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RESUMO

O femproporex (FEN) foi o medicamento mais utilizado no tratamento da obesidade
no Brasil. Durante o uso, relatos clinicos indicam que mulheres foram hospitalizadas,
bem como apresentaram ansiedade, agitagcéo, palpitagdes e insénia. Esses efeitos
colaterais sao atribuidos a metabolizagdo do FEN em anfetamina, a qual apresenta
potencial para o desenvolvimento de TUS (transtorno por uso de substéncia), com
predisposi¢ao a individuos portadores de transtornos psiquiatricos como o transtorno
por déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH). Considerando a linhagem ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) como modelo animal padrao-ouro no estudo do
TDAH e a SHR.LEW-(D4Rat76 — D4Mgh11) (SLA16) que apresenta endofenotipos de
desse transtorno ainda mais exacerbados, o presente trabalho avaliou os efeitos do
FEN sobre o comportamento heddnico e psicomotor de ratas dessas linhagens. Nosso
primeiro bloco experimental avaliou durante o tratamento repetido de FEN (4 mg/kg)
a preferéncia por local condicionado (PLC), o comportamento emocional e motor, a
regulacado da tirosina hidroxilase (TH) e dos receptores dopaminérgicos tipo 1 e 2
(respectivamente, DRD1 e DRD2) no nucleo accumbens (NAc). Observamos que:
SHR e SLA16 em estado livre de droga nao apresentaram preferéncia aos
compartimentos do PLC; SHR e SLA16 apresentaram PLC induzida por FEN e que o
condicionamento ocorreu mais rapidamente na linhagem SLA16; o FEN promoveu
maior emocionalidade no campo aberto (CA), mas ndo no labirinto em cruz elevado
(LCE); no NAc o FEN aumentou a quantidade de TH e diminuiu a quantidade de
DRD2, sem diferenga entre linhagens; o FEN n&o alterou a quantidade de DRD1 no
NAc das linhagens, mas foi menor nos SLA16. No segundo bloco experimental
avaliamos o comportamento das ratas SHR e SLA16 15min apés uma dose e 22+1h
apdés uma dose de FEN. Observou-se: no teste de CA que as doses unicas foram
capazes de modificar os comportamentos de exploragao central, grooming, sniffing e
movimentos verticais e que as linhagens responderam distintamente a alguns
parametros analisados, assim como na 15min apds a dose houve diminuicdo na
locomocdo e na aceleracdo de ratas SLA16; no LCE nenhuma diferenca foi
constatada. Por fim, um terceiro bloco experimental avaliou locomocao, peso,
defecagédo e consumo de ragao e agua de ratas SHR e SLA16 que receberam FEN.
Nesse observamos que: o FEN nao modificou o peso dos animais, o consumo de agua
e ragdo, assim como, ndo houve diferenga entre linhagens; na caixa de atividade o
FEN aumentou a locomocg¢ao apds a administracdo de uma dose, e produziu resposta
locomotora distinta entre as linhagens durante doses repetidas; o FEN diminuiu a
defecacdo dos animais na caixa de atividade locomotora mesmo apds uma unica
dose. Concluimos que, em experimentos curtos, o FEN & capaz de promover
alteragdes comportamentais sem perda de peso e modificacdo do consumo em ratas
SHR e SLA16, e que as ratas das linhagens apresentaram respostas distintas aos
parametros comportamentais analisados.

Palavras-chave: fenproporex; TDAH; TUS; ratos; comportamento; nucleo acumbens



ABSTRACT

Fenproporex (FEN) was the drug most used to treat obesity in Brazil. During use,
clinical reports indicate that women have been hospitalized, as well as experiencing
anxiety, agitation, palpitations and insomnia. These side effects are attributed to the
metabolization of FEN into amphetamine, which has the potential to develop SUD
(substance use disorder), predisposing individuals to psychiatric disorders such as
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD). Considering the spontaneously
hypertensive rat (SHR) strain as the gold standard animal model for studying ADHD
and the SHR.LEW-(D4Rat76 - D4Mgh11) (SLA16) strain, which has even more
exacerbated endophenotypes of this disorder, the present study evaluated the effects
of FEN on the hedonic and psychomotor behavior of rats from these strains. Our first
experimental block assessed conditioned place preference (PLC), emotional and
motor behavior, the regulation of tyrosine hydroxylase (TH) and type 1 and 2 dopamine
receptors (DRD1 and DRD2, respectively) in the nucleus accumbens (NAc) during
repeated FEN treatment (4 mg/kg). We observed that: SHR and SLA16 in a drug-free
state showed no preference for PLC compartments; SHR and SLA16 showed FEN-
induced PLC and that conditioning occurred more rapidly in the SLA16 strain; FEN
promoted greater emotionality in the open field (AC), but not in the elevated cross maze
(ECM); in the NAc, FEN increased the amount of TH and decreased the amount of
DRD2, with no difference between strains; FEN did not alter the amount of DRD1 in
the NAc of the strains, but it was lower in the SLA16. In the second experimental block,
we assessed the behavior of SHR and SLA16 rats 15 minutes after a dose and 22+1
hours after a dose of FEN. It was observed: in the CA test that single doses were able
to modify the behaviors of central exploration, grooming, sniffing and vertical
movements and that the strains responded differently to some of the parameters
analyzed, as well as at 15 minutes after the dose there was a decrease in locomotion
and acceleration in SLA16 rats; in the LCE no difference was observed. Finally, a third
experimental block evaluated locomotion, weight, defecation and consumption of food
and water in SHR and SLA16 rats given FEN. In this, we observed that: FEN did not
modify the animals' weight, water and feed consumption, nor was there any difference
between the strains; in the activity box, FEN increased locomotion after the
administration of one dose, and produced a distinct locomotor response between the
strains during repeated doses; FEN decreased the defecation of the animals in the
locomotor activity box even after a single dose. We conclude that, in short experiments,
FEN is capable of promoting behavioral changes without weight loss and changes in
consumption in SHR and SLA16 rats, and that the rats of the strains showed different
responses to the behavioral parameters analyzed.

Keywords: fenproporex; ADHD; SUD; rats; behavior; nucleus accumbens
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1 INTRODUGAO

1.1 PROBLEMATIZACAO

Segundo a Organizagao Mundial da Saude, o sobrepeso e a obesidade séo
condi¢cdes evitaveis que aumentam os riscos a saude de um individuo devido ao
acumulo anormal ou excessivo de gordura (RYAN et al., 2021). Desde 1975, a
prevaléncia destas condi¢gdes quase triplicou e continua a aumentar em todo o mundo
(BOUTARI; MANTZOROS; 2022; RYAN et al., 2021; SCHETZ et al., 2019). Grandes
estudos de coorte na populagdo em geral demonstraram um risco aumentado de
desenvolvimento de comorbidades em individuos obesos (FIELD et al., 2001; LENZ;
RICHTWER; MUHLHAUSEL, 2009). Nas mulheres, o estigma social, os disturbios da
imagem corporal e a discriminagao podem promover e agravar o desenvolvimento de
comorbidades, especialmente as neuropsiquiatricas (AZARBAD; GONDER-
FREDERICK, 2010; NAPPO et al., 2002).

O objetivo clinico do tratamento de individuos com sobrepeso e obesidade é
reduzir o peso e os fatores de risco por meio de mudangas comportamentais, dieta
nutricional e atividade fisica, com ou sem farmacoterapia ou cirurgia bariatrica
(AZARBAD; GONDER-FREDERICK, 2010; GADDE; MARTIN; BERTHOUD, 2018;
HEYMSFIELD; WADDEN, 2017). Para apoiar esse processo, as estratégias
farmacéuticas utilizadas incluem inibidores de apetite que atuam na termogénese,
saciedade, absor¢ao e metabolismo da gordura (BRAY, 1999). No entanto, existe uma
preocupagcao significativa por parte das autoridades reguladoras em relacao a eficacia
e a seguranga destes medicamentos, uma vez que foi relatado que o uso destas
substancias aumenta a incidéncia de disturbios comportamentais, abuso e
dependéncia (CROLS et al., 1993; HADLER, 1972; PELISSIER-ALICOT et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2002), particularmente em individuos geneticamente suscetiveis
(AGRAWAL; LYNSKEY, 2008; TSUANG et al., 1996) e pessoas com disturbios
neuropsiquiatricos (MCKETIN et al., 2019; SARA et al., 2015).

Dentre esses medicamentos para anorexia, o fenproporex (FEN),
quimicamente conhecido como () N-2-cianoetilanfetamina, € o segundo mais
utilizado no tratamento da obesidade em todo o mundo. (COHEN, 2009). Embora o
FEN tenha sido desenvolvido para suprimir o apetite sem ter efeitos estimulantes,

relatos clinicos indicam que mulheres foram hospitalizadas e apresentaram sintomas
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como ansiedade, agitagao, palpitagdes e insbnia apos seu uso (COHEN, 2009;
NAPPO et al., 2002; PELISSIER-ALICOT et al., 2006; SMITH; COHEN, 2010). Esses
efeitos colaterais tém sido atribuidos a metabolizacdo do FEN em anfetamina (33 a
66%) (PAUMGARTTEN, PEREIRA, DE OLIVEIRA, 2016), que inibe a recaptagao de
dopamina (DA) e estimula a liberagdo neuronal de noradrenalina (NA) e DA no
Sistema Nervoso Central (SNC) (COUTTS et al., 1986; STACESCU et al., 2020).

De fato, estudos experimentais demonstraram que a administragdo de FEN
intraperitoneal (i.p.) em ratos resulta em altas concentragcbes de anfetaminas no
cérebro apds 5min, cujo pico é alcangado apds 15min (COUTTS et al., 1986). Além
disso, demonstrou-se que o FEN (i.p.) em ratos jovens e adultos jovens altera a
atividade da acetilcolinesterase (TEODORAK et al., 2015) e da Na*, K-ATPase*
(REZIN et al. 2014), bem como o metabolismo energético no SNC (REZIN et al.,
2011). No entanto, resta saber se a exposicao repetida ao FEN pode atuar no circuito
de recompensa cerebral (via mesolimbica) de modo a promover o desenvolvimento
de comportamentos hedbnicos (prazerosos), de busca, agitacdo psicomotora e
sensibilizacdo comportamental (AGRAWAL; LYNSKEY, 2008; ROBINSON;
BERRIDGE, 2001; TSUANG et al., 1996). Faz-se necessario mais estudos
controlados para essa avaliagdo uma vez que o uso de anfetaminas aumenta
significativamente a liberacdo de DA da area tegmentar ventral do mesencéfalo (VTA)
para o nucleo acumbens (NAc), promovendo efeitos heddnicos positivos.

O wuso repetido de drogas psicoativas pode estar associado a
dessensibilizagao do circuito de recompensa do cérebro e ao estabelecimento de um
comportamento de adicdo (IVANOV et al., 2022). Apesar da exposi¢cao repetida
promover o surgimento de transtorno por uso de substancia (TUS), a suscetibilidade
ao desenvolvimento da dependéncia parece ser aumentada em individuos portadores
de transtornos psiquiatricos, uma vez que ha desarranjos preexistentes, estruturais e
funcionais, no sistema de recompensa encefalico (GIGLIOTTI; GUIMARAES, 2017).
Por exemplo, a Federacdo Mundial de transtorno por déficit de atencdo e
hiperatividade (TDAH), relata que os individuos portadores de TDAH tém um risco
50% maior de desenvolver um TUS do que aqueles que nao séo afetados (FARAONE
et al., 2021). Uma hipotese é que a busca por substancias psicoativas aumenta a
liberacdo de DA, a qual normalmente esta diminuida no TDAH, e pode proporcionar
alivio dos sintomas de desatencado e hiperatividade (BIEDERMAN et al., 1995). No

entanto, a patogénese das comorbidades em transtornos psiquiatricos como TDAH e
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TUS permanece em grande parte desconhecida, fazendo-se necessario mais estudos
em modelos animais (VENDRUSCOLO; I1ZIDIO; TAKAHASHI, 2009).

Nesse sentido, o Laboratorio de Genética do Comportamento da Universidade
Federal de Santa Catarina (LGC/UFSC), possui modelos animais promissores no
estudo do potencial aditivo de compostos quimicos e a sua inter-relagédo com o TDAH,
as linhagens isogénicas de ratos SHR e SLA16 (GRANZOTTO, 2016;
VENDRUSCOLO; 1ZIDIO; TAKAHASHI, 2009; VENDRUSCOLO et al., 2008). A
linhagem de ratos SHR representa atualmente o melhor modelo animal de TDAH
validado, pois mimetiza os sintomas de desatencéo (atencéo sustentada prejudicada),
hiperatividade e impulsividade (MILLER et al., 2019; BORGA JOHANSEN et al., 2005;
VOLKOW et al., 2009), bem como apresenta diminuicao desses sintomas apds o uso
de medicacao estimulante como o metilfenidato (MYERS; MUSTY; HENDLEY, 1982;
SAGVOLDEN; XU, 2008; SAGVOLDEN et al. 2009; WULTZ et al., 1990). Além do
perfil comportamental caracteristico da linhagem foi observada uma redugédo da
liberacdo de DA no cortex pré-frontal e no NAc (RUSSELL, 2003a, 2003b) e uma
suprarregulacao dos receptores de DA no NAc (REGAN; WILLIAMS; VORHEES,
2022), o que a torna um modelo interessante para o estudo de TUS em comorbidade
com o TDAH. Em estudos anteriores do LGC/UFSC observou-se que a linhagem SHR
apresenta uma base genética de elevada sensibilidade a psicoestimulantes, opiaceos,
canabindides e etanol, sendo que fémeas demonstraram maior sensibilidade a
psicoestimulantes e consomem voluntariamente maior quantidade de solugcdo de
etanol do que machos (ANJOS et al, 2022; PANDOLFO et al., 2009;
VENDRUSCOLO; IZIDIO; TAKAHASHI, 2009).

Porém, em termos de analogia e homologia dos comportamentos com o
TDAH apresentados pela linhagem SHR, a linhagem SLA16 do LGC/UFSC apresenta
maior reatividade motora ao longo da vida (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et
al., 2014; GRANZOTTO, 2022; PERTILE et al., 2017), déficit de aprendizagem
(ANSELMI et al., 2016; VELAZQUEZ et al., 2019) e maior tomada de riscos em areas
aversivas dos aparatos, o que pode ser tomado como diminuigdo da emocionalidade
e/ou impulsividade (RAMOS et al, 2023). Nesse sentido, a hiper-reatividade motora e
o comportamento impulsivo (BAILEY, 2023) podem prever um desequilibrio de
receptores dopaminérgico no NAc (estriado ventral) (KRAMER et al., 2011; REGAN;
WILLIAMS; VORHEES, 2022) que como resultado podem promover um
comportamento de adigdo (BEVINS; KLEBAUR; BARDO, 1997; FOLL et al., 2009;
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HOOKS et al., 1992; TU et al., 2019; YATES et al., 2012). A linhagem SLA16 também
apresenta sensibilidade aumentada ao tratamento nos circuitos neurais
dopaminérgicos, apesar de ndo se conhecer a regiéo sensibilizada (PERTILE et al.,
2017). Todos estes fatores apontam a uma propensdo do desenvolvimento de
comportamentos aditivos, uma vez que a intensidade dos sintomas de pacientes com
TDAH parece estar diretamente relacionada ao consumo de drogas que promovam a
liberacdo de DA e consequente alivio dos sintomas (OHLMEIER et al., 2008;
RASMUSSEN; LEVANDER, 2009).

O estudo combinado das linhagens SHR e SLA16 ainda oferece a
possibilidade de avaliar uma regiao gendémica diferencial (RGD) especifica do
cromossomo 4 (Chr4), uma vez que a linhagem SLA16 apresenta exatamente o
mesmo gendtipo da linhagem SHR, com excegéo de alelos da RGD do Chr4 (locus
Anxrr16, Anxiety-related response region 16) que € da linhagem de ratos doadora
Lewis (LEW). Em ratos o Chr4 esta relacionado ao consumo e abuso de etanol
(ANJOS et al., 2022; CARR et al., 2007; I1ZIDIO et al., 2011; SPENCE et al., 2018),
sensibilizacdo e dependéncia a cocaina (ENOCH et al.,, 2012; VENDRUSCULO;
IZIDIO; TAKAHASHI, 2009) e disturbios neuropsiquiatricos (ANSELMI et al., 2016; DE
MEDEIROS et al., 2014; PREDIGER et al., 2018). Foi visualizado ainda que a
expressao de genes do Chr4 no NAc foi diferente entre fémeas muito e pouco
bebedoras de ratos (SPENCE et al., 2018), o que tem sido presenciado também em
humanos (DEAK et al., 2019; DICK; AGRAWAL, 2008). Uma vez que essas linhagens
isogénicas de ratos estdo submetidas aos mesmos controles ambientais e de manejo,
esse modelo genético unico de ratos permite avaliar a influéncia do locus Anxrr16 no
Chr4 em um possivel comportamento aditivo.

Dentro deste contexto surgem as seguintes questdes cientificas: a) O
tratamento repetido de FEN promove preferéncia condicionada de lugar (PLC) e
modifica a expressao dos receptores dopaminérgicos do tipo 1 (DRD1) e do tipo 2
(DRD2) no NAc, distintamente em ratas SHR e SLA167?; b) Considerando a diferencga
genética das linhagens SHR e SLA16 (locus Anxrr16), uma unica dose de FEN sera
capaz de promover mudancas comportamentais distintamente em ratas SHR e
SLA167; c) A locomogao e as medidas fisiolégicas de peso, defecagao, consumo de
agua e ragao serao distintas entre fémeas das linhagens de ratos SHR e SLA16, que

receberem a administragdo de FEN?
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1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Transtorno do Déficit de Atengao e Hiperatividade (TDAH)

1.2.1.1 Dados epidemiologicos

O TDAH é uma das condi¢des psiquiatricas mais comuns e desafiadoras
observadas em criangas e adolescentes. E mais habitualmente diagnosticada em
meninos do que em meninas, e acredita-se que a prevaléncia global entre pessoas
com menos de 18 anos de idade seja de 5,6 a 7,2% (POLANCZYK et al., 2007;
THOMAS et al.,, 2015). Estima-se que pelo menos algumas dessas criangas ou
adolescentes continuardo a apresentar sintomas ou serédo diagnosticados com este
transtorno também na idade adulta (FAYYAD et al., 2017; SIMON et al., 2009).

A prevaléncia do TDAH em criangas e adolescentes possui estimativa distinta
em diferentes paises e culturas (SKOUNTI et al., 2007). Por exemplo, foi observado
em criangcas e adolescentes, uma prevaléncia de TDAH de 6,1% na Alemanha
(BACHMANN et al., 2017), de 6,3% na india (CHAUHAN et al., 2022), de 6,4 a 7,5%
(area urbana e rural, respectivamente) na China (LIU et al., 2018; PANG et al., 2021)
e de 9,4% nos Estados Unidos (DANIELSON et al.,, 2018). Para além das
caracteristicas e especificidades regionais, essa variagao na prevaléncia €, em grande
parte, atribuida a diversidade de metodologias utilizadas na delimitagdo da populagéo
investigada e no estabelecimento dos critérios diagndsticos (CARDO et al., 2011;
GUARDIOLA et al, 2000; KIM et al., 2020; POLANCZYK et al, 2007,
VASCONCELOQOS et al., 2003). Por exemplo, em um contexto internacional, estudos
que adotaram os critérios do V Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V) para o diagnéstico de TDAH apresentaram um numero maior de
pessoas sendo diagnosticadas do que nas edigdes anteriores (GHANIZADEH, 2013;
KIM et al., 2020). No Brasil, infelizmente, pesquisas sobre a prevaléncia do TDAH tém-
se apresentado insuficientes, uma vez que nao ha estudos abrangentes que
contemplem amostras representativas de toda a populagdo, mas sim levantamentos
isolados em escolas ou comunidades especificas. Nesse sentido, Fontana e
colaboradores (2007), juntamente a professores e pais, realizaram triagens
diagndsticas em 461 alunos, de 6 a 12 anos, em quatro escolas publicas do Rio de

Janeiro utilizando a DSM-IV, onde uma prevaléncia de 13% de TDAH foi constatada.
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Ja Oliveira e colaboradores (2016) analisaram 265 criangas e adolescentes, entre 10
a 17 anos, utilizando os critérios diagndsticos da DSM-V em uma escola publica de
Salvador, onde observaram uma prevaléncia do transtorno de 16,6%. Estas
estimativas vao ao encontro de outros relatérios internacionais, onde a prevaléncia de
TDAH mostrou ser particularmente elevada em paises da América do Sul (SINGH et
al., 2013). Estes dados indicam uma elevada prevaléncia mundial e regional, o que
explica, ao menos em parte, o grande interesse da comunidade cientifica e dos
profissionais de saude em estudar este transtorno utilizando diferentes abordagens.
Diferencas na prevaléncia também tém sido observadas em relagao ao sexo,
dependendo dos critérios e ferramentas metodoldgicas utilizadas para diagnosticar o
transtorno (CARDO et al., 2011; WASCHBUSCH; KING, 2006). Embora a incidéncia
de TDAH em meninas tem aumentado consistentemente nos ultimos anos (BOYLE et
al., 2011), é provavel que as mulheres com TDAH tenham sido subdiagnosticadas
durante muitos anos devido ao menor numero de critérios existentes nos instrumentos
de diagnostico de TDAH, que permitiam realizar uma avaliagao diferencial (QUINN;
MADHOO, 2014; NUSSBAUM, 2012; RUCKLIDGE, 2010). Os sintomas de TDAH em
mulheres geralmente refletem desregulacdo emocional, levando a diagndsticos
imprecisos de ansiedade, depressao e transtornos de humor (KOK et al. 2020;
PINEIRO-DIEGUEZ et al., 2016; QUINN; MADHOO, 2014). As meninas tendem a ser
diagnosticadas mais tarde do que os meninos (GREVET et al., 2006; QUINN;
MADHOO, 2014; RUCKLIDGE, 2010) e parece n&o haver diferenca significativa de
prevaléncia entre os sexos na idade adulta (PINEIRO-DIEGUEZ et al., 2016).

1.2.1.2 Diagndstico

Individuos com TDAH apresentam transtornos de atencdo e/ou
hiperatividade/impulsividade que comegam na infancia e podem persistir na idade
adulta em cerca de 50% dos individuos diagnosticados (BIEDERMAN; MICK;
FARAONE, 2000; LEFFA, CAYE; ROHDE, 2022; SIMON et al., 2009). O diagnéstico
desse transtorno do neurodesenvolvimento € clinico e pode ser baseado no
reconhecimento de sintomas e comportamentos comuns descritos no DSM-V da
Associagao de Psiquiatria Americana (APA, 2013). Ou seja, para ser diagnosticado
com TDAH, dentro de uma grande lista de sintomas de desatengao ou hiperatividade-

impulsividade, o individuo necessita apresentar ao menos seis sintomas se for criancga
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ou pelo menos cinco se for adulto (APA, 2013). Contudo, em alguns casos, €&
necessaria a realizagdo de diagnosticos diferenciais e a investigagao adicional de
parametros neuropsicolégicos, comportamentais e psicométricos em diferentes
cenarios e fases do desenvolvimento, o que requer experiéncia clinica avangada,
conhecimento tedrico e, definitivamente, muita reflexdo por parte dos especialistas
(CARDO et al., 2011; GRAEFF; VAZ, 2008; GUARDIOLA; FUCHS; ROTTA, 2000).

Em individuos com TDAH, a desatencao costuma ser identificada com maior
frequéncia durante o ensino fundamental, manifestando-se como distragdo excessiva
e dificuldade de manter o foco em determinados assuntos ou objetos, levando a
dificuldades de aprendizagem e baixo rendimento académico (BARKLEY et al., 2006;
FRANZIER et al., 2007; RABINER, 2013). Na idade adulta, esta condi¢do pode
impactar negativamente sobre o desempenho da vida profissional, aumentar a
probabilidade de desemprego e causar altos niveis de conflito interpessoal
(AGARWAL et al., 2012; BARKLEY et al., 2006; VOROS; LUKOVSZKI, 2021). Os
sintomas de hiperatividade geralmente aparecem na pré-escola sob a forma de
inquietagcédo ou agitagao excessiva em diversos ambientes. Ja a impulsividade refere-
se a acgobes precipitadas, onde o individuo ao agir sem pensar pode adotar
comportamento de risco frequente (BARKLEY et al., 2006; LEFFA; CAYE; ROHDE,
2022). Ambos podem causar problemas no dia a dia das pessoas afetadas. Isso inclui
questdes como: problemas no convivio social, pois os individuos podem reagir de
maneira acentuada a estimulos considerados normais; intromissédo social devido a
menores niveis de inibicdo comportamental; irritabilidade persistente; bem como maior
busca por novidades e recompensas imediatas (APA, 2013; SANTOS;
VASCONCELOS, 2010; RONALD et al., 2021). Nao bastassem esses sintomas, o
TDAH ainda se apresenta, em muitos casos, em coexisténcia/comorbidade com
outros transtornos de emocionalidade humanos, como ansiedade, depressao e o TUS
(para revisdao ver BIEDERMAN; FARAONE, 2005; DALRYMPLE et al., 2020;
FURMAN, 2005; SCHATZ; ROSTAIN 2006).

1.2.1.3 Etiologia
A patogénese do TDAH é altamente complexa e inclui fatores genéticos,

neurobioldégicos e ambientais que levam a uma expressao fenotipica heterogénea

desse transtorno. Através de calculos de herdabilidade realizados em estudos com
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gémeos, é possivel estimar a proporgao ou magnitude especifica da contribuigdo dos
fatores genéticos no TDAH. Esses estudos tém apresentado uma herdabilidade média
de setenta e sete porcento, ou seja, é provavel que os fatores genéticos predominem
sobre os fatores ambientais que contribuem para o TDAH (BIEDERMAN; FARAONE,
2005). No entanto, as contribuigdes genéticas surgem de multiplos genes de pequeno
efeito, ndo sendo visualizadas variantes génicas de grande efeito que predominem no
TDAH idiopatico (ACOSTA; ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2004). Por exemplo,
polimorfismos funcionais em genes do sistema monoaminérgico, incluindo receptores
dopaminérgicos tipos 1, 4 e 5 (DRD1, DRD4 e DRD5), transportador de dopamina
(DAT), receptores a-adrenérgicos, serotonina, proteinas sinapticas relacionadas a
liberagdo de neurotransmissores (SNAP-25), bem como polimorfismo nos genes que
codificam subunidades do receptor NMDA (GRIN2A e GRIN2B) (BIEDERMAN;
FARAONE, 2005; DEMONTIS et al., 2019; GENRO et al., 2010). Combinagdes
dessas e de outras variantes co-ocorrem como fatores de risco e predispéem ao
TDAH.

