissulfeto, formando um anel (Song e Albers, 2018). Além disso,
porcos e algumas espécies de roedores possuem uma lisina na posicao 8 da VP, por
esse motivo a VP humana é também conhecida por Arginina-VP e a outra como Lisina-
VP (Stoop, 2012). Neste trabalho, VP sera usada para se referir a Arg-VP. A
semelhanca também é encontrada nos receptores desses peptideos, que apresentam
um nivel de 40-85% de similaridade entre eles (Chini e Manning, 2007). Portanto,
trabalhos que focam em determinar a afinidade e a possivel ativacao cruzada entre
OT, VP e seus receptores sdo extremamente validos e necessarios.

Além das funcdes previamente descritas, novos estudos sobre as funcbes
centrais da OT e VP revelaram que ambos aparentam estar envolvidos na modulacéo
de comportamentos similares, tanto potencializando como atuando de forma

antagOnica um ao outro.

| S S | Oxitocina

Cys || Tyr || lle || GIn " Asn || Cys || Pro || Leu ‘l Gly | - NH2

1 2 3 4 5 6 7 8 9

| S S | Arg Vasopressina

Cys || Tyr || Phe ‘l Gln || Asn || Cys I Pro || Arg | Gly | - NH2

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 1. Esquema da sequéncia de aminoacidos das moléculas de oxitocina e vasopressina. Os
aminodcidos destacados representam as diferencas entre as moléculas.

1.3.1.1 Sintese e liberacdo dos peptideos

OT e VP sao sintetizados primariamente em neurdnios magnocelulares e
parvocelulares localizados nos nucleos supradtico (SON) e paraventriclar (PVN) e
acessorios do hipotdlamo, que possuem projecdes para a neurohipdéfise (Lee et al.,

2009). De la, sdo secretados na corrente sanguinea e atuam no sistema periférico,
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regulando parto, lactagcdo e funcéo renal, respectivamente (Kimura et al., 1992;
Koshimizu et al., 2012). Essas regides hipotalamicas também possuem projecdes
para diversas regides encefalicas, como cortex, amigdala, bed nucleus of the stria
terminalis (BNST), VTA, NAc e bulbo olfatério (Veenema and Neumann, 2008). Apesar
de estimulos externos, como estresse, estimularem a liberacdo de OT e VP tanto
central como periférica, existe uma dindmica temporal diferente no padrdo de
liberacdo desses peptideos. Além disso, também ja foi descrita a sintese de VP na
amigdala e na BNST (Veenema and Neumann, 2008).

A grande maioria dos neurdnios magnocelulares expressam mRNA para ambos
OT e VP, sugerindo uma co-expressdo de ambos os peptideos. Entretanto, sob
circunstancias externas, pode haver variacao na expressao de mRNA de um peptideo
e ndo do outro, 0o que indica que a sintese € independente (Scott e Brown, 2011).
Ainda, o padrdo de liberacdo de VP e OT parece ser diferente. A estimulacéo elétrica
de neurbnios oxitocinérgicos aumenta a liberacdo de OT proporcionalmente a
intensidade do estimulo. Ja a VP tem um pico de liberacdo com baixo estimulo seguido
de um platdé (Bicknell, 1988). Levando isso em consideracdo, é possivel hipotetizar
que a liberagcdo de ambos acontece de forma independente.

Os genes de OT e VP sdo expressos N0 mesmo cromossomo, mas em ordem
inversa (Donaldson and Young, 2008). A ativacdo do gene de OT se traduz em pro-
oxitocina, que contém um peptideo de sinalizacdo, a OT propriamente dita e a
neurofisina |. Por sua vez, a VP € traduzida em pro-vasopressina, que contém um
peptideo de sinalizacdo, a vasopressina, neurofisina Il e uma cadeia de glicoproteina.
Ambos séo clivados dentro da vesicula secretora em OT e VP, respectivamente. As
neurofisinas auxiliam no trafego desses peptideos para as vesiculas secretoras, mas
uma vez que a clivagem acontece, parece ndo terem fungéo bioldgica por si s (Stoop,
2012). A liberacédo desses peptideos ocorre por um processo dependente de Ca?*
(Koshimizu et al., 2012).

1.3.1.2 Receptores e mecanismos de sinalizacao

Receptores de OT e VP séo receptores acoplados a proteina G (GPCR). A

ativacdo desse tipo de receptor inicia uma sinalizacdo downstream, via ativacao

enziméatica (Rosenbaum et al., 2009).
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Somente um tipo de receptor de OT (OTR) foi caracterizado. No encéfalo, o
OTR é acoplado a proteina Gg11, aumentando os niveis de PLC e ativando inositol-3-
fosfato (IP3), 1,2 diacyl-glycerol, o que promove liberacdo de Ca?* de vesiculas
intracelulares e ativacdo de PKC, respectivamente (Gimpl e Fahrenholz, 2001). Além
disso, OTR também podem se acoplar a proteina Gi, diminuindo as concentracdes
intracelulares de AMPc e PKA, e, portanto, a excitabilidade neuronal (Busnelli et al.,
2012).

A ativacdo das diferentes proteinas G parece ser dose-dependente. Busnelli e
colaboradores (2012) mostraram que concentracdes baixas de OT facilitam ativacao
de OTR Ggq, enquanto doses maiores sdo necessarias para a ativagdo de Gi ou Go.
Essa informacéo é relevante, pois pode ajudar a explicar os diferentes efeitos da
ativacdo do sistema oxitocinérgico, dependendo do contexto em que a OT & liberada.

Em relacdo a VP, trés tipos de receptores foram clonados: Vl1a, V1b e V2. O
receptor V2 se encontra no sistema periférico, portanto ndo serd discutido aqui
(Koshimizu et al., 2012). Ambos Vl1a e V1b também sdo acoplados a proteina Gg11
e causam as mesmas alteracdes intracelulares citadas acima (Zingg e Laporte, 2003).
Entretanto, no caso do receptor V1b, ja foi descrito que sua densidade pode afetar o
tipo de proteina G que ele se acopla. Por exemplo, uma baixa densidade de V1b
facilita o acoplamento com proteina Gq, enquanto alta densidade facilitaria o
acoplamento com proteina Gs, que também induz ativag&o celular, mas via aumento
de AMPc e PKA (Thibonnier et al., 1998). Como e se ativacdo dos receptores via
acoplamento a diferentes proteinas G afeta comportamento e respostas fisiologicas
ainda precisa ser elucidado.
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Figura 2. Esquema da resposta celular downstream apés ligacao do agonista com receptor acoplado
a proteina Gs, Gi e Gq.

Depois de serem ativados, GPCRs sédo dessensibilizados via um mecanismo
de fosforilacdo. Isso é importante para encerrar a resposta e prevenir que a célula
responda por mais tempo que o necessario. Frente a ativacado continua, OTRs e VPRs
séo internalizados via mecanismo dependente de clatrina, que tem inicio com o
recrutamento de B-arrestina (Busnelli et al., 2013). Depois de internalizados, a maioria
dos OTRs nao sdao reciclados, e a sintese de novos receptores é necessaria. Por outro
lado, B-arrestina se dissocia rapidamente de receptores V1a, permitindo que este volte
a membrana celular (Birnbaumer, 2000; Stoop, 2012). Em relacdo ao receptor V1b,
utilizando ensaio em células CHO, foi demonstrado que apd6s o tratamento com o
agonista (VP) cerca de 80% de receptores V1b foram internalizados, enquanto apenas
cerca de 30% de V1a ndo estavam na superficie celular (Kashiwazaki et al., 2015).
Essas diferencas no processo de internalizag&o e reciclagem podem ser responsaveis
pelas diferencas em expresséo e ativagcao dos receptores e consequentemente do

comportamento modulado por eles.
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1.3.1.3 Afinidade de ligantes pelos receptors

Uma das formas de se analisar a afinidade de uma substéancia a um dado
receptor é através da constante de inibicédo (Ki). Nesse caso, quanto menor o valor do
Ki, maior a afinidade e menor concentracdo da droga € necessaria para produzir um
efeito. Seu valor é dependente do ECso (concentracdo efetiva) e Kd (constante de
dissociacao).

Diversos estudos utilizando ensaios de fosfato de inositol (IS) e adenilato
ciclase forneceram informacgdes sobre a especificidade de OT e VP para receptores
OT, Vl1a e V1b em ratos, camundongos e humanos (Chini et al., 1995; Derick et al.,
2002; Manning et al., 2012). De forma mais detalhada, a OT parece ter maior afinidade
pelo OTR, mas baixa afinidade pelos trés tipos de VPRs. Por outro lado, OTR aparenta
ser menos seletivo, uma vez que VP possui afinidade por esse receptor (ainda que
menor que a OT em si). De fato, foi apontada uma diferenca de aproximadamente 10
vezes entre os valores de Ki da ligacdo entre VP e receptor Vla e OTR. Por outro
lado, os valores de Ki para a ligacdo de OT em receptores de oxitocina é de 10-100
vezes menores do que os valores da ligacao entre OT e V1a (Kashiwazaki et al., 2015)
0 que pode implicar em uma atividade oxitocinérgica mediada por VP. Também foi
demonstrado que OT € capaz de ativar V1b no eixo HPA, mas que VP ndo possui
efeito em OTRs nessa regido (Koshimizu et al., 2012). Portanto, € possivel que a

afinidade dos peptideos pelos receptores seja regido-dependente.

1.3.1.4 Localizac&o dos receptors

OTR é expresso de forma ampla no encéfalo incluindo, mas ndo de forma
exclusiva, amigdala central e basolateral, bulbo olfatério, NAc, VTA, hipotalamo,
hipocampo, BNST, cortex frontal, cortex piriforme, septo lateral e estriado em
roedores. Essas regides estdo envolvidas em comportamentos como ansiedade,
sociabilidade, memdria, recompensa, motivagdo e estresse, que podem ser
modulados pela OT (Gimpl et al., 2012; Viero et al., 2010).

Em relacdo aos VPRs, apesar dos trés subtipos (V1a, V1b e V2) terem sido
caracterizados, no sistema nervoso central, a maior parcela da modulagédo causada
por VP se da por meio da ativagdo do receptor V1a (Johnson e Young, 2017). Assim

como OTRs, Vl1a também € altamente expresso no cérebro em regides como: bulbo
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olfatério, hipocampo, septo lateral (LS), nucleo supraquiasmatico, habenula lateral,
VTA, nucleo da rafe, locus coeruleus e substancia negra (Caldwell et al., 2008). A
colocalizacdo de OTRs e VPRs pode ser responsavel pelos efeitos de VP e OT em
comportamentos comuns, além de permitir que haja ativacdo cruzada entre 0s
peptideos e seus receptores (Song e Albers, 2018).

O receptor V1b é especialmente importante na regulacdo do eixo-HPA,
ativando e estimulando a liberagdo de CRF e ACTH (Surget e Belzung, 2008).
Entretanto, sua presenca também foi descrita no bulbo olfatério, cértex piriforme,
septo, hipocampo e cerebelo (Caldwell et al., 2008).

Cabe ressaltar que devido a semelhancga estrutural tanto dos peptideos como
dos seus receptores, ndo se tem ainda anticorpos de alta especificidade que permita
estudar a localizacdo dos receptores de forma mais eficiente. Por isso, estudos ainda
divergem sobre a distribuicdo encefalica desses receptores (Manning et al., 2012).
Com o passar do tempo, sintese laboratorial de peptideos com maior especificidade

tem contribuido para avancar os estudos nessa area.

1.3.1.5 OT, VP e comportamento

Devido a semelhanca estrutural e co-localizacdo dos receptores em regides
encefélicas, é esperado que ambos os peptideos atuem sobre modulacdo de
comportamentos em comum. De fato, trabalhos realizados sobre ansiedade,
comportamento social, aprendizado e memoria, além de dependéncia a diversas
drogas de abuso mostram que OT e VP podem atuar de forma sinérgica ou
antagonica, dependendo do comportamento e situagéo estudados.

De forma resumida, estudos sugerem que tanto VP quanto OT séo
responsaveis pela memoria social e comportamento materno (OT esta envolvida na
formacdo de lacos entre mae e filhotes, enquanto a VP age aumentando a
agressividade necessaria para a mae proteger seus filhotes) (Bosch e Neumann,
2012). Em relacdo a formacédo de pares, a distribuicdo de receptores de OT no
encéfalo difere entre espécies monogamicas e poligamicas (Insel e Shapiro, 1992).
Por sua vez, a maioria dos estudos sobre comportamento social em machos foca no
papel da vasopressina como mediador, incluindo comportamento agressivo e “flank
marking” (fenbmeno que envolve liberacdo de feromdénios através de glandulas,

geralmente com a finalidade de marcar territorio) (Albers e Bamshad, 1998).
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Um exemplo classico de efeito antagbnico desses peptideos € seus efeitos
sobre estresse e ansiedade. Enquanto OT é liberada durante estimulo estressor, ela
se liga em receptores da amigdala diminuindo sua ativacdo. Por outro lado, a VP é
liberada durante o estresse, aumentando a resposta do eixo HPA, ampliando o efeito
do CRF e promovendo maior liberacdo de ACTH (Makino et al., 1995). Como j& foi
citado anteriormente, o receptor V1b esta altamente envolvido nesse efeito (Serradeil-
Le Gal et al., 2002). Ainda, cabe citar que estudos realizados em animais KO para
V1a mostraram que eles tém uma diminuicdo no comportamento tipo ansioso no teste
de labirinto em cruz elevado e marble burying (enterrar bolinhas) (Bielsky et al., 2004;
Egashira et al., 2007). Portanto, o tipo de receptor ativado e sua localizacao aparentam
estar relacionados com o comportamento exibido.