Sabe-se também que varios fatores ambientais estdo associados a um risco
aumentado de desenvolvimento de TDAH idiopatico, incluindo: pré-eclampsia,
infeccdes infantis, exposi¢cao a drogas neurotdxicas durante a gravidez ou exposigao
materna a alguns virus (BIEDERMAN; FARAONE, 2005; O'CONNOR et al., 2002).
Dessa forma, para o estudo pré-clinico tem sido desafiador a criacdo de modelos de
animais com multiplas mutagdes ou submetidos a diferentes fatores ambientais que
modelem esse transtorno, sendo uma possibilidade a reproducado seletiva para o
desenvolvimento de linhagens com essas caracteristicas comuns (REGAN;
WILLIAMS; VORHEES, 2022).

No nivel neurobiolégico do TDAH, ja foram encontradas anormalidades
estruturais do cérebro relacionadas ao transtorno, por exemplo, em areas estriatais,
lobos temporo-parietais, nucleos da base, talamo, no corpo caloso, cerebelo e corpo
amigdal6ide (CORTESE, 2012). Além disso, foram descritas disfun¢des de
neurotransmissores como, por exemplo, anormalidades nos niveis de DA e NA no
cortex pré-frontal e no NAc (VOLKOW et al., 2011). Estas parecem estar relacionadas
com os prejuizos no controle inibitorio, no controle executivo da atengédo e motivagao,
que séo sintomas do TDAH (SHARMA; COUTURE, 2014). Exames de ressonéncia
magnética funcional (fMRI) também demonstram ativacdo reduzida do estriado

durante uma tarefa de expectativa de recompensa em adolescentes com TDAH,
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sugerindo prejuizo nas vias fronto-estriatais relacionadas ao reforgo (SCHERES et al.,
2007).

1.2.2 Transtorno por uso de substancias (TUS)

1.2.2.1 Dados epidemioldgicos e generalidades

O TUS, antes especificados pelos termos “abuso” e “dependéncia” (DSM-1V),
esta associado a um sofrimento generalizado e a um elevado risco de morbidade e
mortalidade (DEGENHARDT et al., 2013; VAN ETTEN; ANTHONY, 1999;
VSEVOLOZHSKAYA; ANTHONY, 2016). Os transtornos relacionados as substancias
legais e ilegais incluem as seguintes classes de drogas: alcool; cafeina; cannabis;
alucindégenos (fenciclidina e outros alucindgenos); inalantes; opiodides; sedativos,
hipnéticos e ansioliticos; estimulantes (substancias tipo anfetamina, cocaina e outros
estimulantes); tabaco; e outras substancias (APA, 2013).

As ultimas estimativas do United Nations Office for Drug and Crime (UNODC,
2022) mostram que o uso global ndo médico de substancias proibidas pela Convencéao
Internacional sobre o Controle de Substancias aumentou 26% em comparagéo com
os dez anos anteriores. Parte deste aumento deve-se a inclusdo de dados mais
precisos e atualizados sobre a extensdo do consumo de drogas em paises
densamente povoados. Mas de uma perspectiva econémica, politica e de saude,
estes dados mostram que o impacto do consumo de drogas na populagdo é mais
profundo e abrangente do que se pensava anteriormente (HURST, 2019; TAVELLA et
al., 2020). Uma analise global do TUS incluindo heroina, cocaina, cannabis, drogas
sintéticas, opiaceos e benzodiazepinas revela uma prevaléncia de substancias do tipo
anfetamina e opiaceos (DEGENHARDT et al., 2013).

De acordo com o DSM-V, pessoas entre 18 e 24 anos apresentam taxas de
prevaléncia relativamente altas de uso de praticamente todas as substancias (APA,
2013). No Brasil, dados apontam que a experimentagdo ou exposigdo ao uso de
drogas por adolescentes subiu de 8,2% em 2009 para 12,1% em 2019, o que é
considerado grave (IBGE, 2019). Segundo “I Levantamento nacional sobre o uso de
alcool, tabaco e outras drogas entre universitarios das 27 capitais brasileiras”, as
drogas psicotropicas mais consumidas nos ultimos 30 dias pelos universitarios

brasileiros foram o alcool (60,5%) e o tabaco (21,6%), seguidos pela maconha entre
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os homens (13%) e substéncias do tipo anfetamina entre as mulheres (11,7%)
(BRASIL, 2010). Sendo a intoxicagao, normalmente, a primeira observagao clinica do
TUS e os principais dados sobre o atendimento de casos de intoxicacdo em nosso
pais provém predominantemente de centros universitarios de saude (AMARAL,;
MALBERGIERI; DE ANDRADE, 2010).

O uso de drogas entre adolescentes € uma preocupacgao crescente para pais,
colegas, comunidades e formuladores de politicas publicas. Esta preocupagao
justifica-se pelo fato da adolescéncia e o inicio da idade adulta serem um periodo de
ontogenia em que os individuos exibem caracteristicas comportamentais especificas
da idade, como assumir riscos e buscar novidades, o0 que poderia predispd-los ao uso
de drogas (CASEY et al., 2008; DEGENHARDT et al., 2016; SPEAR, 2000). Além
disso, embora os adolescentes fumem menos cigarros do que os adultos, as taxas de
dependéncia sao mais elevadas. Em relag&o ao alcool, para consumos semelhantes
durante a adolescéncia e na idade adulta, a dependéncia varia inversamente com a
idade (CHAMBERS, TAYLOR, POTENZA, 2003). Sendo, portanto, a adolescéncia um
periodo de vulnerabilidade a dependéncia de substdncias e que pode ter
consequéncias em longo prazo, pois a exposi¢ao precoce as drogas durante o
desenvolvimento cognitivo e emocional pode causar adaptagdes duradouras no SNC
(GUERRIERO et al., 2006, MCPHERSON; LAWRENCE, 2006). Estima-se que,
conforme a substancia de abuso e as vulnerabilidades individuais, aproximadamente
20 a 40% das pessoas desenvolvam o vicio (VAN ETTEN; ANTHONY, 1999;
VSEVOLOZHSKAYA; ANTHONY, 2016).

1.2.2.2 Diagndstico

O TUS consiste na presenga de um conjunto de sintomas cognitivos,
comportamentais e fisioldogicos nos quais o uso continuo de substancias tem
prioridade sobre outros comportamentos de um individuo, apesar de problemas
significativos (APA, 2013; SUGAYA et al., 2022). Em outras palavras, € um disturbio
cronico e recidivante caracterizado pelo desejo compulsivo e perda do controle em
relagdo a limitagdo do uso da droga (VAN ETTEN; ANTHONY, 1999;
VSEVOLOZHSKAYA; ANTHONY, 2016). O diagnostico e/ou a quantificagcdo dos
sintomas desse transtorno pode ser baseado no reconhecimento de padrdes

patolégicos de comportamento de uso da substancia (DIEHL; CORDEIRO;
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LARANUJEIRA, 2019). No DSM-V os critérios para ter TUS sao classificados em grupos
de baixo controle, declinio social, uso perigoso/arriscado e critérios farmacoldgicos
(APA, 2013).

O baixo controle sobre o uso da substancia caracteriza-se pelo fato do
individuo: consumir a substancia em maiores quantidades ou por tempo mais longo
do que o pretendido; falhar ao diminuir ou descontinuar o uso da substancia; gastar
uma quantidade significativa de tempo obtendo, usando ou recuperando-se dos
efeitos; desejar intensamente ou necessitar utilizar a substéncia (denominado de
fissura). A fissura ocorre com maior probabilidade quando em um ambiente onde a
droga foi usada anteriormente, pois envolve condicionamento classico e esta
associada a ativacdo de estruturas especificas do circuito recompensa encefalico
(APA, 2013).

O prejuizo social é decorrente do uso recorrente de substancias e pode
resultar: no fracasso em cumprir as principais obrigacdes diarias; em problemas
persistentes de convivio interpessoais ou sociais; no abandono ou reducido de
atividades sociais, ocupacionais ou recreativas importantes; em afastamento de
atividades em familia. O uso perigoso/arriscado deve-se ao fato de o uso repetido
representar risco a integridade fisica ou psicolégica, levando-se em consideragao a
consciéncia do individuo e a nao resisténcia ao uso (APA, 2013; GIGLIOTTI;
GUIMARAES, 2017).

Os critérios farmacolégicos incluem a tolerancia e a abstinéncia. A tolerancia
ocorre quando sdo necessarias quantidades cada vez maiores de uma substancia
para atingir o mesmo nivel de intoxicacdo, ou quando os efeitos produzidos pela
ingestdo de uma dose habitual de uma substancia sdo significativamente menores.
Abstinéncia € uma sindrome que ocorre devido a diminuicdo da concentracdo da
substancia no organismo que estava sob o uso intensivo em longo prazo (APA, 2013;
KOOB; ARENDS; LE MOAL, 2014).

1.2.2.3 Comorbidade entre o TDAH e o TUS

Conforme Diehl, Cordeiro e Laranjeira (2019), a comorbidade entre os
transtornos psiquiatricos graves e o TUS é elevada. O que € observado entre o TDAH
e TUS. Esses disturbios muitas vezes se sobrepéem e interagem, e o TDAH

demonstrou ser um importante fator de risco para o desenvolvimento de TUS
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(BIEDERMAN et al., 1995, GIGLIOTTI; GUIMARAES, 2017; LEE et al., 2011; VAN
EMMERIK-VAN OORTMERSSEN et al., 2012). Em um estudo de caso-controle com
240 criangas, os individuos portadores de TDAH tinham duas vezes mais
probabilidade de desenvolver TUS em comparagao aos controles correspondentes
(BIEDERMAN et al., 2005). Numa meta-analise incluindo 13 estudos de coorte,
Charach e colaboradores (2011) observaram que o TDAH manifestado na infancia
esta associado a disturbios relacionados ao uso de alcool e de outras drogas na idade
adulta, da mesma maneira que o uso de nicotina durante a adolescéncia. Além disso,
a co-ocorréncia de TDAH tém um impacto negativo no curso do TUS. Individuos com
TDAH desenvolvem precocemente o TUS, utilizam maior quantidade de substancias,
assim como sao hospitalizados mais frequentemente do que pacientes com TUS nao
portadores de TDAH (ARIAS et al., 2008). O TDAH também esta correlacionado com
elevagao das taxas de recidiva ao uso apdés um tratamento bem-sucedido do TUS
(CARROLL; ROUNSAVILLE, 1993). E, observou-se que 39,1% dos pacientes com
TDAH apresentam o TUS em comorbidade (PINEIRO-DIEGUEZ et al., 2016).
Existem varios motivos que podem contribuir em parte pela associagcao do
TDAH com o TUS (SZOBOT et al., 2007). Do ponto de vista fisiopatoldgico, o uso de
substancias pode promover a reducao dos sintomas de TDAH através da liberagao de
neurotransmissores como a DA, semelhante ao que ocorre com medicamentos
utilizados durante o tratamento (HOFFMEISTER et al., 2013). Em relagdo ao
comportamento, outros fatores também parecem estar envolvidos, como
impulsividade e sintomas de transtorno de conduta. Isso ocorre porque a falta de
controle comportamental pode levar ao aumento da tomada de riscos em busca de
novidades e recompensas imediatas (GIGLIOTI; GUIMARAES, 2017).
Morfologicamente, ambos os disturbios envolvem areas comuns como cortex frontal,
sistema limbico e nucleos da base, incluindo o NAc e a via mesocorticolimbica
(BARDO, 1998; IKEMOTO, 2010; SONUGA-BARKE, 2005). Além disso, pode existir
uma susceptibilidade genética comum, uma vez que ambos demonstram perturbagao
nas vias de sinalizagdo dopaminérgica, incluindo os genes DAT, DRD1 e DRD4 (AL-
ETAIN et al., 2012; BOBB et al. 2005; COMINGS et al., 1997; GUINDALINI et al.,
2006; MARIGGIO et al., 2021; SHAO et al., 2006; TODD et al., 2005). Dessa forma, o
maior desafio € integrar estas descobertas, identificar a natureza destas

vulnerabilidades e vincular a genética e a fisiologia aos modelos comportamentais e
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processos cognitivos dos individuos que abandonam o uso recreativo e iniciam o uso
compulsivo (ZANELATTO; LARANJEIRA, 2018).

1.2.2.4 Sistema dopaminérgico e via de recompensa

Existem trés vias neurais dopaminérgicas principais de origem mesencefalica
(Figura 1): a via nigroestriatal que consiste em projegdes da substancia negra para o
corpo estriado dorsal; a via mesocortical que consiste em proje¢cdes da VTA para o
cortex cerebral; e a via mesolimbica que consiste em projecdes da VTA para o NAc
no estriado ventral (MECK; 2006). Muitas evidéncias acumuladas obtidas através
estudos clinicos e pré-clinicos apontam que a via mesolimbica é a mediadora-chave
para o0s processos de motivacdo e na determinacdo das propriedades
recompensadoras a um estimulo, incluindo drogas psicoestimulantes (BAIK, 2013;
ROBBINS et al., 1990; VOLKOW; MORALES, 2015). De maneira sucinta, quando
neurénios dopaminérgicos, cujos corpos neuronais estdo localizados na VTA, sdo
estimulados, ocorre a liberagdo de DA em terminagdes axonais que se projetam ao
NAc (PRUS; JAMES; ROSECRANS, 2011). O NAc, por sua vez contém neurdnios
espinhosos meédios com receptores dopaminérgicos, que mediam e promovem a
sensacao hedbnica e/ou motivacdo como mecanismo de recompensa, que pode ser
natural para estimulos como a alimentagao, ou n&o naturais como € o caso das drogas
de abuso (BAIK; 2013). Em multiplos comportamentos, o papel da DA no NAc sinaliza
previsdes e expectativas sobre estimulos motivacionalmente salientes para o suposto
proposito de guiar a agdo. Esse mecanismo leva em consideracdo a valéncia do
reforcador, o tipo de acdo ou aprendizado que esta sendo realizado e as decisbes que
estdo sendo tomadas para adquirir esses resultados (SADDORIS et al., 2013). Esta
ativagao fortalece o comportamento de recompensa e, em ultima analise, promove a
busca por estimulos hedénicos (BAIK, 2013; PRUS, JAMES, ROSECRANS, 2011;
VOLKOW; MORALES, 2015).
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Figura 1 — Vias encefalicas envolvendo o VTA e a substancia negra de roedores
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Fonte: SPERANZA et al., 2021.

A VTA é uma regido que contém neurdnios dopaminérgicos, GABAérgicos,
glutamatérgicos e outros subtipos neuronais. Embora heterogéneos, os neurénios
dopaminérgicos sdo o subtipo neuronal predominante, representando 60-65% de
todos os neurdnios VTA em modelos de roedores (NAIR-ROBERTS et al., 2008).
Historicamente, esses neurdnios dopaminérgicos foram classificados de acordo com
sua expressao de tirosina hidroxilase (TH), a enzima limitante na cascata de
biossintese de DA. Durante a sintese de DA, a TH converte a tirosina em L-DOPA,
que é entdo descarboxilada para se tornar DA (DAUBNER; LE; WANG, 2011;
SPERANZA et al., 2021). Geralmente, os neurénios dopaminérgicos na VTA também
expressam o(a): transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT2), que é responsavel
por empacotar a DA novamente para as vesiculas sinapticas; e o DAT, que recapta a
DA presente na fenda sinaptica (BECKER-KRAIL; WALKER; NELSON, 2022;
SPERANZA et al., 2021). Outra caracteristica comum dos neurénios dopaminérgicos
na VTA sao seus distintos padrdes de disparo eletrofisiolégicos, podendo ser: um
padrao tonico que libera DA de maneira frequente e em quantidade basal; ou um
padrao fasico que libera a DA de maneira mais rapida e em maior quantidade apds
um estimulo aferente (GRACE; ONN, 1989; VOLKOW; MORALES, 2015;). Acredita-
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se que a atividade de disparo do padrao fasico desses neurdnios seja um componente
importante do circuito de recompensa (SCHULTZ, 2007).

Por sua vez, o NAc é quase inteiramente de neurdnios espinhosos médios
(GANGAROSSA et al., 2013). Essa populagéo neuronal é dividida em dois subtipos
funcionais com base em sua expressao relativa de receptores de DA tipo 1 ou 2, os
quais, respectivamente, estimulam e inibem a adenilato ciclase na conversao de
trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). O AMPc
desencadeia uma cascata que promove a expressdo de genes envolvidos na
plasticidade sinaptica (BECKER-KRAIL; WALKER; NELSON, 2022; SPERANZA et al.,
2021). Ou seja, quando a DA é liberada pelos neurbnios dopaminérgicos pré-
sinapticos que contém o corpo celular no VTA, ela se liga aos seus receptores (DRD1
e DRD2) na superficie celular dos neurénios pés-sinapticos dos neurénios espinhosos
meédios no NAc, que, por sua vez, ativa cascatas de sinalizagdo de segundo
mensageiro, levando a alteragbes na transcricdo do RNA e na tradugdo de novas
proteinas (BENDERSKY et al., 2021).

Na verdade, existem cinco subtipos especificos de receptores de DA (DRD1 a
DRD5, sendo todos acoplados a proteina G), mas funcionalmente cada receptor é
geralmente classificado em do tipo DRD1 (D1 e D5) ou do tipo DRD2 (D2, D3 e D4).
Entretanto, a expressao dos receptores D3, D4 e D5 no cérebro é significativamente
mais restrita e fraca do que a dos receptores D1 ou D2 (BAIK, 2013; VOLKOW;
MORALES, 2015). Uma diferenga apontada entre os receptores do tipo DRD1 e do
tipo DRD2 é a sua afinidade pela DA, com o receptor DRD2 apresentando uma
afinidade 10 a 100 vezes maior do que o DRD1 (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).
Com base na afinidade, acredita-se que o DRD1 seja preferencialmente ativado pelo
disparo fasico de neurbnios dopaminérgicos, ou seja, por elevadas concentragdes
transitorias de DA mediadas por um estimulo, enquanto o DRD2 seria ativado em nivel
basal durante os padrdes ténicos (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011; GOTO; OTANI;
GRACE., 2007). No entanto, como ha aleatoriedade nos disparos e a maioria destes
estudos é realizada in vitro, ndo esta claro se esta diferenca na afinidade se reflete
nas cascatas de sinalizacdo a jusante, sendo dificil inferir se os DRD2 sao
preferencialmente ativados pelos niveis extracelulares basais de DA in vivo (GRACE
et al., 1989).

Em relagdo as projecbes dos neurdnios espinhosos médios do NAc ha

diferenga notavel entre os DRD1 e os DRD2. O NAc envia projegdes de volta a VTA
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por meio de duas vias. Uma é a via direta que se projeta para a VTA e/ou para a
substancia negra do mesencéfalo ventral. A outra € a via indireta que se faz relagao
primeiro com o globo palido antes de se conectar ao VTA no mesencéfalo ventral.
Acredita-se que a via direta seja composta principalmente por neurénios espinhosos
meédios contendo DRD1 e seja promotora de recompensa, enquanto a via indireta seja
composta de DRD2 e promova a inibicdo a aversao (HIKIDA et al., 2010;
MACPHERSON et al., 2014). Assim, para serem refor¢adores, os aumentos de DA
induzidos por drogas precisam ser rapidos e suficientemente grandes para estimular
DRD1 e DRD2, levando a ativacdo da via direta e a inibicdo da via indireta. A
estimulacdo DRD1 no NAc por si s6 é suficiente para produzir recompensa
medicamentosa, enquanto a estimulacdo DRD2 ndo é, e a recompensa maxima
ocorre quando tanto DRD1 quanto DRD2 s&o ativados (VOLKOW; MORALES, 2015).
No entanto, é importante notar evidéncias recentes que sugerem que essa
classificagao pode estar simplificando demais e ignorando nuances do sistema como
o tempo de estimulagcdo (KUPCHIK et al., 2015; YANG et al., 2018). Finalmente, o
NAc constitui a maior parte do estriado ventral e também pode ser subdividido
anatomicamente em um nucleo central (core) e um periférico ou casca (shell). Embora
bastante controverso, ao nucleo central € atribuida a responsabilidade pela valoragao
de uma agao enquanto que ao nucleo periférico é responsavel pela valoracdo de uma
recompensa (SADDORIS et al., 2013). Embora o NAc integre informagdes de todas
as estruturas corticais e limbicas para mediar a motivacdo e o comportamento
direcionado a objetivos, as vias entre a VTA e o NAc sao consideradas candnicas para
o processamento de recompensa, valor hedénico e motivagao (BAIK, 2013; BECKER-
KRAIL; WALKER; NELSON, 2022).

Com base em inumeras descobertas cientificas, as substéncias de abuso e
recompensas naturais atuam diretamente nas vias mesolimbicas para aumentar a
liberacdo de DA mediada pela VTA no NAc, promovendo sensag¢des heddbnicas e
subsequente comportamento de busca de recompensa (SPERANZA et al., 2021).
Estudos clinicos e pré-clinicos mostraram que quase todas as substancias de abuso,
incluindo cocaina, anfetamina, alcool, nicotina e outras produzem um aumento da
atividade dopaminérgica no NAc (BECKER-KRAIL; WALKER; NELSON, 2022;
VOLKOW; MORALES, 2015). Em particular, acredita-se que as drogas de abuso
aumentam significativamente o disparo dopaminérgico fasico na VTA, resultando em

liberagao suprafisioldgica rapida, intensa e sustentada de DA no NAc, ativando a via
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direta por meio do estimulo dos DRD1 e concomitantemente inibindo a via indireta ao
atuarem sobre os DRD2 (BAIK, 2013; VOLKOW; MORALES, 2015). Além de
aumentar os niveis de DA, a exposi¢ao repetida a drogas também demonstrou a sub-
regulacdo (downregulation) na expressao e/ou ligacdo de DRD2 (VOLKOW et al.,
2001; 2009; VOLKOW; MORALES, 2015). Além disso, sao induzidas alteragdes em
longo prazo na neuroplasticidade, aumentando a sensibilidade do NAc a substancias
de abuso e promovendo comportamentos motivados e de busca por recompensa
(BECKER-KRAIL; WALKER; NELSON, 2022; VOLKOW; MORALES, 2015).

1.2.3 Medicamentos

1.2.3.1 TDAH e os medicamentos psicoestimulantes

Pacientes com TDAH necessitam de um plano de tratamento abrangente e
holistico que atenda as necessidades psicoldgicas, comportamentais e educacionais.
De acordo com as diretrizes clinicas internacionais, a primeira linha de tratamento
para criangas menores de 5 anos € o treinamento parental na gestdo do
comportamento e na realizagao de intervengbes comportamentais na sala de aula.
Para criangas com idade superior aos 6 anos recomenda-se o tratamento
medicamentoso em combinagdo com tratamento psicossocial (DALRYMPLE et al.,
2020; SUGAYA et al., 2022). O tratamento medicamentoso classico de individuos que
apresentam o TDAH é o tratamento com estimulantes como anfetaminas e
metilfenidato. As quais, geralmente, aumentam os niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos, como a DA e NA, em diferentes vias encefélicas corticais e
subcorticais (MINZENBERG, 2012; SINGH, 2008). Atualmente, o medicamento de
primeira linha utilizado para tratar criangas com TDAH ¢é o metilfenidato (LEONARD et
al.,, 2004). A sua utilizacdo comecgou por volta de 1960 e, ao longo das ultimas
décadas, numerosos estudos em adultos com TDAH demonstraram uma elevada
eficacia terapéutica, uma vez que setenta por cento dos pacientes normalmente
apresentam melhora no seu quadro clinico (GENRO et al, 2010; RETZ; RETZ-
JUNGINGER, 2014). No entanto, sabe-se que o metilfenidato bloqueia o DAT e o
transportador de noradrenalina (NET), impedindo a recaptagcéo de DA e NA na fenda
sinaptica, semelhante a psicoestimulantes como anfetaminas e cocaina (LEONARD
et al., 2004).
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Como medicamentos de segunda linha sao indicados os medicamentos
derivados da anfetamina: lisdexanfetamina e dexanfetamina (DALRYMPLE et al.,
2020). Anfetaminas além de bloquear DAT e o NET, entram nas células por difusao,
inibindo assim a enzima monoamina oxidase (MAO), que esta envolvida na
degradagao de neurotransmissores monoaminérgicos. A inibicdo da MAO leva a um
aumento na concentragao de catecolaminas no neurdnio que, indiretamente, gera
aumento da liberagdo de DA e NA (MINZENBERG, 2012; RETZ; RETZ-JUNGINGER,
2014). Estas propriedades farmacolégicas podem aumentar a probabilidade de que
as pessoas tratadas com este medicamento venham a desenvolver TUS (BERMAN et
al., 2018). Também foram relatados efeitos colaterais tipicos relacionados ao sistema
cardiovascular e a hipertensdo, especialmente nas fases iniciais do tratamento
(CLAVENNA; BONATI, 2014; PREDIGER et al., 2018; RABINER, 2013). Estes dados
destacam a necessidade de cautela no tratamento de criangas com TDAH com

medicamentos psicoestimulantes (COSTA et al., 2021).