Ja em relacao aos efeitos sobre transtornos por uso de substancias (substance
use disorders), os resultados sdo controversos, possivelmente pelas diferencas em
protocolo, testes realizados, linhagem animal e droga estudados. Por exemplo, OT foi
capaz de reduzir o consumo de etanol no modelo de auto-administracdo (King et al.,
2017), mas aumentou a preferéncia pela mesma droga no teste de CPP (Rae et al.,
2018). J4 com cocaina, a VP diminuiu a sensibilizagdo comportamental de maneira
dose dependente, enquanto a OT aumentou o efeito de sensibilizacdo da droga
(Sarnyai et al.,, 1992). Portanto, estudos adicionais se mostram necessarios para
elucidar os efeitos desses peptideos sobre comportamentos relacionados a
dependéncia.

Diante do exposto acima, esse estudo se propds a avaliar a influéncia do EA
nos efeitos recompensadores induzidos pelo etanol, frente a um outro estimulo
recompensador, que €é a interacdo social. Como a sociabilidade também é
recompensadora, foi levantada a hipétese de que a recompensa social pudesse ser
um fator protetor e induzisse um desvio de interesse do animal de uma recompensa
pela droga para uma recompensa social. Considerando que a oxitocina a) apresenta
um efeito pré-social (Rae et al, 2018); b) é responséavel pelo aumento dos efeitos
recompensadores ao etanol induzido pelo EA (Rae et al, 2018), avaliamos a
modulacdo do EA sobre o sistema oxitocinérgico no hipotalamo e estriado, regides
que participam da sintese da oxitocina e do sistema da recompensa, respectivamente.
A fim de avaliar se 0 EA aumenta o valor heddnico de recompensas de forma
generalizada, testamos sua influéncia na busca por recompensas nhaturais com

diferentes valores heddnicos. Finalmente, em decorréncia do balanco da participacao



30

da oxitocina e vasopressina como mediadores de comportamentos sociais, foram

avaliadas as interacfes cruzadas entre esses peptideos num modelo in vitro.

2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo estudar a influéncia do EA sobre
comportamentos envolvidos com recompensa e sua modulacéo no sistema da

oxitocina.

Os obijetivos especificos deste trabalho foram:

1) estudar a influéncia do EA sobre os efeitos recompensadores induzidos pelo
etanol, estimulos sociais e estimulos hedénicos.

2) estudar os efeitos do EA sobre a expressado génica de receptores de
oxitocina e vasopressina no hipotalamo e estriado

3) avaliar os efeitos do EA sobre a atividade da atividade da PLC mediada pela
ativacao de receptores de oxitocina no estriado

3) avaliar a interacao cruzada entre oxitocina e vasopressina em células através

do teste de liberagdo de Ca?*.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram usados camundongos Swiss machos, com 70 dias de idade, fornecidos
pelo Biotério de Camundongos do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas, da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram alojados em
grupos de 5 em caixas que variam em tamanho e material de acordo com cada grupo
experimental. Foram mantidos no biotério sob temperatura constante (22 + 1°C), sob
um ciclo claro/escuro de 12 horas (luz ascendia as 7:00h e apagava as 19:00),
recebendo rag&o e agua ad libitum. Esse protocolo foi autorizado pelo Comité de Etica
de Uso de Animais (CEUA) e encontra-se registrado sobre nimero de processo 047,
folha 32, livro 03.
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3.2. Condi¢bes de alojamento

Os animais dos grupos nao-enriquecidos foram mantidos em caixas de
polipropileno, medindo 27,5 x 16,5 x 13 cm, cobertas com maravalha.

Ja os animais do grupo enriguecimento ambiental foram alojados em caixas de
policarbonato medindo 42 cm x 28 cm x 21,5 cm. Nestas foram colocados estimulos
como brinquedos, rodas de exercicio, tubos, escadas, casas, entre outros objetos. Os
objetos foram trocados de lugar em dias alternados e duas vezes por semana 0S
objetos foram limpos e trocados por novos, promovendo assim o estimulo a novidade.

Os animais foram mantidos nessas condi¢cdes durante a realizacéo de todos os testes.

Figura 3. Caixa de Enriquecimento Ambiental (EA) com casa, tubos, escada, pote para ragdo e rodinha de
exercicio. Os objetos foram rearranjados/trocados 3 vezes por semana.

3.3. Droga, agonistas e antagonistas

O etanol (Labsynth, Diadema, SP) foi administrado em uma solucéo 20% (v/v),
preparada com solucao salina (NaCl 0,9%) a uma dose de 2,0g9/Kg (CPP). A solucéo
salina também foi usada como solugdo controle. As injecdes foram administradas
intraperitonealmente (i.p).

A Carbetocina (CBT) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), um analogo da OT, foi
administrada intraperitonealmente por 21 dias e durante o protocolo da CPP, na dose
de 5mg/Kg. A CBT foi escolhida, pois apresenta tempo de meia vida (85-100 min)
superior a OT (3-5 min) e por ser mais estavel que a OT, facilitando seu manuseio por
um periodo longo (Passoni et al., 2016). Oxitocina, Vasopressina, L-368,899
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(antagonista de OTR), (d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8)-Vasopressina (antagonista V1a) e
TASP 0390325 (antagonista V1b) foram diluidos conforme instru¢cdo do fabricante

(Tocris Bioscience, Bristol, UK) e utilizados nos ensaios de PLC e liberacdo de Ca?* .

3.4. Preferéncia condicionada ao lugar (conditioned place preference, em
inglés (CPP))

A CPP é uma forma de condicionamento pavloviano usada para medir os
efeitos recompensadores de uma droga ou experiéncia com estimulos variados
(Cunningham et al., 2006). Neste estudo, usamos o etanol ou um estimulo social. A
CPP foi conduzida depois de 21 dias de exposi¢cao ao EA, uma vez que esse periodo
se mostrou suficiente para reverter a sensibilizacdo comportamental induzida pelo
etanol (Rueda et al., 2012) e induzir alteracdes na ligacao de OT ao seu receptor em
regides encefélicas especificas (Rae et al, 2018). Durante a CPP, os animais do grupo
EA permaneceram nas caixas enriquecidas.

Foram delineados quatro desenhos experimentais diferentes para a realizacéo
da CPP, conforme Tabela 1. As fases de habituacéo e teste sdo iguais para todos os
protocolos.

Tabela 1. Tabela dos grupos, condicdo de moradia e tratamentos realizados antes do inicio do
condicionamento ao etanol ou ao estimulo social (CPP).

Grupo Moradia Tratamento CPP
CT caixa padrao - SOCIAL
EA caixa enriquecida -
CT caixa padrao - ETANOL
EA caixa enriquecida -
CT caixa padrao - SOCIAL vs ETANOL
EA caixa enriquecida - (animal desconhecido)
CT caixa padrao - SOCIAL vs ETANOL
EA caixa enriquecida - (animal familiar)
SAL caixa padrao salina

) ~ _ SOCIALvs ETANOL
CBT caixa padrao carbetocina

Dias D1-D21 D23-D30 D22 - D31
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Os efeitos recompensadores do etanol e do estimulo social foram testados
separadamente, conforme descrito abaixo no procedimento da CPP. Feito isso, o
protocolo da CPP social vs etanol foi realizado mediante alternancia do
condicionamento ao etanol e a um animal social desconhecido ou conhecido em dias
separados. Esse protocolo permite comparar o valor da recompensa da droga versus
da interacdo social entre os grupos experimentais (Thiel et al., 2008). Os efeitos
recompensadores da CBT foram testados ap0s os animais serem tratados com CBT
por 21 dias consecutivos, além dos 10 dias do protocolo de condicionamento da CPP.
As injecdes foram administradas no periodo da tarde para evitar o efeito agudo da
CBT sobre a aquisicao da preferéncia. Esse protocolo permite avaliar se a OT de fato,
participa da resposta a recompensa observada na CPP etanol vs social (animal
desconhecido).

Aparato: Foi utilizada uma caixa retangular de 4,6 x 40,0 x 18,0 cm, com 3
compartimentos separados entre si por guilhotinas: um compartimento com paredes
pretas com listras verticais brancas e piso em barras; um compartimento central com
paredes cinzas e piso liso e outro compartimento com paredes brancas e listras
horizontais pretas e piso em grade. Nos protocolos da CPP social e CPP social vs
etanol, foi inserida uma tela de arame nos compartimentos maiores, dividindo-0os em
duas &reas, uma com 14 cm e a area da extremidade com 3,5 com. Neste ultimo, um
animal (conhecido ou desconhecido*) foi colocado, permitindo interacdo social, mas
evitando contato direto.

* foram realizados experimentos distintos, considerando-se a familiaridade ou

nao com o animal social.
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TEeSeSe——mssssaas

Figura 4. Aparato de preferéncia condicionada por lugar (CPP) vista de cima (foto superior) e vista lateral (foto
inferior) do aparato.

O teste da CPP foi realizado no periodo da manha (08:00 e 11:00h), com
duracéo de 10 dias e dividido em 3 fases:

- Habituacéo (D1): Os animais receberam inje¢do de salina e foram colocados,
um por vez, no compartimento central (neutro) da caixa, com livre acesso aos outros
dois compartimentos. Apés 15 minutos os animais foram retirados e devolvidos a sua
gaiola de origem.

- Condicionamento (D2-D9): Nesta fase, o pareamento variou de acordo com o
tipo de CPP realizada. Para a CPP etanol, os animais receberam injecao de etanol
em um dos compartimentos, randomicamente escolhido, e receberam uma injecéo de
salina no compartimento oposto, em dias alternados. Para a CPP social, os animais
receberam uma injecdo de salina foram pareados com animal social desconhecido em
um dos compartimentos e receberam somente injecdo de salina no outro
compartimento. Ja com a CPP etanol vs social (animal desconhecido), os animais
receberam injecdo de salina e foram pareados em um compartimento com um animal
social desconhecido e receberam uma injecao de etanol no compartimento oposto. O
mesmo foi feito no protocolo de CPP etanol vs social (animal familiar), entretanto o
animal social desconhecido foi substituido por um animal social familiar. No caso do
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teste com o grupo tratado com CBT, foi realizado o0 mesmo protocolo descrito acima
para CPP etanol vs social (animal desconhecido). Para evitar resultado enviesado,
0s compartimentos e os pareamentos foram escolhidos de forma randémica. Os
animais permaneceram por 15 minutos nos compartimentos e depois foram
devolvidos as suas gaiolas.

- Teste (D10): Os animais foram colocados no compartimento central (neutro)
da caixa, com livre acesso aos outros dois compartimentos, como na fase de
habituacdo. Permaneceram por 15 minutos e depois foram devolvidos as suas gaiolas.

Todas as fases do teste foram filmadas para posterior analise. A andlise da
CPP foi feita de acordo com a seguinte férmula: delta = CS* teste — CS* hab, Onde
CS™ teste = tempo passado no lado pareado durante teste; CS* hab = tempo passado no

lado pareado durante habituacao.

3.5 Teste de Trés Camaras de Interacdo Social (Teste de Crawley)

7

Esse teste é usado para avaliar abordagem social (afiliativa) baseado em
comportamentos que excluem aspectos de agressividade e aproximacdo sexual
(Brodkin et al., 2004), observando se a preferéncia do animal teste pelo animal
desconhecido em relacdo a gaiola vazia. O aparato usado consistiu de uma caixa
retangular, dividida em trés camaras (42,5cm largura; 22.2cm altura; 17,8cm de
comprimento compartimento do meio; 19,1cm comprimento compartimentos laterais).
As paredes divisoras tém uma porta que permite que o animal transite entre as
camaras (Moy et al., 2008).

O teste durou 1 dia e foi realizado no periodo da tarde (12:00 as 16:00hs),
sendo dividido em 2 fases:

Fase de habituacédo: o animal foi colocado na camara central e pdde explorar
todo o aparato por 10 minutos.

Teste de sociabilidade: Passados os 10 minutos, o animal foi confinado no
compartimento central e uma gaiola redonda pequena, com grades que permitem
interacdo social com um animal desconhecido dentro, foi colocada em um dos lados
do aparato, de forma randémica. Do outro lado, foi colocada uma gaiola idéntica vazia.
O tempo de exploragédo na camara foi de 10 minutos.