1.2.3.2 Fenproporex (FEN)

O FEN ou femproporex (N-2-cianoetilanfetamina) pertence a um grupo de
substancias denominadas estimulantes do tipo anfetamina. Foi sintetizado pela
primeira vez num laboratério francés em 1965, modificando a estrutura quimica da
anfetamina (BARONEZA et al., 2007; MOREIRA et al., 2013). Possui massa molar de
224,735 g.mol' e férmula molecular C12H1eN2.HCL (Figura 2). Sabe-se atualmente
que o FEN atua como uma pré-droga, pois € em grande parte metabolizado para
anfetamina (33,0% a 66,0%) (PAUMGARTTEN; PEREIRA; DE OLIVEIRA, 2016). As
anfetaminas, por sua vez, atuam liberando catecolaminas (isto é, DA e NA) e inibindo
sua recaptacao nas terminagdes nervosas, que tém efeitos profundos no SNC e sobre
o comportamento (CODY et al., 1999; MARIOTTI et al., 2013;).
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Figura 2 - Geometria molecular do fenproporex e anfetamina
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Fonte: O autor. Estrutura quimica do fenproporex (N-2-cianoetilanfetamina) e da anfetamina.

O Brasil foi um dos maiores consumidores deste farmaco (MOREIRA et al.,
2005; PAUMGARTTEN; PEREIRA; OLIVEIRA, 2016). Devido as suas propriedades
farmacoldgicas o FEN era prescrito e utilizado como anoréxico sob o nome comercial
Desobesi-M®. Em 2011, apos amplas discussbées com a populagdo, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cancelou o registro dos seguintes
medicamentos: FEN, Mazindol, Anfepramona e Sibutramina através da RDC n°
52/2011. Porém, com o apoio do Conselho Federal de Medicina, o Congresso
Nacional ultrapassou a competéncia regulatoria da Anvisa e autorizou a producgao,
comercializagcdo e o uso por meio da promulgacdo da lei n° 13.454/2017.
Recentemente, em outubro de 2021, o Supremo Tribunal Federal declarou
inconstitucional a lei n° 13.454/2017 sob o argumento de que cabe a ANVISA tomar
uma decisédo sobre esta questdo (PAUMGARTTEN, 2022). A decisdo da ANVISA
pautou-se na observacgao genérica de que medicamentos do tipo anfetamina podem
gerar graves riscos cardiopulmonares e para o SNC (ANVISA, 2012), uma vez que a
literatura carece de estudos experimentais e clinicos sobre o potencial
desenvolvimento de vicio pelo uso de FEN. Tal decisdo impacta o cenario nacional, ja
que o Brasil tem sido dos maiores consumidores mundiais de FEN nas ultimas
décadas, e os estimulantes do tipo anfetamina sao a terceira droga mais utilizada por
estudantes universitarios do sexo feminino no pais (BELL et al.; 2001; BRASIL, 2010;
COMIRAN et al., 2012; MARIOTTI et al., 2013; PAUMGARTTEN et al., 2016, REZIN
et al., 2011). Segundo Gigliotti e Guimaraes (2017), essa peculiaridade relacionada
ao sexo se deve ao fato de as meninas darem mais importancia a imagem corporal e
ao peso, sendo, portanto, o uso de estimulantes do tipo anfetamina uma estratégia

para alcangar a imagem corporal desejada. Deve ser também observado que o
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consumo de drogas pelo sexo feminino tem crescido rapidamente nas ultimas
décadas (TUCHMAN, 2014).

A perda de peso tem sido atribuida a supressao do centro de controle do apetite
no hipotalamo lateral apos a liberagao de catecolaminas (OLIVEIRA et al., 2014). Em
um estudo ndo randomizado com pacientes obesos sem comorbidades (85,5% do
sexo feminino) que seguiram dieta hipocaldrica por 2 meses, foi constatada uma perda
de peso média de 5,43 kg nos pacientes tratados diariamente com 33,6 mg de FEN
contra 3,88 kg nos pacientes tratados com placebo. E digno de nota que
aproximadamente um ter¢o dos participantes nao concluiu o estudo, e o grupo de
tratamento com FEN apresentou efeitos colaterais como ansiedade, insénia,
irritabilidade e boca seca (ATTIE-JUNIOR; MEDEIROS-NETO, 1972).

Um ensaio randomizado realizado com 174 mulheres obesas de idade entre 18
e 50 anos foi desenvolvido com o objetivo de comparar a eficacia sobre a perda de
peso e a seguranga de cinco medicamentos anoréxicos durante um periodo de
tratamento de 52 semanas. Ao mesmo tempo, a atividade fisica e a dieta alimentar
foram incentivadas para promover a perda de peso. Os pacientes tratados com 25 mg
de FEN alcangaram uma perda de peso meédia de 7,8 kg, enquanto o grupo placebo
alcangou uma perda de peso de 3,1 kg. Os seguintes efeitos colaterais foram
observados: ansiedade, insbnia, irritabilidade, boca seca e constipacao (SUPLICY et
al., 2014).

Embora esse efeito anorexigeno possa ser entendido como um beneficio ao
individuo, uma de suas consequéncias € que, uma vez finalizado o efeito estimulante,
o usuario fica exposto aos efeitos negativos com a indugcédo de depressao, fadiga e
sono (TAKITANE et al, 2013). Teoricamente, o uso do FEN pode causar
sensibilizagdo comportamental, a qual é caracterizada pelo aumento gradual dos
efeitos em decorréncia da administracdo prolongada dessa substancia. Quando tal
fenbmeno ocorre, desenvolve-se uma série de adaptagbes neuroquimicas e
moleculares persistentes do sistema dopaminérgico, que podem estabelecer o
desenvolvimento de TUS (PARO et al., 2008). De acordo com Paumgartten, Pereira
e de Oliveira (2016) o uso de FEN no tratamento da obesidade carece de ensaios
clinicos adequadamente conduzidos, randomizados e controlados, pois é
surpreendente que, apesar da falta de evidéncias empiricas de boa qualidade que
suportem seu uso, o FEN tenha sido utilizado na América Latina e em alguns paises

europeus por mais de trés décadas.
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Em estudos experimentais demonstrou-se que a administragao (i.p.) de FEN
em ratos resulta em altas concentragdes de anfetaminas no cérebro apdés 5min, cujo
pico é alcangado apds 15min (COUTTS et al., 1986). Além disso, foi demonstrado que
o FEN (i.p.) em ratos jovens e adultos jovens altera a atividade da acetilcolinesterase
(TEODORAK et al., 2015) e da Na*, K-ATPase* (REZIN et al. 2014), bem como o
metabolismo energético no SNC (REZIN et al., 2011). No entanto, resta saber se a
exposicao repetida ao FEN pode atuar no circuito de recompensa encefalico (via
mesolimbica) de modo a promover o desenvolvimento de comportamentos hedénicos
(prazerosos), de busca, agitacdo psicomotora e sensibilizagdo comportamental
(TSUANG et al., 1996; ROBINSON; BERRIDGE, 2001; AGRAWAL; LYNSKEY, 2008).

1.2.4 Modelos experimentais: Ratos de laboratério

1.2.4.1 Ratos de laboratorio na pesquisa de transtornos psiquiatricos

Os modelos animais sao essenciais a pesquisa biomédica por causa da
possibilidade de controlar o ambiente onde vivem, pela disponibilidade de sistemas
nervosos mais simples e a possibilidade de realizar intervencées (SAGVOLDEN et al.,
2009). Como modelos experimentais, os ratos, apresentam uma série de vantagens
em favor de sua utilizagao, tais como: facil manuseio e transporte, dieta semelhante a
humana, elevada taxa de sucesso reprodutivo, similaridades com os humanos na
organizacao e funcionamento dos sistemas organicos e comportamentos mais faceis
de interpretar do que os casos clinicos humanos (AITMAN et al., 2008; JACOB, 1999;
RAMOS et al., 2023; RICHTER, 1954; SAGVOLDEN et al., 2005; TECOTT, 2003).

Devido a uma ancestralidade comum entre humanos e ratos sugere-se uma
grande similaridade genética entre as espécies, uma vez que 95% dos genes de
roedores sdao compartilhados com seres humanos (BRYDA, 2013; MADSEN et al.,
2001; MURPHY et al., 2001). Assim, a utilizagdo do rato de laboratério (Rattus
norvegicus) como modelo de estudo tem ganhado espago entre os geneticistas ao
possibilitar a comparacdo de regides cromossdémicas do rato com as de humanos
através de bancos de dados gendmicos (PARKER et al., 2014). Essa estratégia
experimental tem contribuido na compreensdo do papel do genoma durante o

desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos complexos (RAMOS et al., 2023).
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Quase todos os genes humanos conhecidos por estarem associados a uma
patologia possuem ortélogos no genoma de ratos (GIBBS et al., 2004) e a maioria dos
genes causadores de patologias identificadas em ratos também demonstrou
desempenhar um papel fisiopatologico em humanos (AITMAN et al., 2008). Nesse
interim, numerosos estudos com linhagens isogénicas (consanguineas) de ratos
demonstraram ser uma ferramenta interessante no estudo de doencas mentais
humanas. Tal fato deve-se a proximidade genética dos individuos da mesma
linhagem, bem como ao controle da variabilidade ambiental em laboratério (RAMOS
et al., 2023; PARKER et al., 2014; PREDIGER et al., 2018).

Apesar dos transtornos mentais serem patologias essencialmente humanas,
algumas linhagens de ratos tém servido de modelo para alguns transtornos quando
conseguem mimetizar sintomas e/ou comportamentos (validade aparente), reproduzir
mecanismos neurobioldgicos (validade de constructo) e responder similarmente a
acao de drogas utilizadas para o tratamento da patologia (validade preditiva)
(CHADMAN; YANG; CRAWLEY, 2009; SAGVOLDEN et al., 2009). Sendo que
algumas respostas fisiopatoldgicas parecem ser conservadas evolutivamente e parte
de um mecanismo universal através do qual os organismos se adaptam as condicoes
adversas impostas pelo ambiente (GROSS; HEN, 2004).

1.2.4.2 Linhagem SHR como modelo de TDAH

A linhagem SHR (do inglés, Spontaneously Hypertensive Rats) consiste em
ratos, que desenvolvem hipertensdo arterial espontaneamente, e que foram
geneticamente selecionados na década de 1960, a partir de uma linhagem de ratos
Wistar (OKAMOTO; AOKI, 1963; OKAMOTO et al., 1966). Esses animais apresentam
caracteristicas especiais no estudo do TDAH, uma vez que demonstram validade
aparente quando comparados a sua linhagem controle Wistar Kyoto (WKY). Dentre
eles pode-se citar, déficit de atencao, de aprendizado e de memdria, hiperatividade e
impulsividade, que se desenvolve ao longo do tempo quando ha poucos reforgadores
(SAGVOLDEN et al., 2009; PAMPLONA et al., 2009; PANDOLFO et al., 2013).

Quando se trata de validade preditiva, pesquisadores ja testaram o tratamento
de animais SHR com metilfenidato, o que resultou numa redug¢ao de comportamentos
relacionados ao TDAH na idade adulta. (WULTZ et al., 1990; ASPIDE et al., 2000; DE
BRUIN et al., 2003; ADRIANI; LAVIOLA, 2004; JENTSCH, 2005). Similar ao que
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eventualmente ocorre durante o tratamento do TDAH, em algumas abordagens nao
houve sucesso e resultaram no aumento da hiperatividade e do uso de drogas na
idade adulta (AUGUSTYNIAK et al., 2006; CLAVENNA; BONATI, 2014; HARVEY et
al, 2011; RABINER, 2013; VENDRUSCOLO; 1ZiDIO; TAKAHASHI, 2008, 2009). A
linhagem SHR também se mostrou promissora em estudos sobre abuso de
substancias, uma caracteristica que se acredita ser comoérbida com o TDAH
(VENDRUSCOLO; 1ZIDIO; TAKAHASHI, 2008, 2009).

Em relagdo a validade de constructo, um estudo mostrou que os ratos SHR
tinham uma inser¢ao de 160 pares de bases (Pb), na regido nao codificante do gene
do DAT, o que diminui a captagdao de DA na fenda sinaptica e, consequentemente,
contribui para a atividade mediada por essa catecolamina (MILL et al., 2005). Porém,
em geral, estudos bioquimicos sugerem uma funcdo hipodopaminérgica nos ratos
SHR, uma vez que os telodendros dos neurbnios dopaminérgicos mesocorticais,
mesolimbicos e nigroestriatais de SHR liberam menos DA em resposta a estimulagao
elétrica e/ou despolarizacdo como resultado da exposi¢cdo a altas concentracdes
extracelulares de K do que os controles WKY (REGAN; WILLIAMS; VORHEES, 2022;
RUSSEL 2002). Ainda foi observado que a expressdao de TH esta diminuida no
estriado dorsal e NAc (FULLER et al, 1983). Houve uma diminuicdo nas
concentracdes basais de DA extracelular no nucleo caudado e NAc em comparacao
aos animais controles (DE JONG et al., 1995; FUJITA et al., 2003; LINTHORST et al.,
1991). Alguns estudos utilizando microdialise e preparacdes de cortes encefalicos
sugerem que a diminui¢ao da liberagao de DA em comparagao com ratos controle
pode estar relacionada ao aumento da inibicao mediada por DRD2 (LINTHORST et
al., 1991; RUSSELL, 2000; 1991; VAN DEN BUUSE et al., 1991). Além disso, varios
estudos mostraram suprarregulacéo (upregulation) da expressao de DRD1 e DRD2
no NAc, estriado e cortex frontal (CHIU et al., 1982; CHIU et al., 1984; LIM et al., 1989;
PAPA et al., 2002; SADILE, 2000), o que é consistente com a diminui¢gao da liberagcao
de DA (REGAN; WILLIAMS; VORHEES, 2022).

Uma regulacdo da via mesocorticolimbica parece ocorrer durante o
desenvolvimento e induz alteragcdes bioquimicas duradouras na linhagem SHR. Foi
demonstrado que em SHR existe uma grande quantidade de DA extracelular presente
durante o periodo pré-desmame, que mais tarde se manifesta como hipofungao
dopaminérgica (RUSSELL, 2000). Nesse sentido, a baixa fungdo do DAT relatada em

alguns estudos no inicio do desenvolvimento pode promover mecanismos
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compensatorios em DRD2. Além disso, observou-se que a redugao subsequente de
DA induzida por estimulo aumentou os niveis de DRD1 no NAc de SHR, o que é
consistente com o papel da DA no TDAH (CAREY et al, 1998). A linhagem SHR
também ¢é conhecida por apresentar maior aumento nos niveis de outras
catecolaminas, como adrenalina e NA, em situa¢gdes estressantes, em comparacéo
com algumas outras linhagens (HENDLEY; OHLSSON, 1991; KIRBY, 1989); e
alteracdes glutamatérgicas e dopaminérgicas associadas a memoria associativa e a
recompensa (HEAL et al., 2008; WELLS et al., 2010). Todos estes estudos fazem dos
ratos SHR uma das linhagens mais utilizadas na investigacdo do TDAH. No entanto,
ainda existem algumas controvérsias e limitagdbes no uso desta linhagem como
modelo para pesquisas sobre TDAH, como a coexisténcia de hipertenséo arterial
(FERGUSON; CADA, 2003; PREDIGER et al., 2018; REGAN; WILLIAMS; VORHEES,
2022).

1.2.4.3 Linhagem SLA16 e a regido genémica Anxrr16

Um fendmeno bastante comum na pesquisa comportamental em animais de
laboratério € que diferentes linhagens de ratos apresentam diferentes respostas
comportamentais aos mesmos estimulos estressores. Por exemplo, ratos LEW e SHR
apresentam perfis contrastantes em seus niveis de locomog¢ao no centro do campo
aberto (CA), com ratos LEW explorando menos essa area considerada aversiva,
enquanto ratos SHR apresentam niveis mais elevados. Um estudo utilizando geragdes
provenientes do intercruzamento de ratos LEW e SHR mostrou que o contraste
fenotipico foi condicionado pelos gendétipos dos animais, sendo que um /ocus génico
(Anxrr16), localizado no Chr4, possui a maior pontuagao para esse trago quantitativo
(QTL) (RAMOS et al., 1997, 1999, 2023).

Para investigar como genes, produtos génicos e mecanismos subjacentes no
locus Anxrr16 influenciam o comportamento relacionado a locomocéo no centro do
CA, foi desenvolvida uma linhagem congénica no LGC/UFSC. Os animais das
linhagens LEW e SHR foram intercruzados e, apds a genotipagem, os ratos hibridos
foram continuamente retrocruzados com a linhagem parental SHR. Apds 10 geragdes
de retrocruzamento, houve a transferéncia de uma RGD (a qual contém o locus
Anxrr16) da linhagem doadora LEW para o fundo genético (background) da linhagem

receptora SHR (DE MEDEIROS et al., 2014). Logo apds, os animais foram cruzados
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entre si durante 20 geragdes para criar uma linhagem chamada SHR.LEW-(D4Rat76—
D4Mgh11) ou simplesmente SLA16 (DE MEDEIROS et al., 2014; RAMOS et al.,
2023).

A RGD contendo o locus Anxrr16 tem cerca de 81,9 mega pares de bases
(Mpb), localizada entre os marcadores moleculares D4Rat76 e D4Mgh11 no Chr4 do
rato, em 85,2 e 167,1Mpb, respectivamente (SMITH et al., 2020). Na linhagem
congénica SLA16, além da regido contendo apenas alelos LEW, duas regides
flanqueadoras abrigam alelos de ambas as linhagens parentais. Essas zonas de
transicdo (sempre esperadas) encontram-se entre 78,0 - 85,2 Mpb e 167,1 - 1814
Mpb (DE MEDEIROS et al., 2014). A criagdo de uma linhagem congénica como a
SLA16 permite, juntamente com a SHR, a investigacdo de um RGD alvo sem a
interferéncia do restante do genoma (diferentemente das populagbées F2). Também é
importante enfatizar que a estratégia de QTL envolvida na avaliagdo do locus e na
construcéo da linhagem é baseada na variagdo genética natural, diferentemente das
abordagens knockout ou transgénicas (RAMOS et al., 2023).

Essa RGD contém numerosos genes de interesse envolvidos em respostas
emocionais, estresse, imunidade, consumo de etanol e vias de sinalizacao
gabaérgica, dopaminérgica e glutamatérgica (RAMOS et al., 2023; SPENCE et al.,
2018). Contudo, é importante notar que esta regidao contém nao apenas genes, mas
também variantes gendmicas nao codificantes que podem desempenhar um papel
fundamental nos efeitos observados da RGD (ALSAMY; BLANGERO, 2009). Além
disso, diferentes variantes ligadas (ou seja, genes ou regides regulatorias localizadas
na mesma regido cromossOmica) podem ser responsaveis pelas caracteristicas
fenotipicas apresentadas (I1ZIDIO et al., 2011; RAMOS et al., 2023).

Como ambas as linhagens, SHR e SLA16, sdo criadas sob os mesmos
padrdes rigidos de controle ambiental, o comportamento distinto entre elas pode ser
atribuido a RGD no Chr4. Portanto, apés o desenvolvimento da linhagem SLA16,
inumeros testes comportamentais para avaliar a locomog¢ao, memoria, aprendizagem
e emocionalidade foram realizados em comparagao a linhagem SHR (RAMOS et al.
2023). Sendo que a linhagem SLA16 apresentou maior reatividade motora ao longo
da vida (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2014; GRANZOTTO, 2022;
PERTILE et al., 2017), maior prejuizo de aprendizagem (ANSELMI et al., 2016;
VELAZQUEZ et al., 2019) e maior tomada de risco em areas aversivas de aparatos,

0 que pode ser tomado como uma diminuicdo da emocionalidade e/ou aumento do
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comportamento de impulsividade (RAMOS et al, 2023). Adicionalmente Granzotto
(2016) observou que as linhagens SHR e SLA16, mesmo durante exposi¢ao repetidas
(5 dias seguidos), mantiveram indices locomotores elevados no teste do CA de 5 e 60
min, ou seja, sem habituagdo locomotora. Observou-se ainda que o peffil
comportamental dos animais SHR e SLA16 possui particularidades ligadas ao sexo,
uma vez que fémeas manifestaram valores de locomogao no CA maiores que o dos
machos. Por exemplo, no periodo pos-desmame, a media da distancia total percorrida
pelas fémeas em 5 min no CA foi de 30 metros, contra 17 metros pelos machos
(GRANZOTTO, 2022). Esse perfil comportamental demonstra-se basal e
independente da influéncia dos horménios sexuais, uma vez que ratas SHR e SLA16
nao diferiram nos parametros locomotores e de exploracdo do CA, labirinto em cruz
elevado (LCE) e caixa branco e preta durante as diferentes fases do ciclo estral (DE
MEDEIROS et al., 2014; TANIGUCHI, 2013).

1.2.4.4 Modelos experimentais no estudo do TUS

Para estudar experimentalmente o potencial desenvolvimento de TUS tem-
se utilizado modelos/paradigmas de testes classicos associados ao contexto: o
procedimento operante de autoadministracdo e o procedimento classico de PLC
(EVERITT; ROBBINS, 2005; NEIL et al., 1986; ROBBINS; EHRMAN, 1992; SANCHIS-
SEGURA; SPANAGEL, 2006). Sendo que, geralmente, esses testes sao
acompanhados pela avaliacdo do estado psicomotor durante o uso de substancias
(SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006).

Os procedimentos de autocontrole operante sdo baseados no trabalho de
Skinner (1937) e sao caracterizados por condicionar respostas comportamentais com
base nas consequéncias ou efeitos de estimulos reforcadores. No modelo classico,
0s animais geralmente sdo introduzidos em uma caixa operante com duas barras.
Durante o condicionamento, ao pressionar uma das barras por um numero
predeterminado de vezes facilita a liberagdo de uma dose da substancia (por via
intravenosa, intracerebral ou outro meio), enquanto que ao pressionar a segunda
barra nao gera qualquer estimulagao. Em estudos utilizando drogas reconhecidas por
seus efeitos de reforco positivo, observou-se um aumento no comportamento para
aquisicao da droga. Ou seja, os animais pressionaram com mais frequéncia as barras
relacionadas as drogas (PANLILIO, 2011; PISANU et al., 2015). Porém, este modelo
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requer equipamentos mais sofisticados, por isso os testes de PLCs sdo os mais
utilizados por serem economicamente acessiveis e possuirem protocolos simples.

O paradigma de PLC € um modelo comportamental pré-clinico amplamente
usado para o estudo dos efeitos heddnicos/recompensa e aversivos de tratamentos
farmacoldgicos, incluindo drogas de dependéncia (PRUS; JAMES; ROSECRANS,
2009; TZSCHENTKE, 2007). A PLC baseia-se no condicionamento classico uma vez
que os estimulos contextuais podem adquirir propriedades apetitivas secundarias
(efeitos condicionados recompensadores) quando combinados com um reforgo
primario (por exemplo, uma droga de abuso) (TZSCHENTKE, 2007; MCKENDRICK;
GRAZIANE, 2020). O condicionamento classico (ou condicionamento pavloviano
respondente) € demonstrado em muitos vertebrados, incluindo humanos (CARTONI;
BALLEINE; BALDASSARRE, 2016).

Ainda que varios desenhos experimentais e modelos de dispositivos (por
exemplo, Figuras 11 e 12) tenham sido usados no paradigma de PLC, as
caracteristicas basicas do condicionamento incluem a associacdo dos efeitos do
tratamento de uma droga com um ambiente especifico, seguida pela associagédo da
auséncia da droga com um ambiente diferente (TZSCHENTKE, 2007; MCKENDRICK;
GRAZIANE, 2020). De acordo com uma revisao de Prus, James e Rosecrans (2009)
um modelo de dispositivo comum da PLC consiste de trés compartimentos: os
compartimentos externos com caracteristicas diferentes (por exemplo, cores/padrdes
de parede e textura do piso) e um compartimento central que n&o sera pareado a uma
droga ou veiculo. As portas entre os comportamentos podem ser abertas, permitindo
que o rato se movimente livremente entre os mesmos. Na fase de condicionamento,
o rato recebe uma droga com propriedades potencialmente recompensadoras (ou
aversivas) e € colocado por varios minutos em um dos compartimentos externos. Em
outro momento (turno ou dia seguinte), o rato recebe o veiculo da droga e é colocado
no compartimento externo oposto. Geralmente, essas sessdes diarias sao alternadas
por 2 a 3 dias até a realizacdo de um teste. Na fase de teste o rato é colocado no
compartimento central e as portas de ambos os compartimentos externos sao abertas,
sendo registrando o tempo que o rato permanece em cada compartimento externo.
Quando o animal permanece significativamente mais tempo no compartimento
pareado com droga tem-se uma PLC, o que pode ser visto em alguns tratamentos
sistémicos com drogas que atuam no sistema dopaminérgico, como a cocaina,
anfetamina, mazindol, metilfenidato, entre outras (TZSCHENTKE, 2007).
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Embora algumas dessas drogas tenham efeitos ligeiramente diferentes no
SNC, a maioria delas produz PLC agindo nas vias mesolimbicas, ou seja, levando a
liberacdo de DA da VTA em estruturas terminais como o NAc (PRUS, JAMES,
ROSECRANS, 2009). Portanto, estudos também observaram que a administragao de
agonistas de DRD1 e DRD2 (como apomorfina, quinpirole e SKF82958) gera PLC
(ABRAHAMS et al., 1998; HALEEM et al., 2005; KHROYAN et al., 1999), enquanto
antagonistas do DRD1 (como o SCH23390) e DRD2 (como haloperidol e
metoclopramida) previnem o estabelecimento de PLC causado pela administragao
sistémica de anfetaminas e cocaina (HOFFMAN; BENINGER, 1989; LINTHORST et
al., 1992; NAZARIUM et al., 2004; MITHANI et al., 1986; SPYRAKI; FIBIGER;
PHILLIPS, 1982; SPYRAKI; NOMIKOS; VARONOS, 1987). A PLC induzida por
anfetaminas também é abolida em camundongos DAT-KO (knockout), mas pode ser
bloqueada pelo haloperidol (BARDO; BEVINS, 2000; MITHANI et al., 1986; SPYRAKI,
FIBIGER; PHILLIPS, 1982). Além disso, a injecéo direta de psicoestimulantes na VTA
ou no NAc também produz PLCs (BOZARTH, 1987; CARR; WHITE, 1983;
GLIMCHER et al., 1984; PHILLIPS; LEPIANE, 1980; PHILLIPS; LEPIANE; FIBIGER,
1983; VAN DER KOOQY et al., 1982; WHITE PACKARD; HIROI, 1991). Em ratos que
desenvolveram PLC a cocaina, quando os mesmos foram colocados no
compartimento condicionado com cocaina houve um aumento nos niveis de DA no
NAc durante a administragao de veiculo, em oposicdo ao compartimento pareado com
veiculo (DUVAUCHELLE; IKEGAMI; CASTANEDA, 2000; DUVAUCHELLE et al.,
2000). De maneira complementar, estudos tém demonstrado que as propriedades
recompensadoras da droga necessarias ao desenvolvimento da PLC ndo sao
dependentes da estimulagdo locomotora, do tempo de duracdo da fase teste do
paradigma de PLC e do sexo dos animais (BARDO, ROWLETT; HARRIS, 1995;
CARR; PHILLIPS; FIBIGER, 1988).

1.2.4.5 O uso de fémeas no estudo de anorexigenos

A elevada busca de medicamentos anorexigenos, como o FEN, para além do
tratamento da obesidade esta associada a questdes de ordem social e envolve, entre
outros fatores, a estética e o modelo de feminilidade socialmente construido e
esperado (MELO; OLIVEIRA, 2011). Para Cunha e colaboradores (2021) a

insatisfacao corporal e os padroes de aparéncia fisica e estilo de vida impostos pela
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sociedade sobre a aparéncia da mulher sao fatores determinantes para o elevado uso
feminino de psicotropicos anorexigenos. Por exemplo, em um estudo retrospectivo em
2003 para avaliar indicadores de dispensacdo e consumo de substancias
anorexigenas na cidade de Belo Horizonte - MG, quando analisada a distribuicdo do
consumo de medicamentos por género, evidenciou-se a predominancia absoluta de
consumo pelas mulheres (88%), na proporcdo de 10:1 (CARNEIRO; GUERRA,;
ACURCIO, 2008). Em outro estudo que acompanhou 13 estabelecimentos
farmacéuticos em Santa Maria no estado do Rio Grande do Sul no periodo de 2006 a
2007, a prescrigao de anorexigenos era de 93,35% para individuos do sexo feminino
(FELTRIN et al., 2009). J& em Cascavel no Parana, ao serem avaliadas 448
prescricdes retidas em farmacias com manipulagdo em 2008, 393 (88%)
correspondiam a usuarios do sexo feminino (HENNIN; WIENS; SANCHES, 2011).
Adicionalmente, em um estudo em cidades de S&o Paulo e em Brasilia houve
predominio de pacientes do sexo feminino (92,7%), sendo que para os pesquisadores
o uso de drogas do tipo anfetaminas no Brasil é particularmente prevalente entre as
mulheres devido ao forte relacionamento a cultura da magreza como simbolo de
beleza (NAPPO et al., 2002).

Dessa forma, considerando a natureza feminina relacionado a esses dados
epidemioldgicos no uso de anorexigenos do tipo anfetamina faz-se necessario que
pesquisas contemplem ratos fémeas como modelo. O que foi por muito tempo
negligenciado, pois até pouco tempo atras havia um desequilibrio no estudo de sexos
em roedores e primatas para a fisiologia, farmacologia. Contudo o campo mais
desigual era a neurociéncia, o qual incluia animais machos quase seis vezes mais do
que as fémeas (BEERY; ZUCKER, 2011). Acredita-se que esse desequilibrio venha
da crenca de que o ciclo estral torna os dados de fémeas mais variaveis do que os de
machos, o que faz as pesquisas com fémeas serem mais demoradas, de valor mais
elevado e com maior numero de animais utilizados. Entretanto, machos alojados em
grupo, estabelecem uma hierarquia de dominéancia e apresentam niveis circulantes de
testosterona cinco vezes maiores do que em subordinados, o que também promove
elevada variabilidade de uma série de medidas fisioldgicas, celulares, hormonais e
comportamentais (MACHIDA; YONEZAWA; NOUMURA, 1981; BECKER;
PRENDERGAST; LIANG, 2016; SHANSKY, 2019).
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1.3 HIPOTESES DO TRABALHO
1.3.1 Primeira hipotese

O tratamento repetido com FEN promove PLC. altera o comportamento
emocional e modificagao da expressao de TH, DRD1 e DRD2 no NAc, distintamente
em ratas SHR e SLA16.

1.3.2 Segunda hipoétese

O tratamento com uma unica dose de FEN, apés 15min ou 22+1h, altera o

comportamento emocional, distintamente em ratas SHR e SLA16.

1.3.3 Terceira hipotese

O FEN altera atividade locomotora e medidas fisiologicas distintamente em
fémeas SHR e SLA16.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos de FEN em ratas
das linhagens SHR e SLA16. Para isso, foram avaliados os efeitos de FEN sobre os
comportamentos de condicionamento por local e emocionais, atividade locomotora,
medidas fisiologicas e expressdao de DRD1, DRD2 e TH, no NAc, em ratas das
linhagens SHR e SLA16.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Investigar se a administracado repetida de FEN causa condicionamento
por local em ratas das linhagens isogénicas SHR e SLA16.

° Avaliar o comportamento emocional em ratas das linhagens SHR e
SLA16 apo6s administracdo de FEN.

° Quantificar a TH, DRD1 e DRD2 no NAc de ratas das linhagens SHR e
SLA16 apo6s a administracéo de FEN.

° Examinar qual o efeito do FEN sobre a locomogéo das ratas SHR e
SLA16.
° Verificar se o FEN interfere no peso, defecagdo e consumo de agua e

racao das linhagens SHR e SLA16 durante a administragdo de FEN.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Fémeas das linhagens SLA16 e SHR foram fornecidas pelo biotério do
Laboratério de Genética do Comportamento do BEG/UFSC e acondicionadas em
caixas de polipropileno opacas (41 x 34 x 18 cm; comprimento x largura Xx
profundidade) com maravalha de pinus de qualidade laboratorial, em grupos de
quatro. Elas foram mantidas sob condigbes controladas de temperatura ambiente
(22+2°C) e iluminagao (12h claro/12h escuro, luzes acesas as 7h). Todos os animais
eram ingénuos a qualquer procedimento experimental e foram testados entre 7 € 9
semanas de idade (SPEAR, 2000; SPEAR e BRAKE, 1983). Os procedimentos foram
realizados apds a aprovacdo do Comité de Etica de Uso Animal local (Protocolos
UFSC/Brasil n°® 9500240920). Além disso, observou-se o The Rat Grimace Scale
(NC3Rs), os principios éticos em pesquisa animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), as orientagdes do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFSC (CEUA/UFSC) e a Lei Ordinaria 11.794/2008 (DOU
de 09/10/2008).

3.2 MEDICAMENTOS, DOSAGEM E ADMINISTRACAO

O farmaco Fenproporex (FEN, Lepuge®) foi dissolvido em solugao salina estéril
(NaCl 0,9%) e administrado na concentragédo de 4 mg por kg de peso corporal de
animal. Essa dose foi definida através de um estudo piloto capaz de promover a PLC,
onde utilizou-se as doses de 2, 4, 6 e 8 mg por kg de peso corporal de animal. Para o
preparo individual do volume da dose (0,4 a 0,6 ml) de solugdo de FEN, anteriormente
a cada administragao, cada animal foi pesado na balanca digital SF-400 (Electronic®).
A distribuicao dos animais em grupos que receberam a administragao de solugao de
FEN ou de VEH (VEH; NaCl 0,9%) foi determinada de modo aleatdrio utilizando o
programa Excel (Microsoft®). As administragcbes foram realizadas por via
intraperitoneal (i.p.) respeitando os seguintes cuidados: a) contengdo manual pelo
dorso; b) posicionamento em decubito dorsal com a cabega inclinada ligeiramente
para baixo, de modo a minimizar o risco de perfuracbes de visceras uma vez que

estas se deslocam em diregcao ao diafragma; c) assepsia com algodao embebido em
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alcool a 70%; d) introdugédo de uma agulha estéril (22G) de forma angulada (entre 20°
e 45°) com o quadrante inferior direito do abdome; e e) aspiragao do conteudo para
verificar se alguma estrutura visceral oca foi atingida (bexiga urinaria, intestino ou vaso
sanguineo). Quando houve mais de uma aplicagdo, os quadrantes abdominais
inferiores foram alternados. As agulhas utilizadas nao foram utilizadas mais do que 2

vezes, evitando maior atrito com ao inserir e retirar a agulha.

3.3 PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

3.3.1 Experimento 1: Teste de permanéncia de animais em estado livre de
drogas (naive) nos compartimentos do aparato de preferéncia por local
condicionado (PLC)

Nesse experimento, um grupo naive de fémeas da linhagem SHR (n=8) e um
da linhagem SLA16 (n=8), ou seja, que nao receberam a administracdo de FEN ou
VEH, foram testadas no aparato de preferéncia por local condicionado (PLC), de modo
a verificar o percentual médio e o tempo de permanéncia nos compartimentos A e B

(conforme sera descrito no item 3.6.4) durante os 52, 55 e 58 dias de idade.

3.3.2 Experimento 2: Administragao de repetidas doses de FEN

O experimento 2 (Figura 3) testou os animais na PLC entre os 48 e 58 dias
(conforme sera descrito no item 3.6.4); no campo aberto (CA) aos 61 dias (conforme
sera descrito no item 3.6.1), no labirinto em cruz elevado (LCE) aos 62 dias (conforme
sera descrito no item 3.6.2), bem como aos 63 dias os animais foram eutanasiados
para coleta do NAc e posterior quantificacdo de DRD1, DRD2 e TH (conforme sera
descrito no item 3.7). Para tanto, contou-se com os seguintes grupos experimentais:
a) SHR — VEH: fémeas da linhagem SHR que receberam VEH (n=8); b) SHR — FEN:
fémeas da linhagem SHR que receberam FEN (n=8); c) SLA16 — VEH: fémeas da
linhagem SLA16 que receberam VEH (n=8); e d) SLA16 — FEN: fémeas da linhagem
SLA16 que receberam FEN (n=8).

No teste de PLC, aos 48 e 49 dias de idade, os animais foram apresentados ao
aparato (fase de pré-condicionamento). Nos dois dias subsequentes (50 e 51 dias)

foram expostos ao FEN em um dos compartimentos do aparato (fase de
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condicionamento) e VEH no compartimento oposto. Aos 52 dias os animais, sem
receberem FEN ou VEH, tiveram acesso livre a todos os compartimentos do aparato
para verificar o tempo de permanéncia em cada compartimento (fase de teste).
Imediatamente apds esse primeiro ensaio foi realizado um segundo (53 a 55 dias) e
um terceiro ensaio (56 a 58 dias), conforme a Figura 3.

Os ratos receberam novas inje¢cdes de FEN aos 59, 60, 61 e 62 dias de idade,
as 13h. Aos 61 dias de idade, os ratos foram testados no OF, no periodo entre 9 e
12h, ou seja, 22+1h apods a ultima administracdo de FEN. E, nos mesmos horarios,
aos 62 dias foram testados no LCE. Os animais foram eutanasiados aos 63 dias para
coleta do NAc e posterior quantificacdo de DRD1, DRD2 e TH (conforme descrito no
item 3.7). As doses de FEN foram de 4 mg/kg (i.p.).

Figura 3 - Esquema do segundo desenho experimental
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Fonte: O autor. Administracédo de repetidas doses de FEN (4 mg/kg, i.p.) em fémeas das linhagens
SHR e SLA16. O teste de PLC foi realizado entre 48 e 58 dias. Apds a fase de pré-condicionamento,
fémeas das linhagens SHR e SLA16 receberam FEN (4 mg/kg, i.p.) e/lou VEH por dois dias
consecutivos (dias: 50/51, 53/54 e 56/57). No terceiro dia, a fase teste da PLC foi verificada por 15 min
(dias: 52,55 e 58). O teste de PLC foi repetido trés vezes (ensaios). Os ratos receberam novas injecdes
de FEN aos 59, 60, 61 e 62 dias (13h). No periodo da manha (8h — 12h), 22+1h apds a ultima
administragao de FEN, aos 61 dias de idade os ratos foram testados no CA, aos 62 dias no LCE e aos
63 dias os ratos foram eutanasiados. Circulos pretos indicam os dias em que os ratos receberam FEN.

Em razdo dos resultados observados na administracéo de doses repetidas de
FEN (experimento 2), um segundo bloco experimental, contendo outros dois

experimentos, foi delineado e executado.



53

3.4 SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL
3.4.1 Experimento 3: Administragao de dose de FEN 22t1h antes dos testes

Em um terceiro experimento aos 60 dias de idade, ratas das linhagens SHR e
SLA16 receberam uma unica injecdo de FEN (4 mg/kg, i.p.) ou VEH (0,9% NaCl, i.p.)
as 13h (Figura 4). Aos 61 dias, 22+1h apds a administragdo, os animais foram testados
sequencialmente no CA e LCE para avaliacdo da atividade locomotora espontanea,
reacoes estereotipadas, comportamento semelhante a ansiedade e fungbes

autondmicas.

Figura 4 - Esquema do terceiro desenho experimental

22h+1h apé a
( apos) 5
6/

- - ———— -

-

Fonte: O autor. Administracao de dose unica de FEN 22+1h antes dos testes (4 mg/kg, i.p.) em fémeas
das linhagens SHR e SLA16. Aos 60 dias houve administracdo de dose de FEN e aos 61 dias (22+1h
apos) os ratos foram testados sequencialmente no CA e LCE.

3.4.2 Experimento 4: Administragao de dose de FEN 15min antes dos testes

Em um quarto experimento aos 61 dias de idade, ratas das linhagens SHR e
SLA16 receberam uma unica injegao de FEN (4 mg/kg, i.p.) ou VEH (0,9% NacCl, i.p.)
e 15min apds a administracdo foram testados sequencialmente no CA e LCE para
avaliagdo da atividade locomotora espontanea, reacdes estereotipadas,

comportamento semelhante a ansiedade e fungbes autonémicas (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema do quarto desenho experimental

(15min apos)

Fonte: O autor. Administragéo de dose Unica de FEN 15min antes dos testes (4 mg/kg, i.p.) em fémeas
das linhagens SHR e SLA16. Aos 61 dias houve administragdo de dose de FEN e 15min apds os ratos
foram testados sequencialmente no CA e LCE.

3.5 TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

3.5.1 Experimento 5: Administracao de repetidas doses de FEN

A sensibilizagdo comportamental, um modelo de estudo da
farmacodependéncia, busca avaliar a hiperatividade locomotora gerada apds a
administracdo de drogas com potencial de abuso. Dessa forma, este experimento
objetivou avaliar se o FEN pode potencializar a atividade locomotora nas fémeas das
linhagens SHR e SLA16.

O experimento 5 (Figura 6) testou os animais na caixa de atividade locomotora
aos 50 e 62 dias, imediatamente apds a administragdo de FEN ou VEH (conforme
sera descrito no item 3.6.3). Apds o periodo de desmame, aos 28 dias, 0s animais
foram organizados em duplas nas caixas de moradia para que nao houvesse
isolamento social. No periodo entre 50 e 62 dias de vida dos animais foi verificado
diariamente o peso corporal e verificado o consumo de agua e racao das duplas de
animais. Para tanto, contou-se com o0s seguintes grupos experimentais: a) SHR —
VEH: fémeas da linhagem SHR que receberam VEH (n=8); b) SHR — FEN: fémeas
da linhagem SHR que receberam FEN (n=8); c) SLA16 — VEH: fémeas da linhagem
SLA16 que receberam VEH (n=8); e d) SLA16 — FEN: fémeas da linhagem SLA16 que

receberam FEN (n=8).
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Figura 6 - Esquema do quinto desenho experimental
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Fonte: O autor. Administracdo de repetidas doses de FEN (4 mg/kg, i.p.) em fémeas das linhagens
SHR e SLA16 para avaliagao diaria do peso e do consumo de agua e ragao por dupla de animais. A
locomocgé&o dos animais foi avaliada aos 50 e 62 dias de idade dos animais por dois dias consecutivos.
Circulos pretos indicam os dias em que os ratos receberam FEN.

3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.6.1 Campo aberto (CA)

Desde o seu desenvolvimento por Hall (1934), o CA tornou-se uma ferramenta
amplamente utilizada no estudo de comportamentos induzidos por psicofarmacos. Em
estudos psicofarmacologicos, os animais sdo normalmente colocados numa area
nova para avaliacdo dos efeitos sobre a locomogdo e comportamentos de
emocionalidade do tipo medo e/ou ansiedade (para revisao ler CHOLERIS et al., 2001;
PRUT; BELZUNG, 2003).

O teste do CA foi realizado em uma arena de base quadrada preta com lados
medindo 100 cm e cercado por paredes brancas de 40 cm de altura (Figura 7). O
campo foi iluminado uniformemente (10 lux) e ndo foram permitidas imagens ou sons
que distraissem durante o procedimento de teste. No inicio do teste cada animal foi
colocado na periferia do CA. Os comportamentos foram registrados continuamente
por camera de video de alta resolugao (2K) por 5min e registrados no computador
(1IZIDIO et al., 2005). Todos os testes ocorreram no periodo matutino entre 9h e 12h.
Todos os animais foram utilizados apenas uma vez, e apds cada tentativa, a arena
quadrada foi limpa com solugéo de etanol (10%, v/v) alcool para evitar a influéncia dos

odores presentes no animal, a urina e bolos fecais dos ratos anteriores.
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Figura 7 - Aparato utilizado no teste de CA

Fonte: O autor. Foto capturada do aparato de campo aberto (CA) do laboratério da genética do
comportamento da UFSC.

Apos registro por filmagem, por meio da observagdo de cada video, com o
auxilio de cronébmetro e contador foi documentado as seguintes variaveis etologicas
(Figura 8): numero de movimentos verticais (n), numeros de movimento verticais na
parede do aparato (climbing, n), numero de movimentos verticais livres (rearing, n),
numero de cuidados de autolimpeza (grooming), numero de defecagdes no aparato
(n), tempo gasto em cheirar no aparato (sniffing, seg - segundos), tempos gasto no
cuidado de autolimpeza (seg) e o tempo de laténcia para o cuidado de autolimpeza
(seg) (ZHANG et al., 2011). Com o auxilio do programa Any-maze (Stoelting, USA-
verséo 4.99m) foram mensurados: a distancia total (m), a velocidade maxima (m/seg),
0 numero de entradas na area central (n), o tempo gasto na regido central (seg), o
tempo gasto na regido periférica (seg), tempo médio por visita ao centro (seg), tempo
médio por visita a periferia (seg), a distancia percorrida na regido central (m) e a
distancia percorrida na regido periférica (m). A regido periférica compreendeu a area
com distancia de até 20 cm da parede lateral, enquanto a regido central deu-se pela
area da regidao quadrangular interna com lados de 80 cm. A permanéncia do animal
na regiao periférica do aparato é classicamente interpretada como um comportamento
defensivo do tipo medo e/ou ansiedade, uma vez que 0s animais tomam menos risco
e conseguem realizar tigmotaxia nessa regiao (IZIDIO et al., 2005; CHOLERIS et al.,
2001; PRUT; BELZUNG, 2003).
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Figura 8 - Sumarizagao do estudo etolégico no CA
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Fonte: Adaptado de Deurwaerdére et al., 2022.

3.6.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste de LCE, desde a sua validagdo por Handley e Mithani (1984), é
amplamente utilizado para investigar as bases psicolégicas e neuroquimicas de
comportamento do tipo medo e/ou ansiedade, bem como a descoberta de novos
agentes ansioliticos (para revisdo ler RODGERS; DALVI, 1997; WALF; FRYE, 2007).

Para o teste de LCE foi realizado em um aparato de madeira preto com base
em forma de cruz elevada a 52 cm do solo (Figura 9). A regido central (10 cm) oferece
acesso a quatro bragos de igual tamanho (50 x 10 cm; comprimento x largura)
dispostos perpendicularmente, sendo dois bragos opostos cercados por paredes de
40 cm de altura e dois bracos abertos. E reconhecido que os bragos abertos do
labirinto combinam elementos naturalmente hostis: por serem um ambiente novo e em
espaco aberto. Os testes comportamentais ocorreram no periodo matutino (entre 9h
e 12h) com duragdo de 5min e sob luz indireta mantida em 10 lux. Entre cada
procedimento, o aparato foi devidamente limpo com solugéo de etanol (10%, v/v).
Cada animal foi colocado na regiao central com a face voltada para um brago fechado.
Ap6s registro por filmagem com camera de alta resolugéo (2K) posicionada acima do
aparato, com o auxilio do programa Any-maze (Stoelting, USA- versao 4.99m) foram
mensurados: a distancia total percorrida (m), o numero de entradas (n) e o tempo de
permanéncia em cada um dos bragos (seg). Os parametros de porcentagem de
entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos foram calculados e expressos
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utilizando-se a seguinte férmula: [(bragos abertos / bragos abertos + bragos fechados)
x 100] (1ZIDIO et al., 2005).

Figura 9 - Aparato utilizado no teste do LCE
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Fonte: Medeiros (2012). Foto capturada do aparato labirinto em cruz elevado (LCE) do laboratério da
genética do comportamento da UFSC.

3.6.3 Caixa de atividade locomotora

A sensibilizagdo comportamental € um fenébmeno manifestado pelo aumento
progressivo da atividade locomotora apds a exposicéo repetida e intermitente a uma
substancia estimulante, sendo que por décadas € utilizada como modelo de estudo
no desenvolvimento da dependéncia (VENDRUSCOLO et al.,, 2008; SAX e
STRAKOWSKI, 2001; CHEN; CHEN; CHIANG, 2009). O registro da atividade
locomotora dos animais foi realizado através do teste na caixa de atividade (Figura
10). O aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 70 x 27 x 22 cm (largura
x altura x comprimento), a qual é fechada superiormente por uma tampa de acrilico
transparente e possui assoalho suspenso por tela metalica. Ao longo da caixa séo
distribuidos 3 emissores de luz infravermelho que ao serem interrompidos geram
automaticamente o registro de uma unidade de medida da atividade locomotora em

um display digital acoplado ao aparato. Os testes comportamentais ocorreram no
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periodo matutino (entre 9h e 12h), e entre cada procedimento o aparato foi
devidamente limpo com solugédo de etanol (10%, v/v). Para a realizagdo do teste,
imediatamente apos receberem injegbes de VEH ou FEN, os animais foram
introduzidos no interior do aparato, cuja luminosidade foi mantida em 10 lux. A
atividade locomotora total foi registrada por 60min, bem como foram registradas as
medidas de locomogao a cada 5min por meio de filmagem com camera suspensa. O
numero de bolos fecais foi contabilizado (PARO et al., 2008; GRANZOTTO, 2016).

Figura 10 - Aparato utilizado no teste de atividade locomotora

Fonte: Medeiros (2012). Foto capturada do aparato caixa de atividade do laboratério da genética do
comportamento da UFSC.

3.6.4 Teste de preferéncia por local condicionado (PLC)

O paradigma de PLC é um modelo comportamental pré-clinico padréo usado
para estudar os efeitos hedbnicos e aversivos das drogas. Embora varios designs e
aparatos diferentes sejam usados neste modelo, as caracteristicas basicas desta
tarefa envolvem a associacdo de um ambiente particular com a droga, seguido pela
associagao de um ambiente diferente com a auséncia dessa (administragcao de VEH)
(BERRO et al., 2018; METZ et al., 2019; PRUS et al., 2009). Utilizamos neste projeto
um aparato de trés compartimentos com caracteristicas diferentes (Figura 11). O
compartimento central ndo possuia caracteristicas especiais, continha portas

removiveis que quando abertas permitiam a passagem livre do animal entre todos os
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compartimentos. Os compartimentos laterais possuiam caracteristicas distintas
(unbiased), onde o compartimento intitulado de A possuia o chao levemente rugoso e
as paredes brancas com listras pretas (25 x 30 x 35 cm), enquanto o compartimento
B possuia o chdo liso e paredes pretas com circulo branco (25 x 30 x 35 cm)
(GONGCALVES et al.; 2013, 2015; REZIN et al., 2011; TOGNONI; MORSELLI;
GARANTTINI, 1972).

Figura 11 - Aparato utilizado no teste de PLC

—
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Fonte: O autor. Foto capturada do aparato de preferéncia por local condicionado (PLC) do laboratério
da genética do comportamento da UFSC.

O protocolo experimental de CPL consistiu das etapas de pré-condicionamento,
de condicionamento e de teste (adaptado de THEBERGE et al., 2010; BERRO et al.,
2018). Na etapa de pré-condicionamento, por dois dias consecutivos os animais
puderam explorar todo o aparato por 15 min uma vez que as portas do mesmo foram
removidas. Durante a etapa de condicionamento, o animal do grupo experimental
recebeu no periodo matutino uma injegdo de FEN e apds 15 min foi colocado em um
dos compartimentos laterais por 25 min, enquanto no periodo vespertino recebeu uma
injecao de solucao VEH e foi colocado no compartimento oposto igual tempo. O animal
foi colocado no local de pareamento com a droga apdés 15 min da administragao do
FEN em razao deste ser o tempo decorrido para a obtencdo do pico encefalico de

anfetamina (COUTTS et al., 1986). O compartimento associado com a droga foi
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randomizado e mantido até o final do experimento. No segundo dia da etapa de
condicionamento foi repetido o procedimento, sendo que o VEH foi aplicado no
periodo matutino e a droga no periodo vespertino, de modo a ndo condicionar o
possivel efeito da droga com o periodo de administragdo. Posteriormente, foi realizada
uma sessao de teste, que consistiu em colocar o animal no compartimento central
sem a administracdo de nenhum composto e depois retirar as portas de acesso aos
compartimentos. Durante 15min registrou-se com cémera de alta resolugédo (2K) o
tempo em que o animal permaneceu em cada um dos compartimentos. Uma
preferéncia de lugar condicionada foi encontrada quando os animais passam
significativamente mais tempo no compartimento emparelhado com a droga do que
no compartimento emparelhado com o VEH. As etapas de condicionamento foram
repetidas por mais duas vezes, caracterizando 3 ensaios.