Ao fim de cada sesséo, o aparato foi limpo com alcool 70% a fim de eliminar

qualquer pista olfatoria, antes de introduzir um outro animal na camara.
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Foi avaliado o tempo que o animal passa interagindo com o animal novo e com
a gaiola vazia e a distancia percorrida. A razdo da interacdo social também foi
calculada baseada na divisdo entre o tempo que o animal passou explorando a gaiola

com o animal novo e o tempo gasto explorando a gaiola vazia.

3.6 Teste do Tubo de Dominancia Social

O teste do tubo foi desenvolvido para avaliar a tendéncia de dominancia em
camundongos (Lindzey et al., 1961) e ja foi utilizado para comparar comportamento
de diferentes linhagens e de diferentes gendtipos. Esse teste é util para avaliar
interacdo social e efeitos de tratamentos farmacoldégicos em cognicdo e
comportamento social. A tendéncia € de que o animal dominante force o outro para
fora do tubo (subordinado).

Este teste foi realizado em tubo transparente longo de acrilico transparente,
medindo 30 cm de comprimento, 3,2 cm de diametro e elevado a 2,0 cm de altura da
superficie.

Cada animal do grupo CT foi testado com 5 animais do grupo EA, ou seja, cada
animal foi testado 5 vezes. Um animal do grupo CT e um do grupo EA foram colocados
nas extremidades opostas do tubo transparente com a cabeca voltada para o interior
do tubo e foi medido o nimero de vezes que cada animal saiu primeiro do tubo. A
sessao foi considerada como encerrada quando um dos dois animais colocou as
quatro patas para fora do tubo. O animal € considerado “perdedor” quando ele sai do
tubo e o animal “vencedor” é aquele que forcou a saida do primeiro.

Ao término de 2 minutos, se nenhum animal saiu do tubo, a sesséo foi
encerrada, sendo desconsiderada a classificagcdo deles como dominante ou
subordinado. A avaliacéo foi feita sobre forma de percentagem de vitorias e derrotas
dentro do numero total de sessdes.

Ao final de cada sessao o tubo foi lavado com alcool 5% para eliminar pistas

olfatorias.
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3.7Teste da Tabua de Buracos

Como o EA pode alterar diversos comportamentos relacionados com
dependéncia, foi escolhido teste da tabua de buracos para avaliar possiveis alteragfes
na atividade geral, exploragéo direcionada, ansiedade e nivel de estimulagéo (arousal,
em inglés), como um screening geral (Binder et al., 2011, Ohl et al., 2003).

Os animais foram colocados, um por vez, no canto inferior esquerdo da caixa e
ficaram livres para explorar o aparato por 10 minutos. Foi contabilizada a distancia
percorrida, 0 niumero de buracos visitados (consiste no animal inserir o focinho no
buraco), tempo de laténcia para visitar o primeiro buraco, o tempo de permanéncia no
centro do aparato e tempo de laténcia para primeiro grooming.

Depois de cada teste o aparato foi limpo com é&lcool 70% para eliminar pistas

olfatérias.

3.8Food Enticing

Esse teste foi adaptado de Valdés e colaboradores (2010) e é usado para medir
motivacdo e comportamento direcionado para um objetivo (Torrealba et al., 2012).

Os animais foram privados de comida por um periodo de 24hs antes da
realizacdo do teste. Apds isso, foram colocados individualmente em gaiolas onde
tiveram acesso a uma pequena caixa de arame quadriculado de 5 cm de largura por
5 cm de altura, com pellets de comida dentro. Essa caixa permite que 0s animais
cheirem, toquem e vejam os pellets, mas ndo permite que eles comam ou roam 0s
pellets. O teste foi realizado uma Unica vez e teve duracao de 40 minutos e foi gravado
para posterior andlise do tempo que o animal passou interagindo com a caixa de
pellets. Foi considerado interagdo o tempo que 0s animais se aproximaram da caixa
a uma distancia de pelo menos 2 cm. N&o foi considerado interagéo se eles subiam
na caixa ou se encostaram outra parte do corpo que nao o focinho.

Esse mesmo teste também foi realizado com o cereal Froot Loops® no lugar
dos pellets de comida. Nesse caso, os animais nao foram privados de se alimentar e
os Froot Loops® foram adicionados as suas gaiolas 3 dias antes do teste. No dia do
teste, as caixas de arame forma preenchidas com as pelotas de Froot Loops®,
conforme descrito acima. O teste também durou 40 minutos e foi filmado para posterior
analise do tempo de interacdo dos animais com as caixas de Froot Loops®.

Cada caixa de arame foi limpa e a comida trocada entre as sessoes.
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3.9Ensaio para determinagcéo de Fosfolipase C (PLC)

O ensaio da PLC foi usado para medir a atividade da proteina Gga1, a qual esta
acoplada ao receptor de OT. Portanto, este ensaio foi usado para determinar a

amplitude da sinalizacdo de OTR em animais do grupo CT e EA.

3.9.1 Preparo das membranas

As membranas foram preparadas de acordo com Gomes e colaboradores
(2013). Foram utilizados estriados de camundongos dos grupos CT e EA. O tecido foi
homogeinizado em 25 volumes (1 g peso/25 mL) de tampéo 20 mM tris-Cl contendo
250 mM de sacarose, 2 mM EGTA e 1 mM MgCI (pH 7.4) a 4 °C. Feito isso, 0
homogenato foi centrifugado a 27.000 g por 15 minutos, a 4 °C. O pellet foi
ressuspendido em 25 mL do mesmo tampéo e a etapa da centrifugacao foi repetida.
O pellet resultante foi ressuspendido em 40 volumes (do peso original da amostra) de
tampao 2 mM tris-Cl contendo 2 mM EGTA e 10% de glicerol (pH 7.4). A quantidade
de proteina das amostras foi determinada utilizando o NanoVue plus (GE). As

amostras foram armazenadas a -80 °C até a realizacdo dos testes.

3.9.2 Ensaio de PLC

O ensaio utilizado para medir os niveis de PLC em resposta a ativacdo de OTR
foi feito utilizando o EnzChek® Direct Phospholipase C Assay Kit (Invitrogen, Arlsbad,
CA, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. De maneira resumida, em placas
escuras de 96 pocos foram acrescentados 40 uL de solugdo tampéao Tris-HCI (250
mM Tris-HCI, 0.7 M NaCl, 10 mM CaCl2; pH 7.4), o agonista OT (concentracgao final
de 0, 100 nM, 1 uM e 10 uM), substrato de PLC (diluido em DMSO e lecitina) e as
membranas de estriado (1 mg) preparadas previamente, conforme descrito acima.
Para medir a atividade basal das células, foram utilizados po¢os sem a adicédo da
oxitocina. Além disso, como controle positivo, pocos sem droga e com adicdo de
fosfolipase C obtida a partir de Bacillus cereus, também foram analisados. Depois de
completa, a placa foi encubada a 37 °C por 30 minutos. As medidas foram obtidas

atraves do leitor de placa SpectraMax plus (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)
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no comprimento de onda 560 nm. As leituras foram feitas nos tempos de 30, 60, 120,
180, 240, 300 e 360 minutos. Portanto, além do efeito de concentracdo do agonista,

também foi medido o decurso temporal da atividade de PLC.

3.10 Andlise da expressédo génica

A expresséao génica de Vla, V1b, VP, OTR e OT foi determinada por meio da

técnica de reacado em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QPCR).

3.10.1 Preparo das amostras

Todas as amostras foram preparadas em ambiente RNA free. Hipotalamo e
estriado de encéfalos de animais CT e EA foram homogeinizados em 500 pL de Trizol
com o auxilio de uma pipeta. Em seguida, as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente por 5 minutos e depois foram adicionados 100 uL de cloroférmio
em cada tubo e eles foram agitados vigorosamente por 15 segundos. Depois, 0s tubos
foram mantidos em temperatura ambiente por mais 3 minutos e logo foram
centrifugados a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. Apos a centrifugacao, o sobrenadante
foi transferido para tubos contendo 300 uL de etanol 70%. Em seguida, o processo de
extracao foi feito utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Quiagen) seguindo as instru¢des do
fabricante. Apés a elucédo, a quantificacdo de RNA foi mensurada usando o NanoVue

Plus (GE) e as amostras foram armazenadas a -80 °C.

3.10.2 Transcricdo Reversa

Os oligonucleotideos foram obtidos da Integrated DNA Technologies
(Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, 1A, USA). Foram utilizados
oligonucleotideos forward e reverse para os seguintes peptideos: Vl1a (F: CCA ATT
TCG TTT GGA CCG ATT C; R: CAATCT TGT AGG AGA TGA CCACTA A), VP (F:
CTACTT CCAGAACTG CCC AAG; R: CCG AAG CAGCGTCCTTT), OTR (F: TTC
TTC GTG CAG ATG TGG AG; R: CAA GAG CAT GGC AAT GAT GAA G), OT (F:
GGA TAT GCG CAA GTG TCT C; R: GTA GTT CTC CTC CTG GCA), GAPDH (F:
TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT; R: CAT GTG GGC CAT GAG GTC
CACCAC e B-actina (F: TGA GAG GGA AAT CGT GCG TG; R: TGC TTG CTG ATC
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CAC ATC TGC). As sequéncias foram obtidas através de acesso a banco de dados
publicos do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi obtida a partir de 2,5 ng de RNA
total. Foi adicionado VILO reaction mix e superscript enzyme mix (ambos da
Invitrogen) e agua RNAse free, para completar o volume de 20 uL. A amplificacao foi
feita utilizando a maquina da BioRad C1000 touch™, em 3 ciclos. No primeiro ciclo,
as amostras foram incubadas a 25 °C por 10 minutos. No segundo, a temperatura foi
de 42 °C por 60 minutos. Por fim, no terceiro ciclo, as amostras permaneceram
incubadas a 85 °C por 5 minutos. Apés a finalizacédo de todos os ciclos, as amostras
foram armazenadas a -20 °C.

As reac0Oes foram realizadas em placas de 364 pocos, cada um contendo: 4 uL
de cDNA, 0,5 uL de oligonucleotideo senso e antisenso cada, 5 uL de SYBR Green.
A solucédo foi mantida protegida da luz para preservar a atividade do SYBR Green.

Além disso, foram acrescentadas analises sem o cDNA, para controle negativo.

3.10.3 Analise dos dados de expressao génica

A andlise dos resultados foi feita pelo método 222¢ segundo Livak e
Schmittgen (2001). Primeiro, uma linha de controle foi colocada na regido “linear” da
curva, em que a amplificacao é 6tima. O numero de ciclos correspondente a esse valor
foi considerado como Ct da amostra. Posteriormente, o valor de ACt foi calculado,
utilizando o valor do Ct da amostra e o valor de Ct do controle end6geno, seguindo a
férmula:

ACt = [Ctamostra — Ctcontrole enddgeno].

A partir desses valores, AACt foi calculado, seguindo a formula:

AACt = [ACt grupo experimental — ACt média do grupo controle].

Por fim, o valor relativo de expressao génica foi obtido utilizando a férmula:

2 -AACt
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Como o AACt do grupo controle deve ser proximo de zero, 2° é igual a 1. Dessa
forma, os valores obtidos para o grupo enriquecido determinam se a expressao génica

foi maior ou menor que o grupo controle.

3.11 Ensaio para determinacao de liberagcao de Ca2+ intracelular (FLIPR®)

3.11.1Preparo das células

Células de ovério de hamster chinés (CHO, do inglés chinease hamster ovary)
foram transfectadas com plasmideo contendo sequéncia de DNA para receptores de
OT e Vl1a de camundongos, marcados com DYKDDDDK no terminal N do receptor,
individualmente, utilizando Turbofect®, conforme instru¢cbes do fabricante. Apoés
transfeccédo, as células foram cultivadas em placas de 10 cm? contendo 10 mL de meio
de cultura F-12 (catalogo #11765-054, Gibco Life Sciences), 10% soro fetal bovino
(FBS) e 1X penicilina-estreptomicina, a 37 °C com 10% de CO2/0O2. Depois de
atingirem 80% de confluéncia, as células foram ressuspensas utilizando solucao de
tripsina a 0,25% e colocadas em novas placas contendo o mesmo meio de cultura
acima. Na terceira passagem, as células foram ressuspendidas em placas de 364

pocos para realizacdo de atividade de calcio.

3.11.2 Ensaio de Ca?* intracelular

O Ca?* intracelular foi medido através do kit FLIPR, seguindo as instrucdes do
fabricante. Duas placas de 364 pocos foram preparadas para esse experimento: a
primeira contendo os agonistas e a segunda contendo as células mais os corantes.
Na primeira placa, foi adicionado 20 uL de VP e OT em concentracdes de 0-10 uM.
Em seguida, a placa foi agitada a 300 g por 3 minutos, para garantir que toda a droga
caisse para o fundo da placa. Na segunda placa, células CHO transfectadas com
receptores Vl1a, V1b e OT (individualmente) foram cultivadas por dois dias, até
atingirem o nivel de confluéncia ideal. Depois disso, foram acrescentados 20 uL do
corante diluido em solucéo tampéao HBSS-HEPES. Essa etapa foi realizada dentro da
capela e na auséncia de luz, para assegurar a eficacia do corante. Essa placa tambéem

foi agitada a 300 g por 3 minutos. Depois disso, foi encubada por 2 horas. Depois
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disso, 20 uL de antagonista (100 uM) de OT e VP foram acrescentados a placa
contendo células e foram encubadas por mais 30 minutos. Finalmente, a placa foi lida
usando o equipamento FLIPR Tetra® High Throughput Cellular Screening System que
permite a leitura em tempo real do efeito dos agonistas sobre a liberacdo de Ca?*

intracelular.