Durante todas as etapas da CPL a iluminacao foi indireta e equivalente em todo
o aparato (10 lux), bem como o ambiente livre de ruidos As etapas de pré-
condicionamento e teste foram realizadas sempre no periodo matutino, ja a etapa de
condicionamento foi realizado no turno da manha, entre 8 h e 12 h, e da tarde, entre
14 h e 18 h. Entre cada procedimento, o aparato foi devidamente limpo com solugao
de etanol a 10%. O tempo em cada compartimento obtido por meio da utilizagéo do
programa Any-maze (Stoelting, USA- versao 4.99m). A porcentagem de tempo no
compartimento foi calculada com base na férmula: [compartimento droga x 100 /

compartimento droga + compartimento ndo drogal.

Figura 12 — Esquema de um ensaio do teste de PLC
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Fonte: O autor. Etapas sequenciais de um ensaio do teste de preferéncia por local condicionado (PLC).
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3.7 QUANTIFICAGAO DE TH, DRD1 E DRD2

3.7.1 Eutanasia e coleta do NAc

Apés anestesia com isoflurano (5% por litro de oxigénio, via inalatoria), no
periodo matutino, houve decapitacdo dos animais com guilhotina, craniotomia e
imediata remocgao do encéfalo. Os encéfalos retirados foram imediatamente lavados
em solugdo salina refrigerada e dissecados para coleta no NAc. Com o encéfalo
disposto em decubito dorsal sobre uma superficie de metal resfriada com gelo,
realizando uma secgao coronal na regiao mais anterior do quiasma optico (Bregma -
0.26 mm) e outra realizada 2mm anterior a regido mais anterior do quiasma optico
(Bregma - 1.70 mm) (COMPTON; JOHNSON, 1998; LIANG et al., 2004). A partir
dessa segao coronal, cada NAc por meio dos seguintes cortes: a) um corte diagonal
do assoalho do ventriculo lateral, passando lateralmente pela comissura anterior, para
o bordo medial do trato olfatério lateral; b) um corte vertical do assoalho do ventriculo
lateral a base do encéfalo; c) um corte separando o tubérculo olfatorio (localizado na
base desta cunha), o qual esta ligeiramente inferior ao NAc (Figura 13) (HEFFNER et
al., 1980). O NAc foi coletado bilateralmente (totalizando aproximadamente 3 mg por
animal), acondicionados no interior de microtubos, congelados rapidamente em
nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer a -80°C para posterior quantificacéo de
TH, DRD1 e DRD2 por meio da técnica de Western Blot (LU et al., 2003).

Figura 13 — Localizacdo e coleta do NAc
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Fonte: Adaptado de HEFFNER et al, 1980.
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3.7.2 Preparagao das amostras

Apods o descongelamento dos tecidos e acomodagao dos microtubos no gelo,
foi pipetado 80 uL em cada microtubo de solugdo contendo coquetel de inibidores
enzimaticos (1%, Sigma, St. Louis, MO, EUA). As amostras foram levadas
rapidamente ao sonicador dentro do gelo seco e homogeneizadas 3 vezes durante
5seg (Figura 14). Apés a homogeneizagao, deixou-se o lisado em gelo comum até a
centrifugagcdo das mesmas na temperatura de 4°C, velocidade de 13200 rpm, durante
10 min (Figura 14). Apés a centrifugagao, o sobrenadante foi pipetado para realizagéao

da dosagem de proteinas.

Figura 14 — Sonicador e centrifuga utilizados na preparagdo da amostra

Fonte: O autor. Foto do sonicador (Sonics VCX 130 da Vibra-Cell) e centrifuga (accuSpin Micro 17R da
Fisher Scientific) utilizados para processamento das amostras do NAc na UNIFESP.

3.7.3 Dosagem de proteinas totais

Para dosagem de proteinas totais foi utilizado o método de Bradford (KRUGER,
2009). Sendo que para cada tubo foi realizada uma leitura em duplicata. Em uma
microplaca de 96 pocos foi pipetada solugao para a curva de calibragdo (albumina) e
das amostras para quantificacdo das proteinas. Levou-se a placa ao leitor de
microplacas de absorbancia (Figura 15) no comprimento de onda de 595nm. Com os
valores obtidos foi possivel montar a curva de calibragao e calcular a quantidade de

proteina de cada amostra.
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Figura 15 — Placa e espectrofotdmetro utilizados na dosagem de proteinas
I =

Fonte: O autor. Foto de microplaca de 96 pogos e espectrofotdbmetro (SPECTROstar Nano da BMG
LABTECH) utilizados na dosagem de proteinas durante a padronizagao da técnica de Western Blotting
na UNIFESP.

3.7.4 “Western blotting”

Aliquotas contendo de 20 ug de proteinas total foram carregadas e submetidas
a eletroforese em gel dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%, qual foi
transferido para membrana de nitrocelulose a 400 mA por 1h (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA) (Figura 16). Apds as membranas serem bloqueadas de sitios inespecificos por
solugao tampao de bloqueio (albumina 2% em tampao TBS-T 0,1%), as mesmas
foram incubadas com anticorpo primario durante 24h sob agitagdo constante na
temperatura de 4°C, incluindo anticorpo monoclonal de DRD1 (1/1000; Santa Cruz
Biotechnology, NO.sc-33660), anticorpo monoclonal de DRD2 (1/500; Santa Cruz
Biotechnology, NO.sc-5303), anticorpo policlonal anti-TH (1/5000; Millipore,
No.ab152) e anticorpo policlonal anti-GAPDH (1/20000; Bioworld Technology).
Posteriormente, as membranas foram lavadas em solugéo PBS (trés vezes de 10min)
e incubadas com anticorpos secundarios (anti-cabra ou anti-camundongo, 1:5000,
Biotime Institute of Technology) conjugados a peroxidase-streptavidina, por 1h a
temperatura ambiente. As membranas foram entdo lavadas em solugédo PBST (trés
vezes de 10min). Apds a aplicagéo do revelador SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™) as bandas de proteinas transferidas foram
visualizadas, capturadas e analisadas pelo aparelho foto-documentador UVITEC 4.7

Cambridge.
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Figura 16 — Corrida das proteinas no gel e transferéncia para membrana

Fonte: O autor. Foto do equipamento de western blotting (Mini Trans-Blot® Cell e Criterion™ Blotter da
BIO-RAD) utilizados na quantificagao de proteinas na UNIFESP.

3.7.5 Peso, consumo de agua e ragao

Durante o periodo de administracdo de solucdo de FEN ou VEH os animais
foram acondicionados em duplas nas caixas de moradia para que ndo ocorresse
estresse por isolamento social. O registro do peso diario e acompanhamento do ganho
de peso dos animais (de formula: [peso final — peso inicial]) foi realizado por meio da
balancga digital SF-400 (Electronic®). O consumo de ragao (gramas) foi monitorado e
registrado diariamente por meio da balancga digital SF-400 (Electronic®), enquanto o

de agua (ml) por proveta de vidro de 500ml.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Uma vez que todos os dados apresentaram homocedasticidade (Teste de
Levene, P>0,05) e se distribuiram normalmente (Teste de Kolmogorov-Smirnov,
P>0,05), os mesmos foram analisados com testes paramétricos. Os resultados foram
expressos em media * erro padrdo da média, com conclusdes estatisticas estimadas
em 5% de significancia. Os resultados foram analisados através de testes de analise
de variancia (ANOVA) e o teste de Duncan como post hoc. Para comparagao de duas
amostras, o teste t de Student foi utilizado. Os dados foram analisados utilizando o
programa Statistica 7® e os graficos produzidos com o auxilio do programa GraphPad
Prism 5®.
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4. RESULTADOS

4.1 PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

4.1.1 Experimento 1: Teste de permanéncia de naives nos compartimentos PLC

Nesse experimento, um grupo naive de fémeas das linhagens SHR e SLA16
foram testadas aos 52, 55 e 58 dias de idade quanto a preferéncia de permanéncia
nos compartimentos A ou B no aparato de PLC sem a administracdo de FEN ou VEH.
Apds a aplicagdo de uma ANOVA de dois fatores observou-se que nao houve
diferenga entre o percentual médio de permanéncia nos compartimentos A e B
[F(1,28)=0,99; p=0,32] ou entre linhagens [F(1,28)=0,05; p=0,82] (Figura 17A).

Bem como, observou-se por meio de uma ANOVA de medidas repetidas que
nao houve diferenca de tempo de permanéncia no compartimento A ou B
[F(1,28)=0,17; p=0,67], bem como entre as linhagens SHR e SLA16 [F(1,28)=0,30;
p=0,58], durante a realizacdo do 1°, 2° e 3° ensaio, 0s quais ocorreram
respectivamente aos 52, 55 e 58 dias de vida dos animais (Figura 17B).

Estes resultados sugerem que o contexto se apresentou imparcial (unibased)
para ratas de ambas as linhagens.

Figura 17 — Fémeas SHR e SLA16 naive testadas no aparato de PLC
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Fonte: O autor. Tempo de permanéncia de grupo naive nos compartimentos A ou B, observado no
paradigma de PLC durante 3 ensaios em animais fémeas das linhagens SHR e SLA16. (A) Percentual
médio no compartimento: média aritmética do percentual dos ensaios, (p<0.05). (B) Tempo no
compartimento: tempo gasto em segundos no compartimento A ou B em cada ensaio (p<0.05). Os
resultados foram expressos em média £ EPM, de 8 animais em cada grupo. (A) Teste ANOVA de dois
fatores e (B) teste ANOVA de medidas repetidas seguido por teste de comparagédo de Duncan.
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4.1.2 Experimento 2: Administracao de doses repetidas de FEN

4.1.2.1 Influéncia do FEN no teste de PLC

No experimento 2, ratas das linhagens SHR e SLA16 foram testados no teste
de PLC ao FEN aos 52, 55 e 58 dias de idade conforme previamente descrito (Figura
4). No paradigma de PLC, ap6s a aplicagédo de uma ANOVA de dois fatores, observou-
se que o percentual médio de permanéncia no compartimento droga foi maior nos
grupos tratados com FEN do que nos grupos tratados somente com VEH
[F(1,28)=13,56; p<0,01] (Figura 18A).

Da mesma forma, uma ANOVA com medidas repetidas revelou que os ratos
dos grupos tratados com FEN foram induzidos a permanecer mais tempo no
compartimento droga do que os grupos tratados somente com VEH [F(1,23)=8,27;
p<0,01] (Figura 18B). E, que o tempo de permanéncia no compartimento da droga
pela linhagem SLA16 foi maior do que pela linhagem SHR [F(1,23)=4,07; p<0,01]
(Figura 18B). Teste post-hoc mostraram uma diferenca entre o tratamento de FEN e
VEH em SLA16 no 1°, 2° e 3° ensaios. Uma diferenga de tratamento ocorreu nos SHR

no 3° ensaio (Figura 18B).
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Figura 18 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no compartimento droga do aparato de PLC
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Fonte: O autor. Comportamento de preferéncia por droga induzido pelo FEN, observado no paradigma
de PLC por meio de 3 ensaios em animais fémeas das linhagens SHR e SLA16. (A) Percentual médio
no compartimento droga: média aritmética do percentual dos ensaios (# p<0.05 FEN>VEH). (B)
tempo no compartimento droga: tempo gasto em segundos no compartimento droga em cada ensaio
(# p<0.05 FEN>VEH; * p<0.05 SLA16>SHR). Os resultados foram expressos em média + EPM, de 8
animais em cada grupo. (A) Teste ANOVA de dois fatores ou (B) teste ANOVA de medidas repetidas
seguido por teste de comparacao de médias de Duncan.
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Apods a aplicacdo de uma ANOVA de dois fatores, ao analisar o percentual
médio de permanéncia no compartimento ndo-droga, observou-se que o mesmo foi
menor nos grupos tratados com FEN do que nos tratados somente com VEH
[F(1,28)=13,86; p<0,01] (Figura 19A). Em relagdo ao tempo de permanéncia no
compartimento ndo-droga uma ANOVA com medidas repetidas revelou que os ratos
tratados com FEN permaneceram menos tempo no compartimento ndo-droga do que
0s animais tratados unicamente com VEH [F(1,27)=6,72; p<0,01] (Figura 19B).

Figura 19 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no compartimento ndo-droga do aparato de PLC
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Fonte: O autor. Tempo de permanéncia no compartimento ndo-droga, observado no paradigma de PLC
durante 3 ensaios em animais fémeas das linhagens SHR e SLA16. (A) Percentual médio no
compartimento nao-droga: média aritmética do percentual dos ensaios, onde o percentual
corresponde a média de tempo dos ensaios no compartimento analisado x 100 / média de tempo dos
ensaios no compartimento analisado + média de tempo dos ensaios no compartimento oposto (# p<0.05
FEN<VEH). (B) Tempo no compartimento ndo-droga: tempo gasto em segundos no compartimento
nao-droga em cada ensaio (# p<0.05 FEN<VEH). Os resultados foram expressos em média + EPM, de
8 animais em cada grupo. (A) Teste ANOVA de dois fatores ou (B) teste ANOVA de medidas repetidas
seguido por teste de comparacao de médias de Duncan.

4.1.2.2 Influéncia do FEN no teste de CA: grupos de repetidas doses

Ap0s a realizacao do teste de PLC, os animais receberam novamente FEN ou
VEH aos 59 e 60 dias de idade. E, aos 61 dias de vida observou-se no CA (22+1h
ap6s a ultima aplicagéo), por meio de testes de ANOVA de dois fatores, que a
administracao de doses repetidas de FEN aumentou o tempo de permanéncia na area
periférica [F(1,28)=8,23; p=0,01] (Figura 20F), o tempo médio de duragao de cada
visita a periferia [F(1,27)=9,06; p=0,01] (Figura 22B), bem como, o numero
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[F(1,28)=12,94; p=0,01] (Figura 23C) e tempo do comportamento de grooming
[F(1,28)=18,46; p=0,01] (Figura 23B).

Na area central do aparato, o tratamento com FEN também diminuiu o0 numero
de entradas [F(1,28)=6,67; p=0,01] (Figura 20D), a distancia percorrida [F(1,28)=5,45;
p=0,02] (Figura 20B), o tempo médio de duragao de cada visita [F(1,28)=4,08; p=0,01]
(Figura 22A) e o tempo de permanéncia [F(1,28)=8,23; p=0,01] (Figura 20E) em
comparagao aos grupos tratados somente com VEH. Nenhuma diferenca de
tratamento foi observada em relagéo a distancia total [F(1,28)=0,32; p=0,57] (Figura
20A) e periférica percorrida [F(1,28)=0,17; p=0,68] (Figura 21B), velocidade maxima
[F(1,28)=2,25; p=0,14] (Figura 21A) e tempo de sniffing [F(1,28)=0,06; p=0,80] (Figura
23A). Observou-se que em decorréncia da diminuigdo de execug¢ao dos movimentos
de climbing [F(1,28)=6,02; p=0,02] (Anexo A) e rearing [F(1,28)=4,75; p=0,03] (Anexo
A), a realizagdo de movimentos verticais foi menos frequente por parte dos grupos
FEN do que dos grupos VEH [F(1,28)=10,44; p=0,01] (Figura 20C).

A aplicagcdo de testes ANOVA de dois fatores também demonstrou que a
linhagem SLA16 percorreu maior distancia total [F(1,28)=10,31; p=0,01] (Figura 20A)
e distancia na area periférica do aparato [F(1,28)=7,49; p=0,01] (Figura 21B) quando
comparado a linhagem SHR. O tempo de realizagdo do comportamento de sniffing
[F(1,28)=10,61; p=0,01] (Figura 23A) e a laténcia para realizagdo do comportamento
de grooming [F(1,28)=10,36; p=0,01] (Figura 23D) foram maiores na linhagem SLA16
do que na SHR; enquanto o tempo [F(1,28)=17,80; p=0,01] e numero [F(1,26)=9,00;
p=0,01] de realizacbes do comportamento de grooming foram maiores na linhagem
SHR do que na SLA16 (Figura 23B e 23C).

Observou-se uma interacao frente ao numero de movimentos verticais no teste
do CA, onde o FEN diminuiu especificamente os movimentos da linhagem SLA16
[F(1,28)=4,45; p=0,04] (ANOVA de dois fatores, Figura 20C). O movimento padrao
dos ratos e a plotagem de ocupacao referente a 10 segundos podem ser observados
respectivamente nas figuras R5 (C, D, E e F) e R6 (C, D, E, F e G) para auxiliar
visualmente na compreensao dos resultados apresentados.

Nao houve diferencas estatisticas observadas em relacdo a defecagao, uma
vez que nenhum dos animais defecou durante os 5 min de realizagdo dos testes

(Dados complementares — Anexo A).
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Figura 20 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no aparato de CA (Dados 1)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de doses repetidas de FEN (4 mg/kg) e/ou VEH sobre o
comportamento no CA durante 5min. O teste de CA foi realizado 221+1h apds a ultima administragcao de
FEN. (A) Distancia total: distdncia percorrida em metros (* p<0,05 SLA16>SHR). (B) Distancia
central: distancia percorrida em metros na area central (# p<0,05 FEN<VEH). (C) Movimento
verticais: nimero de movimentos totais de elevagées sobre duas patas ($ p<0,05 SLA16-VEH>SLA16-
FEN; # p<0,05 FEN<VEH). (D) Entradas no centro: nimero de entradas na area central (# p<0,05
FEN<VEH). (E) Tempo no centro: tempo gasto na area central do aparato (# p<0.05 FEN<VEH). (F)
Tempo na periferia: tempo gasto na area periférica do aparato (# p<0.05 FEN>VEH). Os resultados
foram expressos em média £ EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido
por teste de comparagao de médias de Duncan.
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Figura 21 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no aparato de CA (Dados 2)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de doses repetidas de FEN (4 mg/kg) e/ou VEH sobre o
comportamento no CA durante 5 min. O teste de CA foi realizado 22+1h apds a ultima administragao
de FEN. (A) Velocidade maxima: velocidade média realizada em centimetros por segundo. (B)
Distancia periférica: distancia percorrida em metros na area periférica (* p<0,05 SLA16>SHR). (C)
SHR-VEH: movimento padrdo do rato SHR 22+1h apés a administracdo de VEH. (D) SHR-FEN:
movimento padrdo do rato SHR 22+1h apds a administracdo de FEN. (E) SLA16-VEH: movimento
padrao do rato SLA16 22+1h apds a administragao de VEH. (F) SLA16-FEN: movimento padrao do
rato SLA16 22+1h apos a administracdo de FEN. Os resultados foram expressos em média + EPM, de
8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagao de médias
de Duncan.
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Figura 22 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no aparato de CA (Dados 3)
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Fonte: O autor. O efeito da administragéo de doses repetidas de FEN 4 mg/kg e/ou VEH sobre tempo
médio de duracdo de cada visita e tempo de permanéncia no CA durante 5 min. O teste de CA foi
realizado 22+1h apés a ultima administragdo de FEN. (A) Tempo médio por visita ao centro:
quantidade média de segundos de permanéncia na regido central do aparato (# p<0,05 FEN<VEH). (B)
Tempo médio por visita a periferia: quantidade média de segundos de permanéncia na regido
periférica do aparato (# p<0,05 FEN>VEH). (C) SHR-VEH: plotagem de ocupacao do rato SHR 22+1h
apos a administragdo de VEH. (D) SHR-FEN: plotagem de ocupagédo do rato SHR 22+1h apds a
administragdo de FEN. (E) SLA16-VEH: plotagem de ocupacdo do rato SLA16 22+1h apds a
administragdo de VEH. (F) SLA16-FEN: plotagem de ocupacdo do rato SLA16 22+1h apds a
administragdo de FEN. (G) Escala: escala equivalente a plotagem de ocupagéo, tendo intervalo de 0
(cor azul) a 10 segundos (cor vermelha). Os resultados foram expressos em média + EPM, de 8 animais
em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagcédo de médias de Duncan.
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Figura 23 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no aparato de CA (Dados 4)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de doses repetidas de FEN (4 mg/kg) e/ou VEH sobre o
comportamento no CA durante 5 min. O teste de CA foi realizado 22+1h apds a ultima administragao
de FEN. (A) Tempo de sniffing: Comportamento de farejar o ambiente mensurado em segundos (*
p<0,05 SHR<SLA16). (B) Tempo de grooming: Comportamento de autolimpeza mensurado em
segundos (* p<0,05 SHR>SLA16; # p<0.05 FEN>VEH). (C) Grooming: Numero de comportamento de
autolimpeza realizados (* p<0,05 SHR>SLA16; # p<0.05 FEN>VEH). (D) Laténcia: grooming: Tempo
em segundos para iniciar o comportamento de autolimpeza (* p<0,05 SHR<SLA16; # p<0.05
FEN<VEH). Os resultados foram expressos em média + EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste
ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagdo de médias de Duncan.

4.1.2.3 Influéncia do FEN no teste de LCE: grupos de repetidas doses

Aos 61 dias de idade, ap6és o teste do CA, os animais receberam FEN ou VEH,
para entdo aos 62 dias de idade (22+1h apds administragdo) serem testados no LCE.
No LCE (Tabela 1 e Figura 24), a administragao de doses repetidas de FEN aumentou
a distancia total percorrida [F(1,28)=7,81; p=0,01], o numero de entradas nos bragos
aberto [F(1,26)=10,31; p=0,01] e fechado [F(1,28)=4,62; p=0,04] em relagao aos

grupos tratados com VEH. Nao houve diferenga entre os tratamentos, em relagao ao
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tempo e percentual de entradas e de tempo nos bracgos abertos e fechados. Nenhuma
diferenga entre as linhagens, ou interacao foi significativa.
Estes resultados sugerem que ratas de ambas as linhagens ndo apresentaram

comportamento do tipo ansioso/medo no LCE.

Figura 24 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas
no aparato de LCE
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Fonte: O autor. Mapa do tempo de ocupagéo do grupo analisado no LCE 22+1h apds a administragéao
de doses repetidas de FEN (4 mg/kg) e/ou VEH. A plotagem demonstra a ocupag¢ao no LCE por 5min
nos bragos abertos (BA) e fechados (BF). (A) SHR-VEH: plotagem de ocupacgao do rato SHR 22+1h
apos a administracdo de VEH. (B) SHR-FEN: plotagem de ocupac¢éo do rato SHR 22+1h apés a
administragdo de FEN. (C) SLA16-VEH: plotagem de ocupagdo do rato SLA16 22+1h apos a
administragcdo de VEH. (D) SLA16-FEN: plotagem de ocupagé@o do rato SLA16 22+1h apds a
administracdo de FEN. (E) Escala: escala equivalente a plotagem de ocupacéo, tendo intervalo de 0
(cor azul) a 30 segundos (cor vermelha).
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Tabela 1 - Fémeas SHR e SLA16 tratadas com repetidas doses de FEN testadas no

aparato de LCE

SHR SLA16 ANOVA dois fatores
VEH FEN VEH FEN Linhagem Tratamento Interagcéo
Distancia total (m) ~ 18,0+0,8  15,6+0,5 19,008 16,9+0,9 | F(1,28)=2,09 F(1,28)=7,81* F(1,28)=0,02
Entradas noBA (n)  18,1+x1,4 15,1¢20 18,6+0,5 12,6+0,8 | F(1,26)=0,56 F(1,26)=10,31* F(1,26)=1,14
Entradas no BF (n)  21,5¢1,3 17,011 19,6+1,9 17,5¢#1,8 | F(1,28)=0,19  F(1,28)=4,62* F(1,28)=0,59
Tempo no BA (seg) 82,8£10,6  72,7+8,4  90,5+44 90,0+11,4 | F(1,28)=1,86  F(1,28)=0,33  F(1,28)=0,27
Tempo no BF (seg) 124,2+10,9 136,9+8,2 116,2¢+3,6 121,5+8,0 | F(1,28)=2,08  F(1,28)=1,23  F(1,28)=0,20
% entradas no BA 45,727 46,042 44,616,6 37,946,3 | F(1,28)=0,31 F(1,28)=0,79  F(1,28)=1,00
% entradas no BF 54,3+2,7 54,0+4,2 55,4+6,6 62,116,3 | F(1,28)=0,31 F(1,28)=0,79  F(1,28)=1,00
% tempo no BA 40,1+5,3 34,6£3,9 43,719 41,944, F(1,28)=1,84 F(1,28)=0,78  F(1,28)=0,20
% tempo no BF 59,945,3 65,4+3,9 56,3+1,9 58,1+44 | F(1,28)=1,84 F(1,28)=0,78  F(1,28)=0,20

Fonte: O autor. Ratos fémeas SHR e SLA16 tratados com doses repetidas de FEN (4 mg/kg, i,p,) ou
VEH, e avaliados no teste de LCE 22+1h apds a ultima administragdo. O teste avaliou a distancia total
e parametros de exploragéo dos bragos abertos (BA) e fechados (BF) por 5 min. Os resultados foram
expressos em média + EPM (* p<0.05 FEN > VEH) com 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de
dois fatores seguido por teste de comparag¢ao de médias de Duncan.
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4.1.2.4 TH, DRD1 e DRDZ2 do NAc: grupos de repetidas doses de FEN e VEH

Aos 63 dias de idade dos animais o NAc das ratas das linhagens SHR e SLA16
foi coletado para a quantificado por Western blotting das proteinas TH, DRD1 e DRD2
dos grupos FEN e VEH (22+1h apés a ultima administracao de FEN). Apds a aplicagéo
de uma ANOVA de dois fatores observou-se que os niveis relativos da proteina TH
sdo maiores nos grupos FEN do que no grupo VEH [F(1,28)=4,30; p=0,04] (Figura
25). Nao houve interacéo ou diferenca entre linhagens SHR e SLA16 em relagdo a
TH.

Figura 25 — Quantificacdo dos niveis de TH de fémeas SHR e SLA16 tratadas com
repetidas doses de FEN
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Fonte: O autor. Quantificacao dos niveis de proteina tirosina hidroxilase (TH) no NAc dos grupos FEN
e VEH das linhagens SHR e SLA16. (A) Quantificagdo dos niveis de TH obtidos para cada tratamento
e linhagem, normalizando em relagéo aos niveis de GAPHD. (B) Imagem representativa das bandas
de TH obtidas em amostras do NAc utilizando a proteina GAPDH como controle de carregamento. Os
resultados foram expressos em média + EPM (# p<0.05 VEH < FEN) com 8 animais em cada grupo.
Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagédo de médias de Duncan.
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Em relacéo aos niveis relativos quantificados de DRD1, a aplicagao de testes
ANOVA de dois fatores demonstrou que a linhagem SHR apresentou maior
quantidade dessa proteina na regido do NAc do que a linhagem SLA16 [F(1,26)=4,18;
p=0,05] (Figura 26). Nao houve interacdo ou diferenga entre tratamentos em relagao
a DRD1.

Figura 26 — Quantificacdo dos niveis de DRD1 de fémeas SHR e SLA16 tratadas
com repetidas doses de FEN
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Fonte: O autor. Quantificagéo dos niveis de proteina receptor dopaminérgico do tipo 1 (DRD1) no NAc
dos grupos FEN e VEH das linhagens SHR e SLA16. (A) Quantificagdo dos niveis de DRD1 obtidos
para cada tratamento e linhagem, normalizando em relagdo aos niveis de GAPHD. (B) Imagem
representativa das bandas de DRD1 obtidas em amostras do NAc utilizando a proteina GAPDH como
controle de carregamento. Os resultados foram expressos em média + EPM (# p<0.05 VEH > FEN)
com 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparacéo de
médias de Duncan.
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Ao aplicar teste ANOVA de dois fatores observou-se que os niveis relativos
quantificados de DRD2 foram maiores nos grupos FEN e naive do que no grupo VEH
[F(1,28)=7,19; p=0,01] (Figura 27), bem como n&o houve interagéo ou diferenga entre
linhagens SHR e SLA16 em relag&o aos niveis de proteina DRD2 no NAc.

Estes resultados sugerem que as ratas de ambas as linhagens estavam sob
um estimulo ténico de acdo do FEN (TH e DRD2) e que nao havia estimulo fasico
(DRD1), mas que ha uma diferenga basal na quantidade de receptores DRD1 entre

as linhagens.

Figura 27 — Quantificagdo dos niveis de DRD2 de fémeas SHR e SLA16

tratadas com repetidas doses de FEN
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Fonte: O autor. Quantificagéo dos niveis de proteina receptor dopaminérgico do tipo 2 (DRD2) no NAc
dos grupos FEN e VEH das linhagens SHR e SLA16. (A) Quantificagdo dos niveis de DRD2 obtidos
para cada tratamento e linhagem, normalizando em relagdo aos niveis de GAPHD. (B) Imagem
representativa das bandas de DRD2 obtidas em amostras do NAc utilizando a proteina GAPDH como
controle de carregamento. Os resultados foram expressos em média + EPM (# p<0.05 VEH > FEN)
com 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparacéo de
médias de Duncan.
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4.2 SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL

4.2.1 Experimento 3: Administracao de dose unica de FEN 22t1h antes

Em razao dos resultados observados na administracéo de doses repetidas de
FEN no experimento 2, no qual os animais foram testados ao CA e LCE 22+1h apds
a ultima administragao outros dois experimentos foram delineados e executados: a) o
experimento 3, onde houve a administracdo de dose unica de FEN (4 mg/kg, i.p.)
22+1h antes dos testes de CA e LCE; e b) o experimento 4, no qual houve
administracao de dose unica de FEN (4 mg/kg, i.p.) 15 min antes dos testes de CA e
LCE.

4.2.1.1 Influéncia do FEN no CA: grupos tratados com dose unica 22+1h antes

O teste de CA foi realizado aos 61 dias de idade dos animais das linhagens
SHR e SLA16 22+1h apds a administragao de dose unica de FEN. Testes ANOVA de
dois fatores seguido por teste de comparacao de médias de Duncan demonstraram
que administracdo de FEN diminuiu o tempo de permanéncia na area central
[F(1,28)=4,49; p=0,04] (Figura 28E), aumentou o tempo [F(1,28)=4,49; p=0,04] (Figura
28F) e a distancia percorrida na area periférica [F(1,28)=4,53; p=0,04] (Figura 29B).
Nenhuma diferenga entre os tratamentos foi observada em relagéo: a distancia total
[F(1,28)=0,70; p=0,40] (Figura 28A), as entradas no centro [F(1,28)=2,00; p=0,16]
(Figura 28D), aos movimentos verticais [F(1,28)=0,26; p=0,61] (Figura 28C), ao tempo
médio por visita ao centro [F(1,28)=1,64; p=0,21] (Figura 30A), aos movimentos de
rearing [F(1,27)=1,53; p=0,22] (Anexo B), aos movimentos de climbing [F(1,28)=0,16;
p=0,68] (Anexo B), a velocidade maxima [F(1,28)=0,88; p=0,35] (Figura 29A), ao
tempo de sniffing [F(1,28)=1,63; p=0,21] (Figura 31A) e grooming, considerando
numero [F(1,28)=3,24; p=0,72] (Figura 31C), laténcia [F(1,27)=2,36; p=0,13] (Figura
31D) e tempo [F(1,28)=2,16; p=0,15] (Figura 31B). Nos grupos tratados com FEN
observou-se uma tendéncia de diminuicao da distancia percorrida na area central
[F(1,28)=3,66; p=0,06] (Figura 28B), bem como uma tendéncia de aumento no tempo
médio por visita a periferia [F(1,28)=2,94; p=0,09] (Figura 30B).

Com relacédo as linhagens, ANOVAs de dois fatores demonstraram que a

linhagem SLA16 apresentou os seguintes parametros aumentados em relacdo a
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linhagem SHR: distancia total [F(1,28)=22,81; p=0,01] (Figura 28A), distancia central
[F(1,28)=5,35; p=0,02] (Figura 28B), movimentos verticais [F(1,28)=9,36; p=0,04]
(Figura 28C), entradas no centro do aparato [F(1,28)=6,41; p=0,01] (Figura 28D),
disténcia periférica percorrida [F(1,28)=20,95; p=0,01] (Figura 29B), velocidade
maxima [F(1,28)=12,94; p=0,01] (Figura 29A), tempo de sniffing [F(1,28)=28,20;
p=0,01] (Figura 31A) e quantidade de rearing [F(1,27)=16,32; p=0,01] (Anexo B). Um
maior tempo médio de permanéncia nas visitas ao centro foi apresentado pela
linhagem SHR.

Nao houve diferengas entre tratamentos ou entre linhagens quanto a
quantidade de defecagbes realizadas nesse teste de CA realizado em um tempo de

5min (Dados complementares — Anexo B).
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Figura 28 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 22+1h antes do
teste no aparato de CA (Dados 1)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de dose unica de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o
comportamento no CA durante 5min. O teste de campo aberto foi realizado 22+1h apds a administragao
de dose unica de FEN ou VEH. (A) Distancia total: distancia percorrida em metros (* p<0.05
SLA16>SHR). (B) Distancia central: distdncia percorrida em metros na area central (* p<0.05
SLA16>SHR). (C) Movimento verticais: nimero de movimentos totais de elevagbes sobre duas patas
(* p<0.05 SLA16>SHR). (D) Entradas no centro: nimero de entradas na area central (* p<0.05
SLA16>SHR). (E) Tempo no centro: tempo gasto na area central do aparato (# p<0.05 FEN<VEH).
(F) Tempo na periferia: tempo gasto na area periférica do aparato (# p<0.05 FEN>VEH). Os resultados
foram expressos em média £ EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido
por teste de comparagao de médias de Duncan.
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Figura 29 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 22+1h antes do
teste no aparato de CA (Dados 2)
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Fonte: O autor. O efeito da administragdo de dose unica de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o
comportamento no CA durante 5min. O teste de campo aberto foi realizado 22+1h apds a administragéao
de dose unica de FEN ou VEH. (A) Velocidade maxima: velocidade média realizada em centimetros
por segundo (* p<0,05 SHR<SLA16). (B) Distancia periférica: distancia percorrida em metros na area
periférica (* p<0,05 SHR<SLA16; # p<0.05 FEN>VEH). (C) SHR-VEH: movimento padrao do rato SHR
22+1h apés a administracdo de VEH. (D) SHR-FEN: movimento padrdo do rato SHR 22+1h apds a
administragédo de FEN. (E) SLA16-VEH: movimento padréo do rato SLA16 22+1h apds a administracao
de VEH. (F) SLA16-FEN: movimento padrao do rato SLA16 22+1h apds a administracdo de FEN. Os
resultados foram expressos em média + EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois
fatores seguido por teste de comparacao de médias de Duncan.
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Figura 30 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 22+1h antes do
teste no aparato de CA (Dados 3)
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Fonte: O autor. O efeito da administragéo de dose unica de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre tempo médio
de duragéo de cada visita e tempo de permanéncia no CA durante 5min. O teste de campo aberto foi
realizado 22+1h ap6s a administracdo de dose Unica de FEN ou VEH. (A) Tempo médio por visita ao
centro: quantidade média de segundos de permanéncia na regido central do aparato (* p<0,05
SHR>SLA16). (B) Tempo médio por visita a periferia: quantidade média de segundos de
permanéncia na regido periférica do aparato. (C) SHR-VEH: plotagem de ocupacéo do rato SHR 22+1h
apos a administracdo de VEH. (D) SHR-FEN: plotagem de ocupac¢éo do rato SHR 22+1h apés a
administragdo de FEN. (E) SLA16-VEH: plotagem de ocupacdo do rato SLA16 22+1h apds a
administragdo de VEH. (F) SLA16-FEN: plotagem de ocupacdo do rato SLA16 22+1h apds a
administragdo de FEN. (G) Escala: escala equivalente a plotagem de ocupacéo, tendo intervalo de 0
(cor azul) a 5 segundos (cor vermelha). Os resultados foram expressos em média £ EPM, de 8 animais
em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagao de médias de Duncan.
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Figura 31 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 22+1h antes do
teste no aparato de CA (Dados 4)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de dose unica de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o
comportamento no CA durante 5min. O teste de campo aberto foi realizado 22+1h apds a administragao
de dose unica de FEN ou VEH. (A) Tempo de sniffing: Comportamento de farejar o ambiente
mensurado em segundos (* p<0,05 SHR<SLA16). (B) Tempo de grooming: Comportamento de
autolimpeza mensurado em segundos. (C) Grooming: Numero de comportamento de autolimpeza
realizados. (D) Laténcia: grooming: Tempo em segundos para iniciar o comportamento de
autolimpeza. Os resultados foram expressos em média + EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste
ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagdo de médias de Duncan.

4.2.1.2 Influéncia do FEN no LCE: grupos tratados com dose tnica 22+1h antes

No LCE (Tabela 2 e Figura 32), uma diferenca foi observada entre as linhagens
no parametro de distancia total percorrida, onde a locomog¢ao no aparato pela
linhagem SLA16 foi maior do que pela linhagem SHR [F(1,28)=5,16; p=0,03].
Conforme discriminado na tabela R2 nao houve diferengas entre linhagens e apds o
tratamento com dose unica de FEN nos demais parametros analisados: entradas no
braco aberto, entradas no braco fechado, tempo no braco aberto, tempo no brago

fechado e percentuais de entradas e tempo em ambos os bracos do LCE.
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Figura 32 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 22+1h antes do
teste no aparato de LCE
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Fonte: O autor. Mapa de calor da ocupagao do tempo médio de ocupagéo do grupo analisado no LCE
22+1h apds a administragdo de dose Unica de FEN (4 mg/kg) e/ou VEH. A plotagem demonstra a
ocupacgéo no LCE por 5min nos bragos abertos (BA) e fechados (BF). (A) SHR-VEH: plotagem de
ocupagao do rato SHR 22+1h apds a administragcao de VEH. (B) SHR-FEN: plotagem de ocupacgao do
rato SHR 22+1h apds a administracao de FEN. (C) SLA16-VEH: plotagem de ocupagéo do rato SLA16
22+1h apo6s a administragao de VEH. (D) SLA16-FEN: plotagem de ocupagdo do rato SLA16 22+1h
apos a administracdo de FEN. (E) Escala: escala equivalente a plotagem de ocupacéo, tendo intervalo
de 0 (cor azul) a 15 segundos (cor vermelha).
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Tabela 2 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose Unica de FEN 22+1h antes do
teste no aparato de LCE

SHR SLA16 ANOVA dois fatores
VEH FEN VEH FEN Linhagem Tratamento Interagcéo

Distancia total (m) 10,2+0,3 10,8+0,5 12,5+1,0 11,7+0,6 F(1,27)=5,16* F(1,27)=0,03 F(1,27)=1,05
Entradas no BA (n) 13,113 14,9+1,2 15,4+0,7 15,0410 | F(1,28)=1,21 F(1,28)=0,40 F(1,28)=0,97
Entradas no BF (n)  9,1+0,6 10,0+0,9 10,8+1,6 10,1#1,1 | F(1,27)=0,57 F(1,27)=0,01 F(1,27)=0,42
Tempo no BA (seg) 133,249,8  131,0+15,0 150,4+14,6 144,7+10,7 | F(1,28)=1,46 F(1,28)=0,09 F(1,28)=0,01
Tempo no BF (seg) 123,8+11,1 121,8+14,2 103,4+10,6 111,1411,0 | F(1,28)=1,73 F(1,28)=0,05 F(1,28)=0,16
% entradas no BA 56,2+2,5 59,8+3,3 60,1£3,5 59,9+3,7 F(1,28)=0,39 F(1,28)=0,28 F(1,28)=0,33
% entradas no BF 43,8+2,5 40,2+3,3 39,9+3,5 40,1+3,7 F(1,28)=0,39 F(1,28)=0,28 F(1,28)=0,33
% tempo no BA 51,9+4,0 51,745,7 58,7+4,5 56,6+4,2 F(1,28)=1,56 F(1,28)=0,06 F(1,28)=0,04
% tempo no BF 48,1+4,0 48,3157 41,345 43,4442 F(1,28)=1,56 F(1,28)=0,06 F(1,28)=0,04

Fonte: O autor. Ratos fémeas SHR e SLA16 tratados com dose unica de FEN (4 mg/kg, i.p.) ou VEH
avaliados no teste de LCE 22+1h apds a administragao. O teste avaliou a distancia total e parametros
de exploragdo dos bragos aberto (BA) e fechado (BF) por 5 min. Os resultados foram expressos em
média £ EPM (* p<0.05 FEN < VEH) com 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores
seguido por teste de comparagao de médias de Duncan.

4.2.2 Experimento 4: Administracao de dose unica de FEN 15min antes

Nesse experimento, ratas da linhagem SHR e SLA16 foram testadas no CA e

LCE 15min ap6s a administracdo de FEN ou VEH.

4.2.2.1 Influéncia do FEN no CA: grupos tratados com dose unica 15min antes

O teste de CA foi realizado aos 61 dias de idade dos animais apds 15 min da
administracao de uma dose de FEN (4 mg/kg) ou VEH. Testes ANOVA de dois fatores
seguido por teste de comparagdo de médias de Duncan demonstraram que a
administracdo de FEN aumentou o tempo de permanéncia no centro [F(1,27)=4,99;
p=0,03] (Figura 33E), diminuiu o tempo periférico [F(1,27)=4,99; p=0,03] (Figura 33F),
diminuiu o tempo de sniffing [F(1,28)=4,68; p=0,03] (Figura R20A), diminuiu a laténcia
do grooming [F(1,27)=61,35; p=0,01] (Figura 36D), aumentou a quantidade
[F(1,27)=142,97; p=0,01] (Figura 36C) e o tempo de grooming [F(1,27)=29,48; p=0,01]
(Figura 36B). Nenhuma diferenca de tratamento foi observada para a distancia central
percorrida [F(1,28)=0,01; p=0,94] (Figura 33B).

Em relagdo as linhagens, os ratos SLA16 realizaram um maior numero de
rearings [F(1,27)=6,52; p=0,01] (Anexo C) do que os ratos SHR. O tempo de
comportamento de sniffing foi maior na linhagem SLA16 do que na SHR
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[F(1,28)=45,61; p=0,01] (Figura 36A). A quantidade de movimentos verticais
demonstrou diferencas entre as linhagens (Figura 36C), entretanto nesse parametro
interagdes foram observadas.

Interacdes foram observadas (ANOVA de dois fatores), nas quais o grupo
SLA16-FEN foi menor do que os demais grupos em relagdo a: distancia total
percorrida [F(1,27)=7,75; p=0,01] (Figura 33A), velocidade maxima [F(1,27)=10,44;
p=0,03] (Figura 34A), distancia periféricas percorridas [F(1,27)=4,34; p=0,04] (Figura
34B) e quantidade de movimento de climbing [F(1,27)=9,86; p=0,01] (Anexo C). O
tempo médio de permanéncia por visita no centro [F(1,27)=4,34; p=0,04] (Figura
R19A) do grupo SLA16-FEN foi maior do que os demais grupos. Em relagdo as
interagdes, ainda pode ser observado que o grupo SLA16-VEH apresentou em relagao
aos demais grupos aumento de movimentos verticais realizados [F(1,28)=7,34;
p=0,01] (Figura 33C) e aumento de comportamentos de climbing [F(1,27)=9,86;
p=0,01] (Anexo C). Ainda SLA16-VEH apresentou aumento de entradas no centro
[F(1,28)=8,68; p=0,01] (Figura 33D) em relagdo aos grupos SHR-VEH e SLA16-VEH,
bem como o tempo médio de permanéncia por visita na regido periférica do grupo
SHR-VEH foi maior do que o dos grupos SHR-FEN e SLA16-VEH [F(1,27)=4,85;
p=0,03] (Figura 35B).

Nao houve diferengas entre tratamentos ou entre linhagens quanto a
quantidade de defecacgdes realizadas nesse teste de CA realizado em um tempo de
5min (Dados complementares — Anexo C).

Estes resultados sugerem que ratas SLA16 e SHR apresentam comportamento
de emocionalidade distinto 15min apos a administracédo de FEN e que o FEN diminuiu
o comportamento de movimento de ratas da linhagem SLA16 no CA, mas néo de
SHR.
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Figura 33 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 15min antes do
teste no aparato de CA (Dados 1)
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Fonte: O autor. O efeito da administragcao de doses de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o comportamento
no CA durante 5min. O teste de CA foi realizado 15 min apds a administragéo de dose uUnica de FEN
ou VEH. (A) Distancia total: distancia percorrida em metros ($ p<0.05 SLA16-FEN<todos os grupos).
(B) Distancia central: distancia percorrida em metros na area central. (C) Movimento verticais:
numero de movimentos totais de elevagdes sobre duas patas ($ p<0.05 SLA16-VEH>todos os grupos).
(D) Entradas no centro: nimero de entradas na area central ($ p<0.05 SLA16-VEH > SHR-
VEH/SLA16-VEH). (E) Tempo no centro: tempo gasto na éarea central do aparato (# p<0.05
FEN>VEH). (F) Tempo na periferia: tempo gasto na area periférica do aparato (# p<0.05 FEN<VEH).
Os resultados foram expressos em média + EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois
fatores seguido por teste de comparagao de médias de Duncan.
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Figura 34 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 15min antes do
teste no aparato de CA (Dados 2)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de dose de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o comportamento
no CA durante 5 min. O teste de CA foi realizado 15min apds a administragao de dose unica de FEN
ou VEH. (A) Velocidade maxima: velocidade média realizada em centimetros por segundo ($ p<0,05
SLA16-FEN<todos). (B) Distancia periférica: distancia percorrida em metros na area periférica ($
p<0,05 SLA16-FEN<todos). (C) SHR-VEH: movimento padrdo do rato SHR 15 min apés a
administracéo de VEH. (D) SHR-FEN: movimento padréo do rato SHR 15 min apds a administragdo de
FEN. (E) SLA16-VEH: movimento padrao do rato SLA16 15 min apds a administracdo de VEH. (F)
SLA16-FEN: movimento padrdo do rato SLA16 15 min apds a administracdo de FEN. Os resultados
foram expressos em média + EPM, de 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido
por teste de comparagédo de médias de Duncan.
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Figura 35 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 15min antes do
teste no aparato de CA (Dados 3)
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Fonte: O autor. O efeito da administragao de dose de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre tempo médio de
duragao de cada visita e tempo de permanéncia no CA durante 5 min. O teste de CA foi realizado 15min
apos a administracdo de FEN ou VEH. (A) Tempo médio por visita ao centro: quantidade média de
segundos de permanéncia na regido central do aparato ($ p<0,05 SLA16-FEN>todos). (B) Tempo
médio por visita a periferia: quantidade média de segundos de permanéncia na regido periférica do
aparato ($ p<0,05 SHR-VEH > SHR-FEN/SLA16-VEH). (C) SHR-VEH: plotagem de ocupagéo do rato
SHR 15 min apds a administracao de VEH. (D) SHR-FEN: plotagem de ocupagédo do rato SHR 15 min
apos a administragdo de FEN. (E) SLA16-VEH: plotagem de ocupagéo do rato SLA16 15min apods a
administragdo de VEH. (F) SLA16-FEN: plotagem de ocupacdo do rato SLA16 15min apds a
administragdo de FEN. (G) Escala: escala equivalente a plotagem de ocupagéo, tendo intervalo de 0
(cor azul) a 5 segundos (cor vermelha). Os resultados foram expressos em média £ EPM, de 8 animais
em cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagcédo de médias de Duncan.
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Figura 36 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 15min antes do
teste no aparato de CA (Dados 4)
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de dose de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o comportamento
no CA durante 5 min. O teste de CA foi realizado 15min apds a administragdo. (A) Tempo de sniffing:
Comportamento de farejar o ambiente mensurado em segundos (# p<0.05 FEN<VEH; * p<0.05 SLA16
> SHR). (B) Tempo de grooming: Comportamento de autolimpeza mensurado em segundos (# p<0.05
FEN<VEH). (C) Grooming: Numero de comportamento de autolimpeza realizados (# p<0.05
FEN<VEH). (D) Laténcia: grooming: Tempo em segundos para iniciar o comportamento de
autolimpeza (# p<0.05 FEN>VEH). Os resultados foram expressos em média + EPM, de 8 animais em
cada grupo. Teste ANOVA de dois fatores seguido por teste de comparagédo de médias de Duncan.

4.2.2.2 Influéncia do FEN no LCE: grupos tratados com dose unica 15min antes

No LCE (Tabela 3 e Figura 37) houve diferenga entre as linhagens em relagao
a distancia total percorrida [F(1,28)=5,63; p=0,02] e ao tempo de permanéncia nos
bracos fechados [F(1,28)=4,59; p=0,04], onde em ambos a linhagem SHR foi maior
do que pela linhagem SLA16. Conforme a tabela R3 a administracdo de FEN 15min
antes nao alterou a distancia total, entradas nos bracos, tempo de permanéncia nos
bracos, percentual de entrada nos bragos e percentual de tempo de permanéncia nos
bracos.
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Estes resultados sugerem que ratas de ambas as linhagens n&o apresentaram

comportamento do tipo ansioso/medo no LCE.

Figura 37 — Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose unica de FEN 15min antes do
teste no aparato de LCE
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Fonte: O autor. Mapa de calor da ocupagéo de tempo médio do grupo analisado no LCE por 5 min apds
tratados com dose de FEN (4 mg/kg, i.p.) ou VEH. Animais foram avaliados 15 min apds a
administragédo. (A) SHR-VEH: movimento padréo do rato SHR 15 min apds a administracdo de VEH.
(B) SHR-FEN: movimento padrdo do rato SHR 15 min apds a administragéo de FEN. (C) SLA16-VEH:
movimento padrao do rato SLA16 15min ap6s a administragdo de VEH. (D) SLA16-FEN: movimento
padrdo do rato SLA16 15min apoés a administragdo de FEN. (E) Escala: O valor da ocupagdo maxima
nas parcelas acima referidas foi fixado no protocolo para um valor fixo de 15 seg.
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Tabela 3 Fémeas SHR e SLA16 tratadas com dose Unica de FEN 15min antes do
teste no aparato de LCE

SHR SLA16 ANOVA dois fatores
VEH FEN VEH FEN Linhagem  Tratamento  Interagéo

Distancia total (m)  14,13+0,8 14,03%1,0 12,40+0,9 10,53+1,43 | F(1,28)=5,63* F(1,28
Entradas no BA (n
Entradas no BF (n

Tempo no BF (seg
% entradas no BA  54,7+1,6 53,8+1,8 56,35,0 55,4+5,6 | F(1,27)=0,16 F(1,27
% entradas no BF 45,3+1,6 46,2+1,8 43,745,0 44.615,6 | F(1,27)=0,16 F(1,27

% tempo no BA 50,9+1,7 47,745,6 63,2+3,2 53,7+7,2 F(1,27)=2,37 F(1,27
% tempo no BF 49,117 52,315,6 36,8+3,1 46,314,2 F(1,27)=2,37 F(1,27

=0,80 F(1,28)=0,65
=0,01 F(1,28)=0,19
=0,00 F(1,28)=0,41
3,40 F(1,28)=0,42
1,03 F(1,28)=0,57
0,05 F(1,27)=0,01
0,05 F(1,27)=0,01
=0,84 F(1,27)=1,18
=0,84 F(1,27)=1,18

) 14,910  14,3#1,7 13,8408  14,8+3,1 | F(1,28)=0,03 F(1,28
) 12,306 13,3211 11,9422  11,0¢1,5 | F(1,28)=0,80 F(1,28
Tempo no BA (seg) 131,8+44 117,1+13,1 1553+12,8 124,5+15,9 | F(1,28)=1,57 F(1,28
) 127,4%47 130,9+16,3  87,8t47  111,9+20,9 | F(1,28)=4,59* F(1,28

~— ' — — — ~— —

Fonte: O autor. Ratos fémeas SHR e SLA16 tratados com dose de VEH ou FEN (4 mg/kg, i.p.) e
avaliados no teste de LCE 15min apds a ultima administragdo. O teste avaliou a distancia total e
parametros de exploragdo dos bragos aberto (BA) e fechado (BF) por 5 min. Os resultados foram
expressos em média + EPM (* p<0.05 VEH > FEN) com 8 animais em cada grupo. Teste ANOVA de
dois fatores seguido por teste de comparag¢ao de médias de Duncan.