3.12 Anélise dos Resultados

Para analise estatistica da CPP social vs etanol foi utilizado modelo linear
generalizado (GLzM). Para a avaliacdo do tempo de interacdo social foi utilizada
ANOVA, com teste post hoc Tuckey. O teste de tubo de dominancia social foi avaliado
utilizando o teste de Qui-Quadrado. Para os demais experimentos foi utilizado o
Student’s t- test. Em todas as comparacodes realizadas, a probabilidade de p<0,05 foi

considerada para determinar diferencas significantes.

4. DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1. Experimento 1 — Efeitos do EA sobre os efeitos recompensadores de

estimulo social e ao etanol

No primeiro dia de experimento (D1; PND = 70), 80 animais foram colocados
na caixa enriquecida (n=10), enquanto o grupo controle foi mantido na caixa padréo
(n=10) durante todo o experimento. De D22 até D31 os animais foram divididos em
4 subgrupos para a realizacdo dos respectivos condicionamentos: condicionamento
a interacdo social, ao etanol ou ao etanol vs interacdo social (animal familiar ou

desconhecido).
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D1 D22 Dil
\ )
CPP s!cial
CPP etanol
CPP social vs etanol (animal novo)
\ CPP social vs etanol (animal familiar) }

CT: caixa padrao
EA: caixa enriquecida
Figura 5. Representacdo do delineamento experimental para realizacdo dos testes de condicionamento a
interagcdo social, condicionamento ao etanol e condicionamento a interagcdo social vs etanol. CPP, preferéncia

condicionada a lugar (do inglés, conditioned place preference); CT, grupo controle; D1, dia 1; D22, dia 22; D31,
dia 31; EA, grupo enriquecimento ambiental.

4.2. Experimento 2 — Efeitos da CBT sobre os efeitos recompensadores

do estimulo social vs etanol

Os animais foram mantidos na caixa padrdo (n=10/grupo) durante todo o
experimento. Entre D1 e D31 os animais do grupo CBT receberam injecfes diarias
de carbetocina (dose 5g/Kg) e os animais do grupo SAL receberam a mesma dose
de salina. De D22 a D31 foi realizado o protocolo da CPP ao etanol vs interacao

social.
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w
.—\

I

\ CPP social vs etanol

|

SAL e CBT: caixa padrao

"-—._-—(_

SAL: injecdo salina 1x dia
CBT: injecdo carbertocina 1x dia
Figura 6. Representacdo do delineamento experimental para realizacdo dos testes de condicionamento a

interacdo social vs etanol. CBT, grupo carbetocina; CPP, preferéncia condicionada a lugar (do inglés, conditioned
place preference); D1, dia 1; D22, dia 22; D31, dia 31; SAL, grupo salina.
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4.3. Experimento 3 — Efeitos do EA sobre o teste de interag&o social

No primeiro dia de experimento (D1; PND = 70), os animais foram colocados
na caixa enriquecida (n=10), enquanto o grupo controle foi mantido na caixa padréo
(n=10) durante todo o experimento. Em D22 foi realizado o teste de trés cameras de
interacdo social.

D1 D22
$ g
Teste de

Interagao Social

\ }
|

CT: caixa padrao
EA: caixa enriquecida

Figura 7. Representacao do delineamento experimental para realizacao do teste de interagao social. CT, grupo
controle; D1, dia 1; D22, dia 22; EA, grupo enriquecimento ambiental.

4.4. Experimento 4 — Efeitos do EA sobre comportamentos relacionados a

motivacdo de busca por alimentos comuns e palataveis

No primeiro dia de experimento (D1; PND = 70), os animais foram colocados
na caixa enriquecida (n=10), enquanto o grupo controle foi mantido na caixa padréo
(n=10) durante todo o experimento. Em D22, os animais foram privados de comida
por 24 horas e em D23 foi feito o teste de motivacdo de busca por alimento (Food
Enticing) com pellets de ragédo. Outro lote de animais foi testado para avaliar a
motivacdo pela busca de alimentos palataveis. Foi mantida rac&o ad libitum e em

D23 foi realizado o protocolo de Food Enticing com cereais Froot Loops®.
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Food Entincing —

Froot Loops®™
Ad libitum
o1 ! !
i, D22 D23
Jejum Food Entincing -
pellets

\ }

CT: caixa padrao
EA: caixa enriquecida

Figura 8. Representagdo do delineamento experimental para realizagdo do teste de Food enticing com pellets de
racdo ou Froot Loops®. CT, grupo controle; D1, dia 1; D22, dia 22; D23, dia 23; EA, grupo enriquecimento
ambiental.

4.5 Experimento 5 — Efeitos do EA sobre comportamentos relacionados a

atividade exploratoria, locomocéao e ansiedade e dominancia social

No primeiro dia de experimento (D1; PND = 70), os animais foram colocados
na caixa enriquecida (n=10), enquanto o grupo controle foi mantido na caixa padréo
(n=10) durante todo o experimento. Em D22, foi realizado o teste da tabua de

buracos e em D24 o teste do tubo de dominancia social.

D1 D22 D24
Teste de Tabua de Teste de Tubo de
Buracos Domindncia Social

\ }

CT: caixa padrao
EA: caixa enriquecida

Figura 9. Representacdo do delineamento experimental para realiza¢éo do teste da tibua de buracos e do tubo
de dominéncia social. CT, grupo controle; D1, dia 1; D22, dia 22; D24, dia 24; EA, grupo enriquecimento
ambiental.
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4.6 Experimento 6 — Efeitos do EA sobre atividade de PLC na presenca de
OT no estriado e expressdo génica de Vla, Vib, VP, OTR e OT no

hipotalamo e estriado

No primeiro dia de experimento (D1; PND = 70), os animais foram colocados
na caixa enriquecida (n=10), enquanto o grupo controle foi mantido na caixa padrao
(n=10) durante todo o experimento. Em D21, os animais foram eutanasiados e 0s
encéfalos foram removidos e armazenados a -80 °C. Posteriormente, o hipotadlamo
e o estriado foram retirados, de forma que o nimero amostral total de cada grupo,
para cada experimento fosse de 5. Feito isso, foram realizados o teste de atividade
de PLC na presenca de OT no estriado e gPCR para analise de mRNA de Vla,
V1b, VP, OTR e OT no hipotalamo e no estriado.

D1 D21
J J Atividade de PLC e qPCR

Coleta de Tecido -
Hipotilamo e
Estriado

\ J

CT: caixa padrdo
EA: caixa enriquecida

Figura 10. Representagdo do delineamento experimental para realizagdo dos testes de atividade de PLC de
OTR no estriado e gPCR para a andlise de expresséo génica de Vl1a, V1b, VP, OTR e OT no hipotalamo e
estriado dos animais. CT, grupo controle; D1, dia 1; D21, dia 21; EA, grupo enriquecimento ambiental.
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4.7 Experimento 7 — Anélise da resposta cruzada entre OT e VP e seus
receptores Vla e OTR, respectivamente, na liberacdo de Ca?*

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
'I:ransfec;ﬁo de Confluéncia das :;Ial:saf:r?::mI::: Teste de liberagao
células CHO com células parap de Caz*
Viae OTR de 365 pogos

Figura 11. Representacdo do delineamento experimental para realizagdo do teste de liberacdo de Ca?* em
células CHO transfectadas com V1a e OTR. CHO, chinease hamster ovary (ovario de hamster chinés); OTR,
receptor de oxitocina; V1a, receptor de vasopressina do subtipo 1a.

5. RESULTADOS

5.1. Resultados das anélises comportamentais

5.1.1 Efeitos do EA sobre os efeitos recompensadores do estimulo social

e do etanol

A fim de avaliar os efeitos do ambiente enriquecido sobre a recompensa social
e ao etanol, foram realizadas duas CPPs distintas, conforme mostrado no grafico
abaixo. O modelo de Student’s t- test foi utilizado para analisar as diferencas
estatisticas. Referente a CPP social, o0 teste estatistico apontou que o grupo EA
apresentou maior preferéncia social, comparado com CT [t= 2,34; p<0,05]. J& em
relacdo a CPP etanol, ndo houveram diferencas significantes [t= 0,90; p=0,379],
sugerindo que ambos 0s grupos apresentaram preferéncia similar pelo lado

pareado com etanol.
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Figura 12. Efeitos do EA sobre preferéncia pela interacdo social e pelo etanol. A) Delta (diferenca entre o
tempo gasto no compartimento pareado no dia do teste e no dia da habitua¢édo) (n=15/grupo). B) Delta (diferenca
entre o tempo gasto no compartimento pareado no dia do teste e no dia da habituacdo (n=10/grupo). Duragéo do
teste: 15 minutos. Dados apresentados como média + EPM. Analise estatistica por Student’s t-test. *p<0,05.
Abreviag8es: CPP, preferéncia condicionada a lugar (do inglés, conditioned place preference); CS*, compartimento
pareado com estimulo condicionado (do inglés conditioned stimulus); CT, controle; EA, enriquecimento ambiental;
hab, habituacéo.

5.1.2 Efeitos do EA sobre os efeitos recompensadores do estimulo social

(animal novo) vs etanol

O protocolo da CPP foi realizado com pareamento do estimulo social de um
lado e do etanol do outro, para comparar o efeito recompensador de cada estimulo. O
modelo de GLzM foi utilizado para analisar as diferencas estatisticas. Para execucéo
do teste, foram adotadas a variavel “delta” como variavel dependente e as variaveis
“grupo” (CT e EA) e “pareamento” (Social ou Etanol) como variaveis independentes e
o modelo de distribuicdo como linear. O teste de efeito revelou significancia de 0,037
para a variavel “pareamento” e significancia de p<0,001 para a interacao “grupo” vs
“‘pareamento”. A comparagao de pares mostrou que o tempo gasto no compartimento
pareado com etanol foi maior do que o tempo no lado pareado com o animal social.
Na analise da interacdo, a comparacao de pares foi estatisticamente significante para
o pareamento “social” vs “etanol” do grupo EA (p<0,001) e para o pareamento “etanol’
entre os grupos CT e EA (p<0,05), revelando que os animais enriquecidos passaram

mais tempo do lado pareado com etanol do que do lado pareado com a interagao
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social. Além disso, comparado ao grupo controle, os animais EA exibiram maior

preferéncia pelo etanol.
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Figura 13. Efeitos do EA sobre preferéncia pela interagdo social (animal novo) vs etanol. Delta (diferenca
entre o tempo gasto no compartimento pareado no dia do teste e no dia da habituag&o) da interagdo social e do
etanol (2.0g/Kg). Duragéo do teste: 15 minutos. (n=10/grupo). Dados apresentados como média + EPM. Analise
de GLzM de distribuigao linear, com efeito de modelo significante para variavel “pareamento” e interagédo “grupo”
vs “pareamento” *p<0,05; ***p<0,001. Abreviagdes: CS* hab compartimento pareado com estimulo condicionado
(do inglés conditioned stimulus) do dia da habituagdo, CS* teste, compartimento pareado com estimulo
condicionado (do inglés conditioned stimulus) do dia do teste; CT, controle; EA, enriquecimento ambiental.

5.1.3 Efeitos do EA sobre os efeitos recompensadores do estimulo social
(animal familiar) vs etanol

O protocolo da CPP foi realizado com pareamento do estimulo social familiar
de um lado e do etanol do outro, para estudar o efeito de familiaridade do estimulo
social sobre a preferéncia. O modelo de GLzM foi utilizado para analisar as
diferengas estatisticas. Para execucgéao do teste, foram adotadas a variavel “delta”
como variavel dependente e as variaveis “grupo” (CT e EA) e “pareamento” (Social
ou Etanol) como variaveis independentes e o modelo de distribuicdo como linear. O
teste de efeito revelou significancia de 0,003 para a variavel “pareamento” e
significancia de p<0,01 para a interagao “grupo” vs “pareamento”. A comparagao de

pares mostrou que o tempo gasto no compartimento pareado com etanol foi maior
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do que o tempo no lado pareado com o animal social. Na andlise da interagéo, a
comparacgao de pares foi estatisticamente significante para o pareamento “social” vs
“etanol” do grupo EA (p<0,001) e para o pareamento “etanol” entre os grupos CT e
EA (p<0,01), revelando que os animais enriquecidos passaram mais tempo do lado
pareado com etanol do que do lado pareado com a interagdo social. Além disso,
comparado ao grupo controle, os animais EA exibiram maior preferéncia pelo etanol.
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Figura 14. Efeitos do EA sobre preferéncia pela interacdo social (animal familiar) vs etanol. Delta (diferenca
entre o tempo gasto no compartimento pareado no dia do teste e no dia da habituagdo) da intera¢éo social familiar
e do etanol (2.0g/Kg). Duragdo do teste: 15 minutos. (n=10/grupo). Dados apresentados como média + EPM.
Andlise de GLzM de distribuigdo linear, com efeito de modelo significante para variavel “pareamento” e interagao
“grupo” vs “pareamento”. **p<0,01; ***p<0,001. Abrevia¢Ges: CS* hab compartimento pareado com estimulo
condicionado (do inglés conditioned stimulus) do dia da habituacdo, CS* teste, compartimento pareado com
estimulo condicionado (do inglés conditioned stimulus) do dia do teste; CT, controle;

5.1.4 Efeito da CBT sobre os efeitos recompensadores de estimulo social vs

etanol

O protocolo da CPP social vs etanol foi também empregado em animais
tratados com CBT por 31 dias no total (21 dias anterior a CPP + 10 dias durante a
CPP), a fim de estudar se a modulacéo oxitocinérgica influencia a preferéncia dos
efeitos recompensadores induzidos pelo estimulo social e/ou etanol. O modelo de

GLzM foi utilizado para analisar as diferencas estatisticas. Para execucdo do teste,



51

foram adotadas a variavel “delta” como variavel dependente e as variaveis “grupo” e
“‘pareamento” como variaveis independentes e o modelo de distribuigdo como linear.
O teste de efeito do modelo revelou tendéncia estatistica de 0,06 para a interacéo
“‘grupo” vs “pareamento”. A comparagdo de pares foi apenas estatisticamente
significante para o pareamento “social” vs “etanol” do grupo CBT (p=0,034), revelando
gue 0s animais desse grupo passaram mais tempo do lado pareado com etanol do

gue no lado pareado com a interagao social.
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Figura 15. Efeitos da CBT sobre preferéncia pela interagdo social vs etanol. Delta (diferenca entre o tempo
gasto no compartimento pareado no dia do teste e no dia da habituacao) da interagéo social e do etanol (2.0g/Kg),
para animais tratados com salina ou carbetocina (analogo de OT) Duracao do teste: 15 minutos. (n=10/grupo).
Dados apresentados como média =+ EPM. Andlise de GLzM de distribui¢éo linear, com efeito de modelo com
tendéncia significante para interacdo “grupo” vs “pareamento”. *p<0,05. Abrevia¢gbes: CS* hab compartimento
pareado com estimulo condicionado (do inglés conditioned stimulus) do dia da habituacdo, CS* teste,
compartimento pareado com estimulo condicionado (do inglés conditioned stimulus) do dia do teste; CT, controle;
EA, enriguecimento ambiental.

5.1.5 Efeitos do EA sobre comportamentos sociais

5.1.5.1 Efeitos do EA sobre o teste de interag&o social

O teste de interacdo social foi realizado para estudar os efeitos do ambiente
enriquecido sobre a sociabilidade dos animais. A ANOVA de uma via mostrou
diferencas para o fator “lado” (gaiola com animal X gaiola vazia) [F@,30= 11,57; p<0,01]
e para a interagao dos fatores “grupo” (CT e EA) e “lado” [F@,30= 6,68; p<0,05], mas

nao revelou diferencas significantes para o fator “grupo” [F1,30= 0,72; p= 0,40]. O teste
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post-hoc, apontou que o grupo EA passou mais tempo interagindo com a gaiola que
continha o animal social dentro, em relagéo a gaiola vazia. O grupo CT ndo apresentou
diferencas de exploracéo entre os lados. O Student’s t- test apontou que o grupo EA
apresentou maior razdo de interacdo social, comparado com CT [t= 3,49; p<0,01]. Ja
para a medida de atividade locomotora, o Student’s t- test mostrou menor distancia

percorrida dos animais enriquecidos, comparados com os controles [t= -2,49; p<0,05].
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Figura 16. Efeitos do EA sobre teste de interagao social. A) Tempo gasto interagindo com a gaiola vazia e com
o animal novo. Analise de ANOVA de uma via seguido de post hoc Tuckey. B) Razé&o da interagao social (tempo
gasto interagindo com gaiola com animal novo/tempo gasto interagindo com gaiola vazia). C) Atividade locomotora
na fase de habituagdo. Duracédo do teste: 10 minutos. (n=10/grupo). Dados apresentados como média + EPM.
Analise estatistica por Student’s t-test *p<0,05; **p<0,01. AbreviagGes: CT, controle; EA, enriquecimento ambiental.



53

5.1.5.2 Efeitos do EA sobre comportamento de dominancia social

O teste de qui-quadrado foi realizado para as variaveis dependentes “grupo”
(CT e EA) e “dominancia” (vitoria e derrota). O teste revelou o tamanho de efeito ¢ =
0,391 e p<0,001 entre o numero de vitdrias e derrotas dos grupos EA e CT. O grupo
enriquecido venceu aproximadamente 80% dos confrontos com os animais do grupo

CT.
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Figura 17. Efeitos do EA sobre teste do tubo de dominéncia social. NUmero de vitérias expresso em
percentagem. (n=10/grupo). Dados apresentados como percentagem em relacdo ao numero de confrontos (46
confrontos). Andlise de Qui-Quadrado com ¢ = 0,391. ***p<0,001. Abreviac¢des: CT, controle; EA, enriquecimento

ambiental.

5.1.6 Efeitos do EA sobre comportamentos relacionados a motivagao.
Para avaliar os efeitos do EA sobre comportamentos associados a
motivacéao, foi usado o teste de Food Enticing com algumas modificagdes. O
teste foi realizado com pellets de ragédo e com cereais Froot Loops® (alimento
altamente palatavel), separadamente. O Student’s t- test realizado para o teste
com os pellets de racdo ndo mostrou diferencas significantes entre 0s grupos
no tempo de exploracdo da caixa contendo os pellets [t= 0,50; p=0,62]. Ja o

Student’s t- test realizado para o protocolo do Froot Loops® apontou que 0s
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animais do grupo EA passaram menos tempo explorando a caixa com o cereal

em comparacgdo com o grupo CT [t= 4,25; p<0,001].
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Figura 18. Efeitos do EA sobre comportamento de motivagao por alimento comum e palatavel. A) Tempo
gasto explorando gaiola com pellets de racé@o, apos 24hs de jejum. B) Tempo gasto explorando gaiola com Froot
Loops®, sem periodo de privacdo alimentar. Duragdo do teste: 40 minutos. (n=10/grupo). Dados apresentados
como média + EPM. Andlise estatistica por Student’s t-test ***p<0,001. Abreviacdes: CT, controle; EA,
enriquecimento ambiental.

5.1.7 Efeitos do EA sobre comportamentos relacionados a exploracao,

locomocéo e ansiedade.

O teste da tabua de buracos foi usado para avaliar atividade exploratoria,
locomotora e comportamentos relacionados com ansiedade. O Student’s t- test foi
realizado para cada um dos seguintes parametros: a) nimero de buracos visitados [t=
-0,98; p= 0,34]; b) distéancia percorrida [t= 1,11; p= 0,28]; c) tempo gasto no
compartimento central [t=-0,29; p= 0,98]; d) tempo gasto no compartimento periférico
[t=-0,59; p= 0,56]; e) laténcia para entrar no compartimento central [t= 2,31; p<0,05];
f) frequéncia de entradas no compartimento central [t=-0,13; p= 0,90]; g) laténcia para
0 primeiro grooming [t= 2,72; p<0,05]. O teste estatistico mostrou que o grupo EA
apresentou menor laténcia para entrar no compartimento central e para o primeiro

grooming, comparado com o grupo CT, sem alteracfes nos demais parametros.
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Figura 19. Efeitos do EA sobre atividade exploratéria, locomogao e comportamento tipo-ansioso no teste
da tdbua de buracos. A) Nimero de buracos visitados. B) Distancia percorrida na caixa. C) Tempo gasto no
compartimento central. D) Tempo gasto no compartimento periférico. E) Laténcia para a entrada no compartimento
central. F) Frequéncia de entrada no compartimento central. G) Laténcia para o primeiro grooming. Duracdo do
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teste: 10 minutos. (n=10/grupo). Dados apresentados como média + EPM. Andlise estatistica por Student’s t-test
*p<0,05; **p<0,01. Abreviag¢Bes: CT, controle; EA, enriquecimento ambiental.

5.2 Resultados das analises bioquimicas

5.2.1 Efeitos do EA sobre ativagdo de PLC mediada por OTR no estriado

O teste de PLC foi realizado para medir a atividade celular mediada pela
ativacdo de OTR acoplado a proteina Ggq. O teste foi realizado utilizando 3 doses do
agonista OT (100 nM, 1uM e 10uM) de forma temporal. Foi realizada ANOVA de duas
vias com os fatores “grupo” (CT x EA) e “Tempo” (minutos em que a leitura foi
realizada). Para a dose de 100 nM, a ANOVA de duas vias mostrou diferencas para o
fator “grupo” [F,56) = 4,82; p<0,06] e fator “tempo” [Fs,56) = 22,76; p<0,001], mas néo
apontou diferencas significantes para a interacdo dos fatores “grupo” e “tempo”
[F.56)=0,61; p=0,71], sugerindo que o EA possui menor ativagao de PLC, comparado
com o CT, na dose de 100 nM de OT. Ja para as doses de 1uM e 10uM, a ANOVA de
duas vias revelou diferengas para o fator “tempo” [F,60= 15,60; p<0,001], [F(s.60)=
13,54; p<0,001], mas nao para o fator “grupo” [Fa.60= 2,98; p=0,08], [Fe0= 2,42;
p=0,12] nem para a interacéo entre os dois fatores [F,60)= 0,38; p=0,89], [F6.,60)= 0,19;
p=0,97], respectivamente.
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Figura 20. Efeitos do EA sobre ativagdo de PLC mediada por OTR no estriado. A) Dosagem temporal de PLC
apos tratamento com 100 nM de OT no estriado. B) Dosagem temporal de PLC ap6s tratamento com 1 uM de OT
no estriado. C) Dosagem temporal de PLC ap@s tratamento com 1 uM de OT no estriado. (h=6/grupo). Dados
apresentados como média + EPM. Andlise estatistica por ANOVA de duas vias. *p<0,05. Abrevia¢des: CT, controle;
EA, enriqguecimento ambiental; OT, oxitocina; PLC, fosfolipase C; RFU, unidade de fluorescéncia relativa.

5.2.2 Efeitos do EA sobre a expressdo génica de vasopressina (VP) e

receptores Vla, V1b, oxitocina (OT) e OTR no hipotalamo e estriado

Para estudar os efeitos do ambiente enriquecido sobre a expressao de mRNA
dos sistemas vasopressinérgico e oxitocinérgico no hipotalamo e estriado, foi
realizado o protocolo de PCR em tempo real. O Student’s t- test mostrou aumento da
expressdo de mRNA de OT no hipotalamo e de mMRNA de VP no estriado dos animais
do grupo EA, comparado com CT [t=2,530; p=0,052] e [t=4,349, p<0,05],
respectivamente. Ja a analise estatistica para o restante dos receptores ndo apontou

diferencas significantes.
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Figura 21. Efeitos do EA sobre a expresséo génica de vasopressina (VP) e receptores Vla, V1b, oxitocina
(OT) e OTR no hipotalamo A) Quantificacdo de receptor Vl1a de animais controle e EA. B) Quantificacdo de
receptor V1b de animais controle e EA. C) Quantificacdo de vasopressina de animais controle e EA. D)
Quantificacéo de receptor de oxitocina de animais controle e EA. E) Quantificagdo de oxitocina de animais controle
e EA. Os animais foram sacrificados depois de 21 no ambiente enriquecido. (n=4/grupo). Dados apresentados
como média + EPM. Andlise estatistica por Student’s t-test *p<0,05. Abreviacdes: CT, controle; EA, enriquecimento
ambiental; OT, oxitocina; OTR, receptor de oxitocina; VP, vasopressina; V1a, receptor de vasopressina do subtipo

1a; V1b, receptor de vasopressina do subtipo 1b.
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Figura 22. Efeitos do EA sobre a expresséo génica de vasopressina (VP) e receptores Vla, V1b,
oxitocina (OT) e OTR no estriado A) Quantificagdo de receptor Vl1a de animais controle e EA. B)
Quantificagédo de receptor V1b de animais controle e EA. C) Quantificagcdo de vasopressina de animais
controle e EA. D) Quantificacdo de receptor de oxitocina de animais controle e EA. E) Quantificacdo de
oxitocina de animais controle e EA. Os animais foram sacrificados depois de 21 no ambiente enriquecido.
(n=4/grupo). Dados apresentados como média + EPM. Analise estatistica por Student’s t-test *p<0,05.
AbreviagBes: CT, controle; EA, enriqguecimento ambiental; OT, oxitocina; OTR, receptor de oxitocina; VP,
vasopressina; V1a, receptor de vasopressina do subtipo 1a; V1b, receptor de vasopressina do subtipo 1b.