4.3 TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

Nesse bloco experimental, descrito no item 3.5, animais fémeas das linhagens
SHR e SLA16 receberam uma dose de FEN (4 mg/kg, i.p.) aos 50 dias e foram
imediatamente testados na caixa de atividade por 1h. Em continuidade, similar as
administracdes de FEN do protocolo 1, doses repetidas de FEN foram administradas
nos dias 51, 53, 54, 56, 57, 59, 60, 61 e 62 dias de idade dos animais. Apds a
administracao de FEN ou VEH, aos 62 dias os animais foram novamente testados na
caixa de atividade por 1h. Durante o periodo de administracio foi coletado diariamente
0 peso dos animais, a quantidade de ragdo e agua consumidos pelos animais, 0s
quais foram acondicionados em duplas para minimizar o estresse por isolamento

social.

4.3.1 Experimento 5: Caixa de atividade apés a administragao aguda de FEN

Aos 50 dias de idade os animais foram submetidos ao teste de locomogao na
caixa de atividade, por um periodo de 1h, logo apds a administracido de VEH ou FEN
(IP). Os dados mensurados de locomogéo em intervalos de 5min (Figura 38A), foram

analisados aplicando uma ANOVA de dois fatores de medidas repetidas e revelaram
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um efeito do fator linhagem ao longo do tempo [F(11,341)=1,85; p<0,05]. As animais
SLA16 ainda apresentaram maior atividade locomotora do que os SHR aos 5 e 10min;
assim como um efeito geral de tratamento ao longo do tempo [F(11,341)=3,47;
p<0,01], onde o FEN aumentou a atividade locomotora em todos os momentos
(intervalos de 5min).

A locomocao total (Figura 38B), a qual compreende todo o tempo de 60min, foi
analisada aplicando uma ANOVA de dois fatores e revelou uma interagdo entre
linhagem e tratamento [F(1,35)= 4,30; p<0,05] onde a linhagem SHR tratada com VEH
apresentou menor locomog¢ao em relagdo aos demais grupos e a linhagem SLA16
apresentou menor locomogao em relagdo aos grupos tratados com FEN. Também
houve diferenga em relagao aos fatores: linhagem [F(1,35)=10,70; p<0,01], sendo que
os animais SLA16 apresentaram maior atividade locomotora do que os SHR; e
tratamento [F(1,35)=98,55; p<0,01].
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Figura 38 — Locomocgao de fémeas SHR e SLA16 aos 50 dias de idade na caixa de
atividade apo6s a administragcao da primeira dose de FEN
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de FEN (4 mg/kg) ou VEH na indugéo da locomog¢ao na caixa
de atividade em animais fémeas das linhagens SLA16 e SHR durante 60min aos 50 dias de idade
(Primeira dose). (A) Locomog¢ao em intervalos de 5min: O eixo “X” representa o tempo pos-
tratamento e o eixo “Y” contabiliza o numero total de interrupgdes dos sensores infravermelhos pela
passagem horizontal do animal a cada 5 min (# p<0.05 FEN>VEH; * SHR<SLA16). (B) Locomog¢ao
total (60 min): Contabilizagdo do numero total de interrupgcdes dos sensores infravermelhos pela
passagem horizontal do animal durante 60min ap6és a administragcdo de VEH ou FEN (# p<0.05
FEN>VEH; $ p<0.05 SHR.VEH<SLA16.VEH<SHR.FEN, SLA16.FEN). Os resultados foram expressos
em média £ EPM, de 10 animais em cada grupo. (A) Teste ANOVA de medidas repetidas seguido por
teste de comparacédo de médias de Duncan. (B) Teste ANOVA seguido por teste de comparacéo de
médias de Duncan.

A quantidade de bolos fecais durante os 60 min na caixa de atividade (Figura
39) foi observada apés uma ANOVA de dois fatores, sendo que houve diferenga no
fator linhagem [F(1,34)=7,42; p<0,01], sendo que os animais SLA16 apresentaram

menor numero de defecagdes do que os SHR. O fator tratamento [F(1,34)=56,66;
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p<0,01] revelou que os animais que receberam FEN diminuiram o numero de
defecacbes em relagdo aos animais que receberam VEH.

Estes resultados sugerem que ratas de ambas as linhagens aumentam a
atividade locomotora e diminuem a defecacédo durante o teste de 60min na caixa de

atividade apo6s a administragdo de uma dose de FEN.

Figura 39 — Defecacao de fémeas SHR e SLA16 aos 50 dias de idade na caixa de
atividade apo6s a administragao da primeira dose de FEN
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Fonte: O autor. O efeito da administragao de FEN (4 mg/kg) ou VEH na indugéo da defecagao na caixa
de atividade em animais fémeas das linhagens SLA16 e SHR durante 60 min aos 50 dias de idade
(Primeira dose). Contabilizacdo do numero total defecagbes do animal durante 60 min apds a
administracéo de VEH ou FEN (# p<0.05 FEN<VEH; * SHR>SLA16). Os resultados foram expressos
em média + EPM, de 10 animais em cada grupo. Teste ANOVA seguido por teste de comparagéo de
médias de Duncan.

4.3.2 Experimento 5: Caixa de atividade apés a administracao de repetidas
doses de FEN

Apos a administragcao de doses repetidas de FEN (dos 50 aos 62 dias de idade)
os animais foram novamente testados na caixa de atividade locomotora aos 62 dias
de idade, imediatamente ap6s a administracédo de FEN ou VEH (IP). A locomog&o em
intervalos de 5min (Figura 40A) foi analisada aplicando uma ANOVA de dois fatores
de medidas repetidas. Um efeito geral de tratamento ao longo do tempo
[F(10,341)=1024; p<0,01] foi observado, sendo que o FEN aumentou a atividade
locomotora em relagdo ao grupo salina em todos os intervalos a partir de 10 min.

Em relagdo a locomogéo total avaliando todo o tempo de 60min (Figura 40B),
observou-se apés uma ANOVA de dois fatores que houve diferenga: no fator linhagem
[F(1,35)=7,07; p<0,01], sendo que os animais SLA16 apresentaram maior atividade
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locomotora do que os SHR; e no fator tratamento [F(1,35)=94,37; p<0,01], onde os

animais que receberam FEN aumentaram a atividade locomotora em relagdo aos

animais que receberam VEH.

Figura 40 — Locomocgao de fémeas SHR e SLA16 aos 62 dias de idade na caixa de
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Fonte: O autor. O efeito da administragdo de FEN (4 mg/kg) ou VEH na indugéo da locomogao na caixa
de atividade em animais fémeas das linhagens SLA16 e SHR durante 60min aos 62 dias de idade apds
sensibilizagdo comportamental (Doses repetidas). (A) Locomogao em intervalos de 5min: O eixo “X”
representa o tempo pds-tratamento e o eixo “Y” contabiliza o numero total de interrupgdes dos sensores
infravermelhos pela passagem horizontal do animal a cada 5 min (# p<0.05 FEN>VEH). (B)
Locomogao total (60 min): Contabilizagdo do numero total de interrup¢cbes dos sensores
infravermelhos pela passagem horizontal do animal durante 60min apés a administracdo de VEH ou
FEN (# p<0.05 FEN>VEH; * p<0.05 SHR<SLA16). Os resultados foram expressos em média + EPM,
de 10 animais em cada grupo. (A) Teste ANOVA de medidas repetidas seguido por teste de
comparacao de médias de Duncan. (B) Teste ANOVA seguido por teste de comparagao de Duncan.
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A quantidade de bolos fecais durante os 60 min na caixa de atividade (Figura
41) foi observada apdés uma ANOVA de dois fatores, sendo que houve diferenca no
fator tratamento [F(1,35)=44,34 p<0,01], onde os animais que receberam FEN
diminuiram o numero de defecagdes em relagdo aos animais que receberam VEH.

Estes resultados sugerem que ratas de ambas as linhagens aumentam a
atividade locomotora e diminuem a defecagao durante o teste de 60min na caixa de
atividade apos de repetidas doses de FEN, bem como as ratas da linhagem SLA16

demonstram maior sensibilizagao.

Figura 41 — Defecacao de fémeas SHR e SLA16 aos 62 dias de idade na caixa de
atividade apo6s a administracao de repetidas doses de FEN
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de FEN (4 mg/kg) ou VEH na inducéo da defecacéo na caixa
de atividade em animais fémeas das linhagens SLA16 e SHR durante 60 min aos 62 dias de idade
(Dose repetida). Contabilizagdo do numero total defecagdes do animal durante 60 min apds a
administragdo de VEH ou FEN (# p<0.05 FEN<VEH). Os resultados foram expressos em média + EPM,
de 10 animais em cada grupo. Teste ANOVA seguido por teste de comparagédo de médias de Duncan.

4.3.3 Experimento 5: Avaliagao do peso dos animais

O peso dos animais em gramas no periodo entre 50 e 62 dias de idade foi
avaliado apo6s a aplicagdo de uma ANOVA de dois fatores de medidas repetidas
(Figura 42A). Nenhuma diferenca foi observada em relacédo aos fatores linhagem
[F(1,36)=0,16; p=0,69], tratamento [F(1,36)=0,03; p=0,85] ou interagao [F(1,36)=0,92;
p=0,34]. Houve ganho de peso em relagao ao fator tempo [F(12,432)=318,39; p<0,01].

Em relacdo ao ganho de peso no periodo (Figura 42B), concordando com os

dados acima, apos a aplicacao de uma ANOVA de dois fatores, nenhuma diferenca
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de ganho de peso foi observada quanto aos fatores linhagem [F(1,36)=0,33; p=0,56],
tratamento [F(1,36)=0,59; p=0,44] ou interacao [F(1,36)=3,72; p=0,06].

Figura 42 — Acompanhamento do peso de fémeas SHR e durante a administragéo
de repetidas doses de FEN
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de doses repetidas de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o peso
de animais fémeas das linhagens SLA16 e SHR. (A) Peso (50 a 62 dias de idade): Peso dos animais
em gramas durante os dias de idade aos quais foram administradas doses de FEN ou VEH. (B) Ganho
de peso: Ganho de peso entre os 50 e 0s 62 dias de idade dos animais. Os resultados foram expressos
em média + EPM, de 10 animais em cada grupo. (A) Teste ANOVA de medidas repetidas seguido por
teste de comparagado de médias de Duncan. (B) Teste ANOVA seguido por teste de comparagéo de
médias de Duncan.

4.3.4 Experimento 5: Avaliagao do consumo de ragao e agua

O consumo de ragao dos animais em gramas no periodo entre 50 e 62 dias de
idade foi avaliado apds a aplicacdo de uma ANOVA de dois fatores de medidas
repetidas (Figura 43A). Nenhuma diferenga foi observada em relagdo aos fatores

linhagem [F(1,16)=0,99; p=0,33], tratamento [F(1,16)=0,16; p=0,69] ou interagao
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[F(1,16)=0,01; p=1,00]. Houve aumento do consumo ao longo do tempo
[F(12,144)=10,78; p<0,01].

O consumo de agua dos animais em milimetros no periodo entre 50 e 62 dias
de idade foi avaliado apo6s a aplicagdo de uma ANOVA de dois fatores de medidas
repetidas (Figura 43B). Nenhuma diferenca foi observada em relagdo aos fatores
linhagem [F(1,16)=3,00; p=0,10], tratamento [F(1,16)=2,26; p=0,15] ou interagao
[F(1,16)=0,06; p=0,80]. Houve aumento do consumo ao longo do tempo
[F(12,192)=5,90; p<0,01].

Figura 43 — Acompanhamento do consumo de racéo e agua de fémeas SHR e
durante a administracao de repetidas doses de FEN
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Fonte: O autor. O efeito da administracdo de doses repetidas de FEN (4 mg/kg) ou VEH sobre o
consumo de racéo e agua de animais fémeas das linhagens SLA16 e SHR. Consumo diario de ragao
(2 animais): Consumo de ragdo dos animais em gramas durante os dias de idade aos quais foram
administradas doses de FEN ou VEH. (B) Consumo diario de agua (2 animais): Consumo de agua
dos animais em mililitros durante os dias de idade aos quais foram administradas doses de FEN ou
VEH. Os resultados foram expressos em média + EPM, de 10 animais em cada grupo. (A) e (B) Teste
ANOVA de medidas repetidas seguido por teste de comparagado de médias de Duncan.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou, pela primeira vez, os efeitos da administracao de
FEN sobre os comportamentos de PLC e psicomotores e receptores dopaminérgicos
do nucleo NAc, em ratas das linhagens SHR e SLA16. Como resultados principais,
ap6s a administracdo de repetidas doses de FEN (4 mg/kg) mostramos em um
primeiro bloco experimental que ratas: (i) SHR e SLA16 apresentaram PLC induzida
por FEN em protocolo de 9 dias, e que o condicionamento ocorreu mais rapidamente
na linhagem SLA16; (ii) SHR e SLA16 naive nao apresentaram diferenca quanto ao
tempo de permanéncia nos compartimentos A ou B do aparato de PLC em estado livre
de droga; (iii) de ambas as linhagens, ap6s a administragdo de FEN, diminuiram o
tempo e o numero de entradas no centro do CA; (iv) no LCE ndo demonstraram
diferenca em relacéo a linhagens e ao tratamento quanto ao percentual de tempo no
braco aberto e fechado; (v) O FEN aumentou a quantidade de TH no NAc em relagao
ao grupo VEH, sem diferenga entre linhagens; (vi) o FEN diminuiu a quantidade de
DRD2 no NAc em relagao ao grupo VEH, sem diferenga entre linhagens; (vii) o FEN
nao alterou a quantidade de DRD1 no NAc (administrado 22+1h antes), entretanto a
quantificacdo desse foi menor em todos os grupos da linhagem SLA16 em
comparacgao aos SHR.

Em um segundo bloco experimental observamos que: (viii) no CA, 15min ou
22+1h apos a administracdo de dose de FEN, a droga é capaz de modificar os
comportamentos psicomotores de exploragao central, grooming, sniffing e
movimentos verticais e que as linhagens responderam distintamente em diversos
parametros analisados, assim como observou-se uma diminui¢gdo na locomogao e na
aceleragao na linhagem SLA16 (dose 15min antes); (ix) no LCE nenhuma diferenca
entre linhagens ou tratamentos pode ser constatada.

Por fim, um terceiro bloco experimental demonstrou que: (x) o FEN, durante
um protocolo de 12 dias, nao foi capaz de modificar o peso dos animais, consumo de
agua e ragao, assim como nao foi constatada diferenca entre as linhagens; (xi) na
caixa de atividade o FEN foi capaz de aumentar a atividade locomotora dos animais
apods a administracdo de uma unica dose, e é capaz de produzir resposta locomotora
distinta entre as linhagens durante um tratamento de doses repetidas; assim como

(xii) foi capaz de diminuir a defecagdo dos animais mesmo apos uma unica dose.
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Primeiro Bloco Experimental

O FEN foi um farmaco utilizado para o tratamento da obesidade que
apresenta, em estudos clinicos e pré-clinicos, alteragdes sobre o metabolismo (REZIN
et al.,, 2011; 2014; GONCALVES et al., 2013; TEODORACK et al, 2015), estados de
humor (REZIN et al., 2013; 2014; GOMES et al., 2017; CANCELIER et al, 2017),
memoria (REZIN et al., 2012; GONCALVES et al., 2015) e comportamento (MATTEI,
CARLINI, 1996). Para compreender os possiveis efeitos heddnicos do tratamento com
FEN utilizamos um protocolo de PLC, o qual é um dos modelos de teste mais
populares em pesquisas pré-clinicas para avaliar o comportamento motivado de
tratamentos medicamentosos (TZSCHENTKE, 2007). Uma questdo importante
durante o uso da PLC é se os animais, sem a administragdo de droga, demonstram
preferéncia prévia por um dos lados do aparato ao qual sera atribuido o contexto
(TZSCHENTKE, 1998; 2007). Dessa forma, realizamos um primeiro experimento (ltem
3.3.1) em ratas das linhagens SHR e SLA16 em estado livre de droga (naive) aos 52,
55 e 58 dias de idade, onde nenhuma diferenga quanto ao tempo de permanéncia nos
compartimentos A ou B do aparato de PLC foi observada (ltem 4.1.1 e Figura 17).
Nosso contexto apresentou-se imparcial (unibased), uma vez que 0s animais
permaneceram aproximadamente metade do tempo em cada compartimento do
aparato.

Em um segundo experimento (ltem 3.3.2), o FEN (4 mg/kg, i.p.) induziu
significativamente a PLC em ambas as linhagens, sugerindo que a droga possui
efeitos hedbnicos capazes de desenvolver o abuso em fémeas SHR e SLA16 durante
um delineamento experimental de 9 dias (Itens 4.1.2.1 e 4.1.2.2 e Figuras 18 e 19).
Os resultados destes dois primeiros experimentos sugerem que a aquisigdo da PLC
no experimento deveu-se apenas aos efeitos reforcadores do FEN e ndo a vieses
comportamentais dos animais. Acreditamos que o condicionamento de PLC foi
desenvolvido pela notoria capacidade do FEN, uma substancia do tipo anfetamina,
atuar como uma pré-droga ao ser biotransformado nos enantidmeros de anfetamina
(dextrogiro e levogiro) (CODY; VALTIER; STILLMAN, 1999; KRAEMER et al., 2000;
PAUMGARTTEN; PEREIRA, DE OLIVEIRA, 2016). De fato, em ratos machos
Sprague-Dawley, a administragao de FEN (8,4 mg/kg, i.p.) resultou em concentragdes
encefalicas de anfetamina que foram aproximadamente 89% daquelas determinadas
ap6s administracdo direta de anfetamina (i.p.) em concentragcdo equimolar
(TOGNONI; MORSELLI; GARATTINI, 1972). Em outro estudo experimental utilizando
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ratos machos Sprague-Dawley, a administracdo de FEN (i,p.) produziu elevados
niveis de d-anfetamina encefalica aos 5min e atingiu o pico aos 15min (COUTTS et
al., 1986). Inclusive, em humanos, a ingestdo de capsulas contendo 10 mg de FEN
pode resultar em concentragdes urinarias de anfetaminas superiores a 4,0 ng/ml apés
3h (CODY; VALTIER; STILLMAN, 1999), sendo que concentragdes de anfetamina
acima de 1,0 ng/mL normalmente sdo consideradas positivas em um teste de triagem
toxicolégica (COHEN, 2009). Ainda se observa uma proporgdo importante de
anfetamina (até 56%) liberada na urina apdés o uso de FEN (BECKETT; SHENOY;
SALMON, 1972). Portanto, € consenso na literatura especializada que o FEN é
rapidamente metabolizado em anfetamina, o que tem levado a érgao internacionais a
ndo autorizarem seu uso e proibir sua comercializagdo (ISKANDAROV;
PRIMUXAMEDOVA, 2023; PAUMGARTTEN; PEREIRA, DE OLIVEIRA, 2016; WHO,
2002).

Nesse interim tem sido observado que diferentes protocolos de paradigma de
PLC sao capazes de promover o condicionamento as anfetaminas. Em um estudo
com delineamento experimental de 5 dias observou-se que ratos machos jovens da
linhagem Sprague-Dawley apresentaram PLC induzida pelas doses de 0,3 e 1,0
mg/kg (i.p.) de d-anfetamina, sendo que as doses foram administradas no primeiro,
terceiro e quinto dias, intercalados pela administragao de solugéo salina no segundo
e no quarto dia (RADEMACHER et al., 2006). Bardo, Valone e Bevins (1999)
observaram que a administracao intravenosa de uma dose de 0,1 mg/kg via cateter
jugular é capaz de promover a PLC. Além disso, quando a via de administragao foi
intraperitoneal a quantidade de anfetamina administrada foi diretamente proporcional
ao tempo de permanéncia no compartimento pareado e ao aumento da atividade
locomotora. Leone e Di Chiara (1987) observaram que um tratamento com duas
administragcdes de 1 mg/kg (i.p.) de anfetamina fora capaz de estabelecer PLC em
ratos machos jovens Sprague-Dawley. Inclusive em um estudo realizado com
humanos, individuos tratados duas vezes com comprimidos de d-anfetamina (20 mg)
e duas vezes com placebo demonstraram um maior gosto pela sala pareada com
anfetamina do que pela sala pareada com placebo. Enquanto o grupo de individuos
que receberam anfetamina e placebo sem o pareamento de sala avaliaram com
indiferenca o gosto pelas mesmas (CHILDS; DE WIT, 2009). Esses estudos
demonstram que a anfetamina é capaz de induzir a PLC e que o condicionamento a

uma substancia possa ser um mecanismo de comportamento preservado uma vez
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que seres humanos e roedores preferem um local associado a administragdo de
anfetaminas.

Um acumulado de evidéncias cientificas aponta que substancias
psicoestimulantes do tipo anfetamina promovem a PLC devido ao desenvolvimento
de sensacdes heddbnicas e comportamento de busca de recompensa mediadas pela
via dopaminérgica mesolimbica, com envolvimento especial do NAc (BECKER-KRAIL;
WALKER; NELSON, 2022; SPERANZA et al., 2021; VOLKOW; MORALES, 2015).
Por exemplo, Schildein e colaboradores (1998) ao micro injetarem uma unica dose de
d-anfetamina diretamente no NAc (1,0 ug, 10,0 ug) observaram agitagao psicomotora
dose-dependente (locomogao, movimentos verticais e sniffing) e indugao a PLC. Em
um estudo elegante de Spyraki, Fibiger e Phillips (1982) ratos adultos da linhagem
Wistar submetidos ao paradigma de PLC apresentaram condicionamento durante a
administracao de 4 doses de d-anfetamina em diferentes concentragdes (0,5 ou 1,0
ou 5,0 mg/kg). Nesse estudo, a deplecao de DA no NAc promovida pela infusao de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), assim como um pré-tratamento periférico com um
antagonista de DRD2 (haloperidol) foram capazes de inibir a PLC. Entretanto, quando
a 6-OHDA foi administrado diretamente no estriado dorsal nao foi capaz de modificar
a inducao de PLC por d-anfetamina (SPYRAKI; FIBIGER; PHILLIPS, 1982). Além
disso, a reintegragao induzida por drogas tem sido associada ao aumento da liberagao
de DA no NAc (DI CIANO; BLAHA, PHILLIPS, 2001; VEZINA et al., 2002), enquanto
a infusdo de antagonistas de DA no NAc atenua a retomada da busca de drogas
(ANDERSON; SCHMIDT; PIERCE, 2006; SHAHAM; STEWART, 1996,). Esses
achados apoiam a tese de que os efeitos reforgadores da anfetamina sdo mediados
por neurdnios centrais e, em particular, que a transmissédo de DA no NAc tem um papel
critico no estabelecimento do comportamento de busca de drogas.

De fato, estimulantes do tipo anfetamina promovem a liberagédo e inibem a
recaptacdo de DA de neurbnios dopaminérgicos da via mesolimbica, cujos corpos
neuronais estao localizados no VTA e as terminagdes axonais dopaminérgicas pré-
sinapticas se projetam ao NAc (PRUS, JAMES, ROSECRANS, 2009). Para que ocorra
a biossintese da DA pelos neurbnios dopaminérgicos da via mesolimbica ha
necessidade de hidroxilagdo do aminoacido L-tirosina em L-DOPA pela enzima
limitante TH. Em seguida, o composto L-DOPA sofre descarboxilagdo pela agdo da
DA descarboxilase formando DA. Essa ficara estocada em vesiculas sinapticas até a

ocorréncia de um potencial de acdo que promova sua liberacdo na fenda sinaptica
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para ligar-se a seus receptores pos e pré-sinapticos (autoreceptores). Ou seja, nas
terminagdes dopaminérgicas pré-sinapticas de neurdnios que se projetam ao NAc a
TH desempenha um papel crucial no turnover da DA (DAUBNER; LE; WANG, 2011;
SPERANZA et al., 2021).

Em nosso experimento (Iltem 4.1.2.4 e Figura 25), ratas das linhagens SHR e
SLA16 que receberam repetidas doses de FEN apresentaram maior quantidade de
proteina TH quando comparadas com o grupo VEH. Nesse sentido, tem sido relatado
que o uso de drogas psicoestimulantes podem estar associado ao aumento da
atividade da TH nos terminais nervosos dopaminérgicos ou na via mesolimbica
(DIETZ et al., 2005; FISCHER et al., 2001; MANDELL; MORGAN, 1970; ZHANG;
ANGULO, 1996). Por exemplo, em um estudo com ratos adultos Sprague-Dawley, que
receberam anfetamina (1 mg/kg, i.p.) diariamente durante 9 dias, o mMRNA da TH foi
suprarregulado (upregulated) no VTA e na substancia negra em comparagao ao grupo
que recebeu salina (DIETZ et al., 2005). Além disso, a administracdo de um inibidor
de TH (alfa-metil-para-tirosina) demonstrou reduzir o efeito estimulante da anfetamina
sobre a locomogéao e atenuar a PLC, sugerindo que o aumento da atividade da TH
esteja envolvida nessas respostas comportamentais (DILULLO; MARTIN-IVERSON,
1992; MECHANIC; MAYNARD; HOLLOWAY, 2003). Por outro lado, doses mais
elevadas de psicoestimulantes parecem desencadear neurotoxicidade e diminuigao
da TH (HOTCHKISS; GIBB, 1980; MCCANN; RICAURTE, 2004; MUKDA et al., 2020),
0 que também pode ser apontado como uma possivel consequéncia da inibicao
aumentada do feedback da sintese de DA (PAN et al., 2006).