5.2.3 Andlise da resposta cruzada entre OT e VP e seus receptores Vla

e OTR, respectivamente, na liberacédo de Ca?*

O teste de liberacdo de Ca?*foi utilizado para medir eficacia e poténcia
da ligacao dos agonistas OT e VP em receptores de OT e Vla, na presenca e
auséncia dos respectivos antagonistas. Para isso, foram utilizadas células CHO
transfectadas com OTR e Vla, de maneira isolada. Para células tranfectadas

com OTR tratadas com OT, o ECsp foi de 7,8x10-9 e a porcentagem de Emax foi
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2.471. Quando os antagonistas OTR, Vl1a e V1b foram adicionados, houve
bloqueio da resposta, apresentando valores de Emax de 135162, 121+92 e
3841205, respectivamente. Quando as células contendo OTR foram tratadas
com VP, o valor de ECso apresentado foi de 1,7x10-10 e 0 Emax 672. ApOs
tratamento com os antagonistas, houve bloqueio da resposta apenas na
presenca de antagonista de OTR e Vla (Emax = 32+3 e 10818,
respectivamente). Ja com antagonista V1b, houve apenas um bloqueio parcial,
aprsentando ECso de 4,7x10-10 e Emax de 304+205.

Para as células transfectadas com receptores Vla tratadas com VP, o
ECso foi de 4,2x10-11 e Emax de 1145+9. Entretanto, quando os antagonistas
de OTR, Vla e V1b foram adicionados, apenas o antagonista de V1a foi capaz
de bloquear a ativagao de receptor (ECso= 4,2x101! e Emax= 698+46). Enquanto
o0 antagonista de V1b provocou um bloqueio parcial (ECso= 4,7x10% e
Emax=993199), 0 antagonista de OTR néo teve efeito em reduzir a liberacéo de
Ca?* (ECso= 8,8x10° e Emax=1176%80). Por outro lado, nessas células, o
tratamento com OT produziu um ECso de 1,2x10-9 e Emax de 1001+84. De forma
similar aos resultados anteriores, apenas o tratamento com antagonista de Vl1a
foi capaz de gerar um blogueio na resposta celular (ECso= 5,8x10°% e
Emax=142%26). Por outro lado, os antagonistas V1b e OTR n&o foram capazes
de impeder a resposta de liberacdo de Ca2+ (ECso= 4,7x10® € Emax= 993+99;
ECso= 6.0x108 e Emax= 826+172; respectivamente).
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Figura 23. Analise da resposta cruzada entre OT e VP na liberagdo de Ca?*. A) Células CHO
tranfectadas com OTR Ai) Tratamento com agonista OT e VP; Aii) Tratamento com OT na
presenca de antagonista OTR, Vl1a e V1b; Aiii) Tratamento com VP na presenga de
antagonista OTR, Vl1a e V1b. B) Células CHO tranfectadas com Vla. Bi) Tratamento com
agonista OT e VP; Bii) Tratamento com OT na presenga de antagonista OTR, V1a e V1b; Biii)
Tratamento com VP na presencga de antagonista OTR, V1a e V1b. Dados apresentados como

média + EPM.
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6 DISCUSSAO

Os efeitos recompensadores do estimulo social ndo foram capazes de reverter
0 aumento da preferéncia pelo etanol nos animais enriquecidos, apesar do aumento
da interac&o social promovida por esse ambiente. Esse efeito potencializador do EA
sobre a recompensa ao etanol aparenta ser um efeito etanol-direcionado, uma vez
que, frente a recompensas naturais de alto valor heddnico (Froot Loops®), o EA
atenuou o comportamento de busca. De forma muito interessante, o tratamento com
a carbetocina exibiu um padrdo de resposta semelhante ao EA em relacdo a
preferéncia pelo etanol vs social. De fato, como j& demonstrado anteriormente, a
oxitocina tem um papel relevante na recompensa ao etanol (Rae et al., 2018).

A diminuicdo da atividade locomotora em um ambiente novo (na fase de
habituacdo do teste de Crawley) e menor interacdo dos animais EA com os Froot
Loops®, comparado com os CTs, sugerem menor motivacao e resposta a novidade e
a estimulos hedbnicos, que sao aspectos criticos do processo de dependéncia
(Arenas et al., 2014; Sjoerd et al., 2014). A importancia desse teste reside no fato de
ser um teste motivacional que impede o animal de consumir o alimento adocicado,
reforcando o comportamento motivacional para obter o alimento. Talvez por esse
motivo, estudos que avaliaram a motivagdo de animais enriquecidos para consumir
alimentos adocicados encontraram nenhuma diferenca (Konkle et al., 2010) ou menor
preferéncia ap6s EA em ratos (Fernandez-Teruel et al., 2002). E interessante apontar
gue animais cronicamente estressados mostram aumento de ingestao de alimentos
doces (Ely et al., 1997). Em virtude do potencial ansiolitico do EA (Novaes et al, 2017),
€ plausivel supor que a menor motivacao possa estar relacionada a esse efeito.

No teste de food enticing foram utilizados dois métodos: no primeiro o animal
passou por 24 horas de privagéo alimentar e o teste foi realizado com os pellets. Neste
caso, os pellets representam uma recompensa primaria com alto valor reforgador, ja
gue o animal estava privado de alimento. No segundo método, 0s animais néo
passaram pelo jejum e foram testados com Froot Loops®, um cereal com alta
qguantidade de acucar (12g de acucares por porcao de 30g de cereal), considerado
um alimento palatavel. Conforme demonstrado previamente, o agucar tem alto valor
hedbdnico para os animais e é capaz de gerar CPP e consumo maior no teste de
preferéncia por sacarose (Papp et al., 1991; Pothion et al., 2004), por exemplo. Neste

caso, como 0s animais ndo estavam em jejum, o cereal pode ser considerado uma
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recompensa com baixo valor reforcador, mas com alto valor hedbnico. A
palatabilidade aumenta a ingestdo do alimento por mecanismos hedbdnicos que
prevalecem sobre necessidades caldricas (Guegan et al., 2013). Enquanto que no
primeiro teste os grupos ndo apresentaram diferencas na exploracdo da caixa de
arame contendo os pelletes, no segundo teste o grupo EA passou menos tempo
explorando a caixa de arame com Froot Loops® comparado com os CT. Isso sugere
uma menor motivacdo dos animais enriquecidos para obter a recompensa com maior
caracteristica palatavel e alto valor heddnico, quando nao esta associada a “fome”,
por exemplo. A DA é um dos responsaveis por mediar esse comportamento, uma vez
gue em animais com restricdo alimentar a DA aumenta o comportamento de busca
pelo alimento associado a pista, e diminui esse comportamento em ratos alimentados
ad libitum (Du Hoffmann e Nicola, 2016). Estudos sugerem que o EA reduz a funcao
de receptores dopaminérgicos D1 no cortex pré-frontal (Del Arco et al., 2007), reduz
a liberacdo de dopamina no cortex pré-frontal induzida por estresse (Segovia et al.,
2008), aumenta a internalizacdo de transportadores de DA no estriado (Kim et al.,
2016 e aumenta a liberacdo de dopamina induzida por anfetamina no NAc (Bowling
et al., 1993). Esses estudos sugerem uma modulacdo dopaminérgica induzida pelo
ambiente enriquecido. Seguindo essa linha, o0 aumento do consumo de comidas
palataveis esta associado com comportamentos de impulsividade, compulsao e perda
de controle, como observado em obesos (Guegan et al., 2013). Essas caracteristicas
também sdo observadas no processo de dependéncia, sugerindo que a menor
resposta apresentada pelo grupo EA é potencialmente protetora frente ao uso de
drogas de abuso.

Em relacdo a atividade locomotora, foi mostrado que animais enriguecidos
exploram menos ambientes novos, como no caso do campo aberto. Por exemplo,
Rueda (2017) mostrou que animais que passaram pelo enriquecimento de 1 semana
tiveram menor atividade locomotora no campo aberto. Entretanto, o padrdo de
exploracéo foi diferente dos controles, em que 0s EA no comeco do teste exploravam
mais e com o0 passar do tempo tinham a exploracdo decaida. Isso sugere um
processamento da novidade diferente, ou seja, existe a motivacao para a exploragéo
do ambiente novo, mas a passagem de novidade para familiarizacdo ocorre mais
rapidamente (de Carvalho et al., 2010; Hughes e Collins, 2010; Kobilo et al., 2013).

Em contrapartida, ndo foram encontradas diferencas entre 0s grupos no

namero de buracos visitados nem na locomocdo, que também podem ser
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interpretados como atividade exploratéria (Lister, 1990). E possivel que os buracos
oferecam estimulos novos aos animais enriquecidos, favorecendo a exploracdo desse
novo ambiente. Por outro lado, muitos autores atribuem os eventos observados na
caixa de buracos a comportamentos relacionados a ansiedade Casarubea et al., 2009;
Lister, 1990; Ohl et al., 2001). Neste caso, apesar do nimero de buracos visitados e
atividade exploratéria ndo apresentarem diferenca, o padrdo em que esses eventos
aconteceram foi diferente. Os animais EA tiveram menor laténcia para entrar na regiao
central e também para iniciar o primeiro grooming. Estes dois eventos estdo
relacionados com menor comportamento tipo-ansioso. Casarrubea et al. (2010)
discutem que o grooming acontece quando o animal esta com menor nivel de
ansiedade e esta envolvido no processo de familiarizacdo dele com o ambiente novo.
Dessa forma, a menor laténcia para grooming sugere que o animal enriquecido se
familiarizou com o0 ambiente novo de maneira mais rapida, levando a um menor estado
ansioso. Esses dados estdo em acordo com outros trabalhos que mostraram que o
enriguecimento promove efeitos ansioliticos, quando usado o teste de labirinto em
cruz elevado (Rae et al., 2018; Sampedro-Piquero et al., 2013).

O teste de interagcdo social apresentou resultados consistentes com a
modulacédo oxitocinérgica promovida pelo EA (Rae et al., 2018). Enquanto 0s animais
CT néo exibiram diferenca entre exploracéo do animal e da gaiola vazia, os animais
enriquecidos exploraram mais o lado com o animal novo do que o lado vazio. Esse
aumento de sociabilidade apresentado pelo grupo EA esta de acordo com outros
trabalhos que mostram que o ambiente enriquecido € capaz de aumentar o
comportamento social (Neal et al., 2018). A importancia do papel da OT nesse
processo (Onaka et al., 2012) corrobora a hipétese de que o EA aumenta a interacao
social por promover aumento de OT em regibes importantes para reconhecimento
social, como regides olfatérias e corticais. Inclusive, nossos dados mostraram um
aumento de OT no hipotalamo (Rae et al., 2018).

Além de o EA aumentar a interacdo social, os animais enriquecidos mostraram
maior comportamento de dominancia, representado pelo maior numero de vitérias
sobre animais CT, no tubo de dominancia social. Esse teste, relacionado com
comportamento social, reflete principalmente graus de agressividade e dominancia,
parametros que também sédo mediados pela OT (Timmer et al., 2011). Como a OT é
responsavel por modular o comportamento social, € possivel especular que a

formacao de aliancas sociais esteja positivamente correlacionada com o status social
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e vice-versa (Wang, 2014). Estudos prévios mostraram que animais dominantes
bebem menos que animais subordinados (Anacker et al., 2014), sugerindo que a
dominancia pode ter um efeito protetor em relagdo ao consumo de etanol,
possivelmente devido ao maior efeito ansiogénico causado pela submissao.

A OT regula o comportamento social diminuindo a ansiedade (e.g., neofobia) e
inibindo a agressividade causada pelo encontro com um individuo desconhecido,
permitindo que haja aumento do contato social e formacéao de lacos (Keverne e Curley,
2004). Uma vez que o contato € estabelecido, ocorre o aumento da liberacdo de OT
em regides relacionadas com reconhecimento do outro, como cortex visual e auditivo
em humanos e regides olfatérias (bulbo olfatério, cortex piriforme) em roedores (Oettl
et al., 2016). Como o contato social € recompensador, existe liberacdo de DA no NAc
e no estriado, reforcando a interacao social (Johnson e Young, 2015). Por exemplo,
ja foi demonstrado que durante a formacao de casais em roedores, a DA interage com
receptores do tipo D2, e uma vez que o par foi formado, os receptores do tipo D1 sao
mais ativados, mantendo a formacao do casal e mediando comportamento agressivo
em relacdo a estranhos do sexo oposto (Resendez e Aragona, 2013), que sera
discutido em mais detalhes adiante. Esse turnover na ativacédo de receptores D2 e D1
também ja foi descrita para psicoestimulantes, como a cocaina (Burkett e Young,
2012), ou seja, parece haver uma sobreposi¢ao dos efeitos da interagcdo social com
os das drogas de abuso no sistema de recompensa.

Uma literatura crescente tem mostrado os potenciais efeitos protetores da OT
sobre a dependéncia (para revisdo ver McGregor e Bowen, 2012). De um lado,
diversos autores apontam que a modulacado da via oxitocinérgica promove aumento
da recompensa social e fortalece as relacfes sociais. De fato, a auséncia de e/ou
interacdo social inadequada, s&o fatores de risco para o desenvolvimento da
dependéncia (Volkow et al., 2011). Aléem disso, devido a sobreposicdo das vias
oxitocinérgicas e da recompensa, o fortalecimento da recompensa social poderia levar
a diminuicdo da recompensa pela droga (Buisman-Pijiman et al., 2014). Do outro lado,
a OT pode ter efeitos diretos sobre aspectos da dependéncia relacionados ao etanol.
Ja foi demonstrado que a OT € capaz de modular a resposta reforcadora ao etanol,
no modelo de consumo, mais especificamente diminuindo a liberagéo de DA no NAc
promovida pela droga (Peters et al., 2017). Ja um experimento utilizando o modelo de
CPP, mostrou que inje¢cées do analogo de OT antes do condicionamento ao etanol

foram capazes de diminuir a aquisicdo e reinstalacdo e acelerar o processo de
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extingcdo, todos os eventos envolvendo superexpressédo de OTR no NAc (Bahi, 2015).
Bowen e colaboradores (2015) sugeriram que a OT é capaz de fisicamente bloquear
a ligacdo da molécula de etanol com os receptores GABAérgicos, principal sitio de
acao da droga diminuindo seus efeitos depressores.

Apesar da literatura citada acima, mostrando os efeitos protetores do sistema
oxitocinérgico sobre fatores de risco para a dependéncia (e.g. ansiedade, isolamento
social), e dos testes sociais no presente trabalho indicarem um aumento de
sociabilidade e dominancia social nos animais EA (potencialmente mediado por OT),
os resultados encontrados no teste de preferéncia condicionada a lugar (CPP) néo
indicaram esse caminho. Neste estudo, foram demonstradas as propriedades
recompensadoras tanto do etanol quanto da interacdo social, separadamente. Para
comparar o poder recompensador de ambos, confrontamos o poder recompensador
do etanol e social seguindo um procedimento de condicionamento concorrente, onde
o etanol foi pareado a um lado e a interacao social pareada ao lado oposto. Apesar
dessa concorréncia, o grupo EA continuou demonstrando maior preferéncia pelo
etanol do que pelo lado social. Em contrapartida, os animais do grupo CT néo
apresentaram diferencas significantes na preferéncia por nenhum dos estimulos.

O teste da CPP avalia efeitos de recompensa da droga, utilizando doses baixas
e poucas administracdes (i.e 2,0g/Kg; 4 injecdes em dias alternados). Koob (2009)
descreve esse teste como sendo correlacionado com o primeiro estagio da
dependéncia, também chamado por ele de antecipacao. Portanto, € possivel dizer que
a CPP mede a recompensa dada pelo contato inicial com a droga. Sabe-se que nos
primeiros contatos, o etanol é capaz de ativar o eixo HPA, levando a um estagio inicial
aversivo (Chester et al., 2014; Stewart e Grupp, 1989). Além disso, sabe-se que fazer
uso da bebida no contexto social (em inglés, social drinking) est4 associado ao
escalonamento do seu uso (Cruz et al., 2012; Osgood et al., 2013). Pelo fato de o
contexto social ser um diferencial no aumento do uso inicial do etanol, é possivel que
a OT esteja exercendo um papel na modulagéao desse efeito, apesar dos mecanismos
ainda ndo estarem esclarecidos. De fato, um estudo recente mostra que a OT néo so
aumenta o consumo inicial da nicotina, como alivia os efeitos aversivos e do tipo
ansioso provocados por ela, em camundongos (Lee et al., 2016). A analise dos
resultados dos testes sociais e da CPP no presente estudo, sugere que o efeito pro-
social causado pelo EA pode estar relacionado com a maior preferéncia pelo etanol

do que pela novidade social, possivelmente mediado pela OT.
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O grupo CT néo apresentou diferengas em relacé@o a preferéncia condicionada
tanto ao etanol quanto ao estimulo social. Esse resultado reforca a hipétese de que a
recompensa social pode competir com a recompensa causada pela droga, diminuindo
o valor da ultima (Sarnyai e Kovacs, 2014), e ressalta a importancia da intervencgao
social como tratamento e prevencdo da dependéncia quimica, conforme observado
em grupos de apoio de Narcoticos Anénimos (McGregor e Bowen, 2012), por
exemplo.

A fim de investigar se a OT de fato participa do efeito observado na CPP social
vs etanol do grupo EA, foi realizado o mesmo protocolo da CPP, em animais que
receberam carbetocina (CBT), um analogo da OT, por 21 dias. Os resultados foram
semelhantes aos dos animais EA, sugerindo a participacdo desse neuropeptideo na
resposta recompensadora ao etanol e a novidade social. De fato, o mesmo resultado
ja havia sido encontrado em nosso laboratorio, usando o modelo convencional de CPP
ao etanol, mostrando que a OT aumenta os efeitos recompensadores ao etanol (Rae
et al., 2018). Conforme demonstrado neste mesmo trabalho, injecGes repetidas de
CBT levam a diminuicdo de OTRs nas mesmas regides que o EA por 21 dias.
Portanto, é possivel discutir que a downregulation desses receptores nas regides
olfatorias e corticais esta envolvida com o aumento da preferéncia pelo etanol,
confrontada ou ndo com o estimulo social.

No presente estudo, a observacdo de um maior comportamento social e de
dominancia concomitante com a maior preferéncia pelo etanol do que pelo estimulo
social, pode parecer contraditério. Entretanto, existem modula¢des oxitocinérgicas e
dopaminérgicas que podem explicar o motivo pelo qual o etanol é mais
recompensador do que a novidade social neste contexto.

Duas vias oxitocinérgicas que se projetam para a via mesolimbica ja foram
descritas. A primeira foi descrita por Ddlen e colaboradores (2013) que demonstraram
gue neurdnios oxitocinérgicos enviam projecdes axonais do PVN para o NAc e que 0s
OTRs sao pré-sinapticos em sua maioria. Os autores nao descartam uma atividade
paracrina da OT nessa regido, apesar da existéncia das projecdes axonais. Ja Melis
e colaboradores (2007) descreveram uma segunda via que consiste em projecdes
axonicas do PVN para a area caudal da VTA. Neste caso, também existem neurénios
e receptores dopaminérgicos no PVN, que regulam a liberagédo de OT, fortalecendo a
ativacdo mesolimbica. Conforme j& foi discutido acima, os sistemas dopaminérgico e

oxitocinérgico interagem aumentando a recompensa a estimulos sociais e ja foi
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mostrado que a OT interage com o sistema dopaminérgico regulando a motivagéo
social (Johnson e Young, 2015). Estudos apontam que receptores D2 no estriado
ventral estdo envolvidos com recompensa a novidade social e, conforme a
familiarizagdo ocorre, receptores D1 sofrem up-regulation no estriado dorsal e
comecam a sinalizar a interacdo social com conspecificos desconhecidos como
aversiva (Tops et al., 2014). Portanto, existe uma transi¢cao de efeito de novidade para
familiarizacdo que € mediada pela interacdo de OT com DA no estriado dorsal.

A transicdo da recompensa a novidade para recompensa a familiarizacao
mediada por esses sistemas pode ser considerada protetora. Nesse sentido, a OT via
interacdo com o sistema dopaminérgico poderia facilitar a interacéo social (familiar) e
proteger contra o desenvolvimento da dependéncia ao etanol (novidade). A fim de
testar essa hipotese, foi realizada a CPP pareada com etanol de um lado e um animal
familiar do outro. O resultado foi 0 mesmo encontrado com a CPP feita com o animal
novo, sugerindo que mesmo que essas alteragdes moleculares ocorram, elas ndo sao
suficientes para se contraporem ao efeito recompensador do etanol. Além disso, como
0S animais enriguecidos ja possuem um aumento de estimulo social em seu ambiente,
o fator de novidade promovido pelos efeitos do etanol também pode contribuir para
sua preferéncia. Por outro lado, o fato de os animais controles ndo demostrarem
preferéncia por nenhum compartimento também pode estar relacionado com o fato de
gue tanto o estimulo social quanto o etanol se equiparam em termos de novidade e
competem pela preferéncia do animal de forma semelhante.

Uma teoria para o aumento da preferéncia pelo etanol em animais enriquecidos
€ de que o ambiente mais estimulador pode sensibilizar vias dopaminérgicas
mesolimbicas. De fato, ja foi previamente mostrado que animais que passaram pelo
EA apresentaram maior liberacdo de DA (Segovia et al., 2010) e menor atividade da
DAT no NAc (Zhu et al., 2005). O aumento de DA no NAc esta intrinsecamente
relacionada com recompensa as drogas de abuso (Volkow e Baler, 2014) e o proprio
etanol é capaz de aumentar as concentracdes de DA no NAc (Di Chiara e Imperato,
1985; Yoshimoto et al., 1992; Clarke et al., 2014). E plausivel supor uma exacerbagio
de atividade dopaminérgica mesolimbica induzida pelo EA e pelo etanol, aumentando
a recompensa pelo etanol.

A maioria das pessoas que experimentam drogas de abuso ndo se torna
dependente, por isso cabe discutir o que representa a CPP dentro do contexto do ciclo

da dependéncia. Os resultados encontrados na literatura referentes ao papel do EA e
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da OT em outros testes comportamentais relacionados a dependéncia tem apontado
um efeito protetor de ambos. No caso do EA, ja foi demonstrado que este € capaz de
impedir e reverter a sensibilizacdo comportamental (Rueda et al., 2012) e 0 consumo
de etanol (Marianno et al., 2017). Em relacdo a OT, King e colaboradores (2017)
mostraram que o tratamento com OT diminuiu a auto-administracdo de etanol e
reduziu a reinstalacéo de consumo de etanol induzida por pistas ambientais em ratos
dependentes (Hansson et al., 2018). Finalmente, um estudo clinico piloto usando
imagens de ressonancia magnética funcional em homens com um padréo de consumo
pesado de alcool mostrou que a ocitocina intranasal diminuiu a reatividade neural nas
redes cerebrais semelhantes aquelas detectadas em ratos dependentes e em
humanos com aumento de expressao do receptor de ocitocina (Hansson et al., 2018).
Resultados preliminares em nosso laboratério mostraram que esse peptideo € capaz
de reverter a sensibilizagdo comportamental ao etanol. O modelo de sensibilizacao
comportamental é usado para estudar mecanismos de neuroplasticidade envolvidos
no desenvolvimento da dependéncia (Berridge e Robinson, 2016). Ja o modelo de
consumo também é utilizado para estudar efeito refor¢cador de drogas de abuso e € o
gue mais se aproxima do comportamento humano, uma vez que o animal possui livre
acesso a droga (Bardo e Bevins, 2000). Cabe ressaltar que em protocolos de
sensibilizacdo ao etanol e de consumo voluntario ou de auto-administracao operante,
0 numero de exposi¢cdes a droga € substancialmente maior que no protocolo de
condicionamento. Além disso, a relacdo direta entre aumento de preferéncia pela
droga no protocolo de CPP e maior consumo e/ou sensibilizacdo se mostra
controversa (Green e Grahame, 2008). Por exemplo, animais expostos ao protocolo
de CPP ao etanol ou cocaina ndo apresentaram diferencas no nivel de sensibilizacéo
comportamental ao etanol (Pildervasser et al., 2014) ou a cocaina (Deroche et al.,
1999), respectivamente. Seguindo essa linha, um estudo comparando os efeitos de
pré-exposicao ao etanol sobre CPP, CPA e sensibilizagdo mostrou que ha dissociagao
entre sensibilizacdo e valor recompensador da droga. Neste estudo, o tratamento
prévio com o etanol ndo aumentou a preferéncia pela droga, mas foi capaz de atenuar
seu efeito aversivo (medido pela CPA), além de aumentar a sensibilizacao pelo etanol.
Portanto, o estudo sugere que o aumento do consumo de etanol estaria mais
relacionado com o aumento a tolerancia dos efeitos aversivos do etanol do que com

diferencas no valor recompensador dessa droga (Cunningham et al., 2002).
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Modelos animais se tornaram ferramentas Uteis no avanco de nossa
compreensao dos processos neurobiolégicos subjacentes a iniciagdo, manutencdao,
uso compulsivo e recaida ao uso de drogas na dependéncia em humanos. E
importante distinguir os modelos animais que sao usados para estudar a dependéncia.
Os modelos podem avaliar aspectos transitorios que medeiam a expressdo de
comportamentos relacionados com dependéncia ou mudancgas constitutivas de longa
duracéo produzidas pela droga determinantes na dependéncia.

Na CPP o animal experimenta o efeito de uma recompensa na presenca de um
conjunto de pistas. A CPP envolve a associacdo do tratamento de uma droga com
um compartimento particular de uma arena. Considera-se que um efeito de
"recompensa / reforco” se manifesta por um aumento relativo do tempo gasto no
compartimento na area que foi pareada com o tratamento. Dessa forma, a CPP reflete
um comportamento impulsionado pela busca de um lugar relacionado a um reforgcador
e depende de multiplos processos de aprendizagem (Huston et al, 2013). O paradigma
da CPP é uma ferramenta popular de triagem de drogas em modelos animais porque
€ um procedimento barato e eficiente e € util para avaliar o desenvolvimento de
adaptacdes comportamentais e neuroldgicas induzidas por drogas. A CPP difere de
estudos com consumo ou auto-administracao por se tratar de um modelo que avalia
um comportamento aprendido demonstrado por um condicionamento a um estimulo
gue pode ser recompensador (CPP) ou aversivo (CPA). Outras abordagens para
estudar o condicionamento instrumental na dependéncia incluem respostas operantes
(por exemplo, uma pressédo de alavanca) que conduzem a administracdo de uma
droga. Este procedimento de refor¢co positivo € denominado auto-administracdo. A
autoadministracdo é frequentemente usada para modelar dependéncia, pois se
assemelha mais a condigcdo humana em comparagcdo com uma droga que € fornecida
pelo experimentador. Portanto, vale ressaltar que os modelos de CPP e auto-
administracdo avaliam diferentes aspectos da recompensa (abordagem condicionada
versus resposta operante) (Scofield et al., 2016).

Baseado nisso, ndo é possivel afirmar que a preferéncia aumentada ao etanol
tanto causada pelo EA quanto pelo tratamento com CBT indiquem necessariamente
um risco aumentado de desenvolvimento de dependéncia. Levando em consideracao
o papel social de ambos os tratamentos, utilizar droga dentro de um contexto social
pode ser um fator protetor por si s6. Considerando que a maioria da populacdo vai

fazer uso de algum tipo de droga, especialmente do etanol, fazé-lo dentro de um grupo
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familiar pode limitar seu uso a esse contexto, prevenindo assim o abuso dessa droga,
que tende a acontecer quando o individuo se isola. Entretanto, vale a pena refletir
esse aspecto do aumento do efeito reforcador pelo EA e pela CBT. De fato, quando
ratos sao expostos repetidamente a um estimulo neutro que esta pareado a uma droga
(condicionado), o proprio estimulo pode provocar aumentos de DA e restabelecer a
autoadministracdo de drogas, em modelos de auto-administracdo de cocaina, por
exemplo (Phillips et al., 2003). A reinstalacdo de respostas induzidas por drogas,
estresse ou pistas associadas a drogas é um modelo valioso para avaliar o desejo
induzido por esses elementos em seres humanos em abstinéncia, 0os quais podem
apresentar recaidas ao consumo da droga. Nesse sentido, a exposi¢cdo a um ambiente
previamente associado a droga pode representar uma pista para recaida, devido ao
surgimento da memoéria dos efeitos reforcadores da droga. Portanto, assim como o
ambiente social e a CBT podem representar fatores positivos no tratamento e na
protecdo a dependéncia, como discutido anteriormente, vale o alerta de que
associacoes prolongadas e repetidas da droga com esses elementos podem também
representar fatores de risco.

Um conjunto de dados obtidos na literatura sugere que talvez o tratamento com
OT seja particularmente eficaz revertendo o refor¢co negativo causado pelo uso cronico
de drogas, incluindo diminuigéo da resposta a ansiedade (Morales-Rivera et al., 2014)
e aos efeitos emocionais negativos causados pela abstinéncia, abrangendo também
0 aspecto social (Zanos et al., 2014). Koob e Mason (2016) discutem que o farmaco
Otimo seria aquele que conseguisse impedir/reverter os efeitos dos sintomas que
levam ao refor¢co negativo, experimentados quando o individuo se encontra na
auséncia da droga. No fundo, segundo a teoria da dependéncia do Koob, o que
mantem os individuos presos no ciclo da dependéncia é o uso da droga para aliviar
sintomas negativos. Essa hipotese converge com o estudo do Cunningham e
colaboradores (2002), mostrando que o aumento do consumo de etanol se da pela
diminuicdo da aversdo e aumento dos efeitos de tolerancia a droga.

Ainda analisando os efeitos da oxitocina sobre comportamentos sociais e
relacionados ao uso de drogas de abuso, apesar de ambos serem modulados por
esse sistema, o papel desse peptideo parece ser antagbnico para cada caso. Por
exemplo, enquanto a formacéo de lacos sociais depende da liberacdo de dopamina
causada pela OT, a OT impede essa liberagdo frente a administracdo de etanol

(Pedersen, 2017). Em relacdo aos efeitos pré-sociais, a OT aumenta a liberacdo de
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dopamina no NAc, favorecendo a formagéo de lacos sociais (Lieberwirth e Wang,
2016). De fato, Peters e colaboradores (2016) mostraram que administracéo de etanol
(i.p.) aumenta a liberacdo de dopamina no NAc e que tratamento agudo com OT é
capaz de prevenir esse aumento. Ainda, é possivel especular que na presenca da
droga as concentragbes de oxitocina possam ser diferentes das concentragdes
alcancadas com a interacdo social, o que poderia levar a ativacdo de diferentes
classes de receptores de OT e resultar nesse efeito antagonico referente a liberacéo
de dopamina. Portanto, parece haver um ajuste fino entre os efeitos da OT sobre a
DA, no que tange seus efeitos protetores.

No presente estudo, verificamos que o efeito do EA sobre o sistema
oxitocinérgico pode prejudicar o papel desse peptideo frente ao valor recompensador
do etanol. O aumento e estimulo crénico desse sistema aparentemente nao
representou maior atividade intracelular induzida pela ativagcdo de OTRs. Em animais
enriquecidos, a ativagao de PLC no estriado foi menor do que nos animais controles,
sugerindo menor ativagao intracelular desencadeada pela estimulacdo de receptores
acoplados a proteina Gq. Estudos apontam que a ativacdo desses receptores se da
em concentracfes muito inferiores de OT quando comparado a OTRs acoplados a
proteina Gi (Grinevich et al., 2016). Considerando que 0s animais do grupo EA
possuem concentracées maiores de OT no hipotdlamo (Rae et al, 2018), é possivel
especular que em concentracdes acima do fisioldégico haja uma transferéncia de
afinidade de Gq para Gi, favorecendo a ativacao de receptores acoplados a proteina
Gi, a exemplo do que acontece com os receptores D1 e D2 (Dreyer et al., 2010).

Os resultados de expressado génica apontaram que nado ha diferencas entre as
concentracbes de mRNA de receptores de OT e VP entre animais controles e
enriquecidos. Receptores sdo estruturas altamente complexas e com mecanismos de
regulacdo mais refinados comparados a liberacdo de neuropeptidios. A ativacao de
receptor pode induzir internalizacdo, degradacao ou reciclagem. Isso impede que haja
super ativagdo do receptor e descompensacdo da resposta celular. Além disso, o
sistema de reciclagem de receptores permite que a célula gaste menos energia, pois
impede a ativacdo do receptor e consegue devolver 0 mesmo receptor para a
superficie, ndo sendo necessaria a sintese de um novo receptor. Ainda, o tempo
necessario para diferentes tipos de receptores serem ativados e/ou reciclados,
permite que a modulagéo dos diferentes sistemas varie. Isso pode ser util no caso de

sistemas muito parecidos, como o da OT e VP.
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Ja em relacdo as concentrag6es de mRNA dos peptideos, 0s animais do grupo
EA apresentaram maior concentracdo de OT no hipotdlamo, corroborando com os
resultados anteriores (Rae et al., 2018). Isso sugere que o aumento desse peptideo
se da por aumento na sua sintese e ndo por diminuicdo na sua degradacéo, por
exemplo.

No caso da VP, foi observado aumento de mRNA no estriado. Infelizmente, o
namero de trabalhos que estudam esse peptideo nessa regido é escasso. A maioria
dos trabalhos apontam para a importancia da VP em regides ligadas ao estresse,
como amigdala, hipotalamo e BNST (Harper et al., 2018). Entretanto, Rodriguez-
Borrero e colaboradores (2010) mostraram que o bloqueio de receptores V1a no NAc
inibia a preferéncia por cocaina enquanto que a ativacdo desse mesmo receptor
aumentava a preferéncia pela droga. Resultados semelhantes também foram
demonstrados para metanfetamina (Everett et al., 2018). Ainda, foi mostrado que o
tratamento com morfina aumenta a concentracéo de VP no estriado e que a inibicéo
de receptor V1b no estriado bloqueia o desenvolvimento da CPP (Bates et al., 2018).
Portanto, esses estudos sugerem um papel relevante da VP na preferéncia
condicionada a drogas de abuso.

Ja foi bem estudada a relagdo cruzada entre OT e VP e seus respectivos
receptores. A maioria dos estudos realizou ensaios que medem fosfato de inositol e
adenilato ciclase como meio de medir atividade celular mediada pela ativacdo dos
receptores acoplados as proteinas Gq € Gi, respectivamente, por ambos os peptideos.
O resultado mais recorrente € o de que a VP é capaz de ativar OTRs de forma mais
eficaz que a OT ativando receptores V1a (Chini et al., 1995; Derick et al., 2002;
Manning et al., 2012). A fim avaliar a possivel inter-relacéo entre esses sistemas sobre
a ativacdo de OTR e Vla acoplados a proteina Gq foi realizado o teste de liberacdo
de Ca?* intracelular na presenca e auséncia dos antagonistas. Os resultados desse
teste revelaram que a OT € capaz de ativar os receptores Vla com eficacia
semelhante a prépria VP, uma vez que os valores de Emax S80 muito proximos. No
caso da VP, o Emax da VP em relagéao ao receptor de OT corresponde a 1/5 do Emax
da OT em relacao ao seu receptor, indicando uma eficacia bem menor da VP sobre o
OTR. Isso sugere uma ligacdo cruzada entre OT e VP. Inclusive, foram relatadas
respostas comportamentais da OT sobre receptores de VP, como no caso da

liberacdo de feromoénios em hamsters (flank marking) (Albers e Bamshad, 1998) e na
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melhora de sintomas associados ao autismo em animais knockout para o gene de
OTR (Sala et al., 2011).

Avaliando os efeitos dos antagonistas, todos eles foram capazes de inibir a
ativacdo do OTR na presenca de OT. O mesmo ndo aconteceu com 0s receptores
V1a na presenca de VP. Isso sugere que apesar de semelhancas entre os receptores,
existem diferencas de afinidade e ligacao tanto de agonistas como de antagonistas.
Além disso, os resultados permitem observar a ndo especificidade dos antagonistas,
o que dificulta estudos sobre esses sistemas. O desenvolvimento de antagonistas
especificos se faz necessério para que possamos elucidar o papel e efeitos da OT e
VP de maneira mais eficaz e isolada.

Esses resultados evidenciam a complexidade da ativacdo desses sistemas, 0
que pode explicar os diferentes efeitos comportamentais resultantes da ativacao
oxitocinérgica e vasopressinérgica, além de sugerir que ndo € possivel excluir
totalmente a possibilidade de que a conversa cruzada entre esses peptideos ocorra.

Entretanto, € valido ressaltar que o modelo celular, apesar de muito Util para
estudar a farmacodinamica de receptores, ndo consegue mimetizar a complexidade
de um sistema in vivo. Diversos fatores contribuem para a ativacéo dos receptores de
OT e VP, incluindo o numero de receptores disponiveis, localizacdo de receptores e a
concentracgéo liberada do agonista. De acordo com Busnelli e Chini (2018) e Grinevich
e colaboradores (2016), em estado basal, ou seja, na auséncia de estimulos que
possam alterar as concentracoes fisioldgicas de OT e VT, dificilmente esses peptideos
atingiriam concentracdes necessarias para que haja ativagédo cruzada. Ou seja, para
que isso ocorra, geralmente o sistema precisaria ser manipulado, seja por via
farmacoldgica ou modula¢cdes ambientais intensas. Outro dado que converge com
essa informagéo € a de que a OT sO é capaz de ativar receptores V1a em animais
knockout para OTR, ou seja, em uma situacdo nao fisiologica (Sala et al., 2011).

De maneira geral, & necessario ter cautela ao analisar os dados obtidos até o
momento em relagdo a interacdo entre esses dois sistemas. Claramente, a alta
complexidade com a qual eles se complementam ainda precisa ser objeto de estudo

para que conclusdes mais precisas possam ser obtidas e aplicadas a farmacologia.



76

7 CONCLUSOES

Os dados obtidos através desse trabalham permitem que se conclua que o EA
promove um aumento da preferéncia condicionada ao etanol, mesmo frente a
recompensa social. O EA também promove aumento de comportamentos sociais
(interacdo e dominancia) e diminui a motivacéo pela busca de alimentos palataveis.
Além disso, o EA provoca modificagdes bioguimicas, como aumento da expressao
génica de VP no estriado e de OT no hipotdlamo e diminui¢cdo da resposta de OTRs
no estriado.

Por fim, também foi mostrada a interacdo cruzada entre os sistemas de OT e

VP, in vitro, através do teste de liberacdo de Ca?"*.
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