Deve ser observado que varios estudos demonstraram que a linhagem SHR
apresenta uma menor expressao da TH em diferentes areas do SNC, incluindo o NAc,
quando comparados as linhagens Wistar, WKY e ratos de alta excitabilidade (NHE)
(AKIYAMA; YABE; SUTOO, 1992; LEAO et al., 2021; LEO et al., 2003; VIGGIANO;
VALLONE; SADILE, 2004). Conjuntamente a redug¢ao de TH, tem sido observada uma
reducdo basal da liberacdo de DA no corpo estriado e no NAc de ratos SHR em
relagcdo a linhagem controle WKY (FUJITA et al., 2003; LINTHORST et al., 1991;
RUSSELL et al., 1995; RUSSEL, 2003a, 2003b; VAN DEN BUUSE et al., 1991).
Algumas hipéteses foram formuladas para explicar os motivos que levam a essa
funcao hipodopaminérgica de ratos SHR. Segundo Akiyama, Yabe e Sutoo (1992), a
linhagem SHR apresenta uma expressiva redugdo de calcio sérico, que poderia

resultar na diminuicdo dos niveis de TH e, subsequentemente, diminuir os niveis de
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DA observados nas regides do neoestriado e NAc, promovendo os fendtipos de
hipertensdo e comportamentais caracteristicos da linhagem. Para Russell (2003) a
funcdo hipodopaminérgica possivelmente resulta de uma incapacidade das vias
glutamatérgicas promoverem liberacdo de DA no NAc, o que resultaria no
desenvolvimento de um comportamento semelhante ao TDAH. Em relagcéo ao TDAH,
a busca pelo alivio dos sintomas de TDAH pode facilitar o uso e a dependéncia de
substéancias do tipo anfetamina (OHLMEIER et al., 2008; RASMUSSEN; LEVANDER,
2009).

Independentemente dos mecanismos morfofuncionais que levam a um
conjunto de alteragdes bioquimicas nos corpos estriados (incluindo o NAc) dos ratos
SHRs, a mesma parece estar parcialmente conservada em animais SLA16, uma vez
que a quantidade de TH e DRD2 foram as mesmas entre as linhagens nos diferentes
grupos: VEH e FEN (Figuras 25 e 27). Normalmente os compostos psicoestimulantes,
como as substancias do tipo anfetamina, promovem um aumento da quantidade de
DA na fenda sinaptica estabelecida por neurdnios pré-sinapticos dopaminérgicos que
se projetam do VTA ao NAc. O NAc, por sua vez contém neurdnios pos-sinapticos
(neurdnios espinhosos médios) com receptores dopaminérgicos (DRD1 e DRD2) que
mediam e promovem uma sequéncia de eventos nos mecanismos heddnicos de
motivacdo e recompensa, tanto em modelos animais quanto em humanos (BAIK;
2013; DREVETS et al., 2001; HIROI; WHITE, 1991; WISE, 2002; HOFFMAN;
BENINGER, 1989). Em razdo do aumento da quantidade de DA liberada na fenda
sinaptica, devido aos mecanismos farmacolégicos dos psicoestimulantes, esperam-
se alteragdes moleculares como uma subregulacao (downregulation) dos receptores
dopaminérgicos (NADER et al., 2006; VOLKOW et al., 2001; VOLKOW; MORALES,
2015). Em nosso estudo (experimento 2), observamos que o grupo FEN apresentou
diminuicao da quantidade de DRD2 no NAc em relagao ao grupo VEH (Figura 27). Em
roedores, niveis baixos de DRD2 basais no corpo estriado estdo associados a
impulsividade e predizem a administracdo crescente e compulsiva de
psicoestimulantes e um aumento da atividade dopaminérgica (EVERITT et al., 2008).
Assim, niveis basais de DRD2 no corpo estriado podem mediar o risco de consumo
compulsivo de drogas, em parte, prejudicando as regides do coértex pré-frontal que
inibem respostas prepotentes e permitem flexibilidade de escolhas comportamentais
em fungdo de mudangas ambientais (VOLKOW et al., 2006). Além disso, quando

administrado sistemicamente (i.p.) um agonista de DRD2 (quinpirole), durante 8 dias,
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produziu-se PLC (semelhante a anfetamina) (HOFFMAN et al., 1988). Enquanto um
antagonista de DRD2 (metoclopramida) foi eficaz no bloqueio da PLC por d-
anfetamina (2,0 mg/kg), administrada durante 8 dias, em ratos Wistar com peso entre
225 e 300 gramas (HOFFMAN; BENINGER, 1989).

Apesar da quantidade de DRD2 e de TH representarem um indicativo de
aumento da atividade dopaminérgica, nao foi observada diferenga na quantidade de
DRD1 entre os tratamentos, tanto para a linhagem SHR quanto para a SLA16 (Figura
26). Uma diferenca apontada entre os receptores DRD1 e DRD2 é a sua afinidade
pela DA, com o receptor DRD2 apresentando uma afinidade 10 a 100 vezes maior do
que o DRD1 (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011). Com base na afinidade, acredita-se
que o DRD1 seja preferencialmente ativado pelo disparo fasico (de curto prazo e
intenso) de neurbnios dopaminérgicos, ou seja, por elevadas concentragdes
transitorias de DA mediadas por um estimulo; enquanto o DRD2 seria ativado em nivel
basal durante os padrées tdnicos (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011; GOTO;
OTTANI; GRACE, 2007;). Dentro desse mecanismo, sob o estimulo da DA, os
neurdnios espinhosos médios que contém receptores DRD1 sinalizam a expectativa
pela recompensa através da ativagao da via direta, enquanto os neurdnios espinhosos
meédios que contéem DRD2 sustentam a motivagao necessaria para aquisicao e busca
do reforcador por meio da inibicdo da via indireta (VOLKOW; MORALES, 2015).
Durante o uso de psicoestimulantes tem sido observado que os DRD2 respondem
tonicamente as concentragdes extracelulares nanomolares de DA, enquanto os DRD1
requerem concentragdes micromolares de DA para responderem de forma fasica
(RUSSELL, 2003). Presumivelmente, a estimulacdo de DRD1 s6 ocorre de maneira
rapida quando os medicamentos/drogas atingem concentra¢gées maximas, enquanto
que a medida que a concentracdo de DA comeca a diminuir, os DRD2 sao os
receptores predominantemente estimulados (LUO et al, 2011). Em nosso
(experimento 2), possivelmente, os animais estavam sob uma resposta dopaminérgica
tébnica, uma vez que foram eutanasiados 22+1h apdés a administracdo de uma dose
de FEN. E, também deve ser observado que apds a administracao da dose de FEN
(i.p.), COUTTS e colaboradores (1986) encontraram que o pico encefalico de d-
anfetamina em ratos é atingido aos 15 min.

Ainda em referéncia ao experimento 2 (Figura 18), observamos que a
linhagem SLA16 desenvolveu PLC durante o primeiro ensaio e manteve a PLC

durante os ensaios subsequentes, enquanto a linhagem SHR necessitou de um maior
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numero de ensaios, ou seja, um maior numero de doses de FEN no compartimento
pareado para o desenvolvimento e estabelecimento da PLC. Esses dados confirmam
nossas hipéteses de que a PLC causada pelo FEN seria estabelecida em ambas as
linhagens e que se apresentaria distinta entre as ratas SHR e SLA16. Atualmente, a
linhagem de ratos SHR representa o melhor modelo animal de TDAH, pois mimetiza
os sintomas de desatengcdo, hiperatividade e impulsividade (MILLER, 2019;
SAGVOLDEN, 2000; VOLKOW; FOWLER; WANG, 2009). E, como validade de
constructo dos SHR em relagdo a esse transtorno, estudos sugerem uma fungao
hipodopaminérgica, uma vez que em relagdao aos ratos WKY (controles isogénicos
naturais) os SHR apresentam: diminuicao da expressao de TH no neoestriado e NAc
(FULLER et al., 1983; RUSSELL, 2003), reducéo da concentragao de DA extracelular
basal no nucleo caudado e NAc (FUJITA et al., 2003, 2004; LINTHORST et al., 1991)
e suprarregulacao da expressao de DRD1 e DRD2 no NAc, estriado e cortex frontal
(CAREY et al., 1998; KIROUAC, GANGULY, 1993; LIM et al., 1989; PAPA et al.,
2002).

Essa condicdo psiquiatrica pode promover o surgimento de TUS devido a
desarranjos estruturais e funcionais preexistentes no sistema de recompensa
encefalico (GIGLIOTTI; GUIMARAES, 2017; VENDRUSCOLO; I1ZIDIO; TAKAHASHI,
2009; VIGGIANO et al., 2004). Por exemplo, ratos SHR tratados na adolescéncia com
metilfenidato (1,25, 5 e 20 mg/kg, i.p.) durante 6 dias apresentaram PLC para o
medicamento (DELA PENA et al., 2011). Em outro estudo, ratos SHR pré-tratados
com anfetamina por 7 dias (5 mg/kg, i.p.) mostraram PLC e comportamento de
autoadministracdo da droga (DELA PENA, 2015) Observa-se ainda que em ratos a
hiper-reatividade motora e o comportamento impulsivo (BAILEY, 2023) podem estar
correlacionados a um comportamento de adicdo e o estabelecimento de PLC
(BEVINS; KLEBAUR; BARDO, 1997; HOOKS et al., 1992; LE FOLL et al., 2009; TU
et al.,, 2019; YATES et al., 2012). Nesse interim, em estudos anteriores comparando
as linhagens SHR e SLA16, esta demonstrou maior reatividade motora ao longo da
vida (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2014; GRANZOTTO, 2022;
PERTILE et al., 2017), maior déficit de aprendizagem (ANSELMI et al., 2016;
VELAZQUEZ et al., 2019) e maior tomada de riscos em areas aversivas dos aparatos,
0 que pode ser tomado como impulsividade (RAMOS et al, 2023). Ou seja, essas
caracteristicas comportamentais relacionadas ao TDAH sao ainda mais pronunciadas

na linhagem SLA16. O que pode ter favorecido o estabelecimento da PLC, uma vez
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que o TUS é uma das comorbidades mais prevalentes no TDAH e o aumento na
intensidade dos sintomas parecem estar diretamente relacionada ao aumento do
consumo de drogas que promovam a liberacdo de DA e consequente alivio dos
sintomas em pacientes (OHLMEIER et al., 2008; RASMUSSEN; LEVANDER, 2009).
Considerando que TH e DRD2 (Figura 25 e 27) encontram-se de maneira
semelhante entre as linhagens no NAc e que a linhagem SLA16 estabeleceu a PLC
de maneira consistente e mais rapidamente do que a linhagem SHR, seria esperado
que no NAc da linhagem SLA16 demonstrasse um aumento da quantidade de DRD1
no NACc, ja que a estimulacédo desses pode produzir recompensa a psicoestimulantes
em roedores (BENINGER; MILLER, 1998; CAINE et al, 2007). Entretanto,
contraintuitivamente houve aumento da quantidade de DRD1 na linhagem SHR e
diminuicdo na linhagem SLA16 em todos os grupos (Figura 26). De fato, a viséo
classica tedrica sobre o campo postula que os neurdnios espinhosos médios que
expressam DRD1 no NAc codificam sinais de recompensa devido ao aumento do
tébnus dopaminérgico diretamente ao VTA (BARDO, 1998; HIKIDA et al.,2010). Apesar
disso, deve ser observado que os neurbénios espinhosos médios contendo DRD1 e
DRDZ2, normalmente, ndo disparam independentemente um do outro e, € provavel que
o equilibrio da sinalizagao do estriado ventral entre as vias direta (DRD1) e indireta
(DRD2) contribua as diferentes respostas aos medicamentos e que um desequilibrio
entre estas vias possa, em Uultima anadlise, estar subjacente as mudangas
comportamentais observadas na dependéncia (VOLKOW; MORALES, 2015).
Também € proposto que a liberagao de DA tdnica, ao estimular DRD2, regula
a intensidade da resposta dopaminérgica fasica ao definir um nivel de fundo da
estimulacdo dos DRD2 (tanto autorreceptor quanto pds-sinaptico) (GRACE, 1991).
Além disso, alguns estudos clinicos e pré-clinicos também tém demonstrado tanto
recompensa como aversao tanto para agonistas de DRD1 quanto para de DRD2
(BENINGER; MILLER, 1998; VOLKOW; MORALES, 2015). Por exemplo, a
estimulacédo optogenética breve dos neurbnios espinhosos médios tanto de DRD1
quanto de DRD2 provocou reforgo positivo e aumento do condicionamento a cocaina.
Por outro lado, a ativagao prolongada desses induziu a aversao, bem como produziu
efeitos eletrofisiolégicos notavelmente distintos no VTA e no globo palido (SOARES-
CUNHA et al., 2020). Segundo Soares-Cunha e colaboradores (2020) os neurdnios
espinhosos médios do tipo DRD1 e DRD2 podem controlar bidirecionalmente a

recompensa e a aversao, o que explica a existéncia de estudos controversos na area
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(BENINGER; MILLER, 1998). Considerando conjuntamente os dados de PLC, TH,
DRD2 e DRD1 pressupde-se uma associagao de sinalizagao distinta da via direta
promovida por DRD1 e o estabelecimento da PLC nas linhagens SHR e SLA16. Nesse
sentido, alguns estudos apontam que uma melhor sinalizagdo do DRD1 no NAc, o
qual estimula o AMPc, promove facilitagdo da recompensa e ao condicionamento as
drogas psicoestimulantes (EVA et al., 2006; GORE; ZWEIFEL, 2013; GREENGARD;
ALLEN; NAIRN, 1999; ZWEIFEL et al., 2009). Fatores que podem estar envolvidos
em uma maior sinalizacdo do DRD1 no NAc serédo discutidos mais adiante juntamente
aos resultados do experimento 5.

Dando continuidade ao experimento 2, para avaliagdo do comportamento
psicomotor, os animais foram submetidos aos testes de CA (Figuras 20, 21, 22 e 23)
e LCE (Tabela 1 e Figura 24), respectivamente nos dias 61 e 62 dias, 22+1h apds a
ultima administracao de FEN. No CA, novamente a linhagem SLA16 apresentou maior
distancia total percorrida em ambientes novos em relagdo a linhagem SHR. Esse
comportamento hiperlocomotor ja havia sido observada anteriormente em trabalhos
do LGC/UFSC (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2014; GRANZOTTO,
2022; PERTILE et al., 2017, RAMOS et al., 2023), o que se reflete nos tempos de
sniffing uma vez que os animais cheiram enquanto andam (Figura 23A) (ZHANG et
al., 2011). Essa caracteristica fenotipica pode estar de alguma forma relacionada ao
estabelecimento da PLC, uma vez que alguns experimentos tém proposto que ratos
com o fendtipo alta responsividade locomotora a novidade sdo candidatos a
desenvolverem um fenoétipo de vulnerabilidade a dependéncia (BELIN et al, 2008,
2011 EVERITT et al., 2008; PIAZZA et al. 1989), bem como um desequilibrio da
atividade dopaminérgica no NAc (BURKE; WATT; FORSTER, 2011; IKEMOTO, 2002;
KAl et al. 2015; MESSIER et al. 1991). Entretanto, em nosso experimento o FEN, no
CA de 5min, ndo promoveu aumento da distancia total percorrida no teste (Figura
20A).

Em um estudo realizado por Gongalves e colaboradores (2015) pode ser
observado que ratos Wistar cronicamente tratados com FEN (6,25 mg/kg, i.p.) durante
14 dias e testados 24h apds a ultima injegdo também nao apresentaram aumento da
atividade locomotora em um CA de 5min em relagdo aos animais que receberam
somente veiculo. De maneira similar, Tsai e Lin (1988) documentaram valores
proximos de atividade locomotora durante os 10 min iniciais entre animais tratados

com d-anfetamina (1 mg/kg) e solugao salina no CA. Inclusive, Myers e colaboradores
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(1982) verificaram em um teste de CA de 3 min que ratas SHR que receberam d-
anfetamina (1,7 mg/kg, i.p.) diminuiram sua movimentagéo em relagdao ao grupo que
recebeu solugdo salina e apresentaram tendéncia a diminuicdo dos movimentos
verticais (efeito similar ao nosso — Figuras 20A e 20B). Entretanto, no mesmo trabalho
quando ratos SHR receberam anfetamina (2 mg/kg, i.p.) e foram testados na caixa de
atividade por 60 min, verificou-se que esse efeito locomotor ocorre apenas durante as
fases iniciais do teste (15min), enquanto as taxas de atividade do grupo controle s&o
maiores (MYERS et al., 1982). Portanto, tal efeito possivelmente deve-se ao aumento
da reatividade locomotora inicial dos grupos veiculo recém expostos a um aparato, o
qual deve ser levado em consideragdo durante a interpretacdo de testes de curta
duracao e no delineamento dos protocolos experimentais.

No CA (Experimento 2), o FEN administrado em doses repetidas foi capaz de,
em ambas as linhagens, diminuir: o numero de entradas no centro (Figura 20D), o
tempo no centro (Figura 20E), a distancia percorrida no centro (Figura 20B), o tempo
meédio por visitas ao centro (Figura 22A), bem como aumentar: o tempo na periferia
(Figura 20F) e o tempo médio por visita a periferia (Figura 22B). Esses dados podem
ser interpretados em conjunto como um comportamento do tipo ansioso desenvolvido
22+1h apods a ultima administracdo de FEN. De fato, a exploragao da regiao central
do aparato no teste de CA representa uma medida relacionada aos niveis de
ansiedade experimentados pelos roedores, uma vez que esses tendem a se mover
na periferia em contato com uma superficie vertical (comportamento de tigmotaxia)
para se proteger de eventuais predadores (BARNETT, 2017; DUARTE et al., 2013;
RAMOS et al. 1997, 2023). De maneira similar, apés a administracdo crénica de
anfetamina em ratos, tem sido verificado aumento do comportamento do tipo ansioso
quando medida 24h ou até 4 semanas apos a retirada (BARR et al., 2010; VUONG et
al., 2010). Nesse sentido Gongalves e colaboradores (2015) relataram que ratos
Wistar machos que receberam FEN (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) durante 14 dias e foram
testados 24h apds a ultima administracdo no LCE apresentaram um aumento no
tempo de permanéncia no brago fechado em relagao ao grupo controle de forma dose-
dependente.

De acordo com Carobrez e Bertoglio (2005), no LCE as caracteristicas
aversivas dos bracos abertos em comparagao a dos bracos fechados parecem ser
necessarias para que os animais desenvolvam evitacdo de braco aberto, e a evitacao

pode ser correlacionada a um comportamento do tipo ansioso/medo. Entretanto, em
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nosso experimento o teste de LCE (tabela 1 e Figura 24) ndao apresentou diferengas
de tratamento e de linhagem referentes ao tempo de permanéncia e de entradas nos
bracos abertos e fechados. Com base nesse antagonismo entre os resultados dos
testes de CA e LCE, desenvolvemos outros dois estudos: um experimento de
administracdo de dose unica de FEN 22+1h antes da realizacdo dos testes
comportamentais de CA e LCE (Experimento 3) e um experimento de administragao
de dose unica de FEN 15min antes da realizagdo dos testes comportamentais de CA
e LCE (Experimento 4).

Segundo Bloco Experimental

No teste de CA do experimento 3 (ltem 3.4.1), a linhagem SLA16 novamente
apresentou maior distancia total percorrida do que a linhagem SHR (assim como o
tempo de sniffing, Figuras 28A e 31A) e nenhuma diferenga entre os tratamentos foi
observada o que vai ao encontro do que foi apresentado no experimento 2 e
previamente discutido. Ainda observamos no CA, em ambas as linhagens, que uma
dose unica de FEN (aplicada 22+1h antes do teste) foi capaz de diminuir o tempo no
centro (Figura 28E), aumentar o tempo na periferia (Figura 28F) e a distancia
percorrida na periferia (Figura 22B), assim como observou-se uma tendéncia de
diminuicao da distancia percorrida na area central (Figura 28B) e de aumento no
tempo médio por visita a periferia do CA (Figura 30B). Novamente, em conjunto esses
dados poderiam ser interpretados como um aumento do comportamento do tipo
ansioso.

Na literatura é apontado que 1 a 72h apods a descontinuidade do tratamento
com psicoestimulantes pode ocorrer uma sequéncia de eventos bioquimicos e
moleculares que levam a mudancas duradouras (ou permanentes) da atividade neural
dos sistemas motor e de recompensa do SNC (MISERENDINO; NESTLER, 1995;
NORDQUIST et al., 2008; PIERCE; KALIVAS, 1997). Esse fenbmeno conhecido por
sensibilizacdo comportamental €& altamente replicavel e envolve a Vvia
mesocorticolimbica. Do ponto de vista comportamental € caracterizado pela
manifestacdo de um aumento da atividade locomotora apds a administragao de uma
dose desafio do psicoestimulante em animais que se encontram em abstinéncia
(KALIVAS; SORG; HOOKS, 1993; PIERCE; KALIVAS, 1997). Por exemplo, em um
estudo de Pires e colaboradores (2008) camundongos SWISS ao receberem uma

unica dose de FEN (5 mg/kg) foram capazes de desenvolver sensibilidade
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comportamental, uma vez que ao serem testados 10 dias apdés com uma segunda
dose (5 mg/kg) aumentaram sua locomogao em relagéo ao grupo controle. Durante o
periodo de abstinéncia de ratos sensibilizados tem sido relatada uma diminui¢céo da
atividade locomotora e aumento do comportamento do tipo ansioso (CHE et al., 2013;
PIERCE; KALIVAS, 1997).

Entretanto, para o desenvolvimento de adaptagdes neurais provenientes da
sensibilizacdo comportamental é referido a necessidade de periodos de abstinéncia
longos (normalmente superiores a 14 dias) (KOLTA et al, 1985;
PAULSON; ROBINSON, 1995; PIERCE; KALIVAS, 1997; ROBINSON et al., 1988;
WOLF et al., 1993), enquanto em nossos experimentos 2 e 3, os testes
comportamentais foram realizados 22+1h apds a ultima administracdo de FEN. Além
disso, um dos resultados mais consistentes na literatura relacionados a sensibilizacao
comportamental por psicoestimulantes consiste em mudangas relativamente
duradouras na expressao de DRD1 no NAc, o que nao foi observado em nossos
animais submetidos a doses repetidas (experimento 2) (ver revisdo de PIERCE;
KALIVAS, 1997). E, novamente, no LCE nenhuma diferenca entre entradas e tempo
de permanéncia nos bragos abertos e fechados foi observada (Tabela 2 e Figura 32).
Dessa forma, ha indicios consistentes para crermos que as alteragdes
comportamentais promovidas nos experimentos 2 e 3 sdo em razao da presenca de
FEN, ou de seu subproduto anfetamina, 22+1h apds a ultima administracdo. Em um
estudo utilizando ratas fémeas Dark Agouti que receberam FEN (3 mg/kg) por
gavagem observou-se quantidades superiores a 20 ng/ml de anfetamina (de cada
enantidbmero) no sangue dos animais mesmo apos 12h, o qual foi o periodo maximo
analisado no estudo (KRAEMER et al., 2004). Apesar da caréncia de pesquisas com
animais, possivelmente pela possibilidade da investigacédo diretamente em humanos,
tem sido visto que individuos que ingeriram FEN (10 mg) durante 7 dias apresentaram
anfetamina detectavel na urina por um tempo superior a 150 h apés o consumo da
ultima dose, sendo a sensibilidade de deteccédo de 5 ng/ml (CODY; VALTIER;
STILLMAN, 1999). E quando ingerida uma dose unica de FEN (10 mg) foi detectado
anfetamina urinaria por um periodo superior a 110h (CODY; VALTIER, 1996). Além
disso, em nosso experimento 2, houve diminuicdo do numero e tempo do
comportamento de grooming (Figuras 23B e 23C) acompanhada por uma tendéncia
da diminuicdo do tempo de grooming no experimento 3 (Figura 31B), o que condiz

com manifestagdes comportamentais etoldgicas referentes a presenca de anfetamina
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administrada em doses intermediarias e baixas de d-anfetamina (0,5 a 1,5 mg/kg)
(ANTONIOU et al.,1998). Segundo Antoniou e colaboradores (1998) o aumento da
frequéncia dessas respostas indica forte mudanga comportamental obtida pela
presenca do psicoestimulante.

No experimento 4 (Item 3.4.2), 15min apds uma dose unica de FEN observou-
se o fator interagcdo em diferentes parametros analisados no CA, sendo que o FEN na
linhagem SLA16 diminuiu a atividade locomotora (Figura 33A), a velocidade maxima
(Figura 34 A), bem como aumentou o tempo médio de permanéncia no centro (Figura
35A). Observou-se ainda que o grupo SLA16-FEN diminuiu o numero de movimentos
verticais em relagdo ao grupo SLA16-VEH (Figura 33C). Esses dados tomados em
conjunto demonstram uma diminui¢ao da atividade do grupo SLA16-FEN no CA. Em
estudos anteriores, ao examinar possiveis efeitos hiperlocomotores induzidos por d-
anfetamina em ratos da linhagem SHR comparados a linhagem WKY (menos ativa),
foi observado no teste de CA (3 min) que a atividade locomotora dos animais SHR
estava diminuida, enquanto a dos WKY aumentou apds a administracdo de d-
anfetamina (MYERS et al., 1980). Outro estudo de Myers e colaboradores (1982)
demonstraram que ratas SHR fémeas e machos, 30 min apés administracao de d-
anfetamina (com doses respectivas de 1,7 e 3,5 mg/kg, i.p.) diminuiram o numero de
deslocamentos no teste de CA, assim como apresentaram tendéncia a diminuicdo dos
movimentos verticais em relagéo ao grupo que recebeu solugéo salina. Nesse estudo,
novamente animais WKY tratados com anfetamina aumentaram o numero de
deslocamentos. Com base nesses achados os pesquisadores testaram os animais
SHR na caixa de atividade por 60min apds a administracdo de d-anfetamina ou salina,
e verificou-se que esse “efeito paradoxal” (termo utilizado a época) ocorreu apenas
durante as fases iniciais do teste (15min), quando as taxas de atividade de controle
sao maiores (MYERS et al., 1982). Para esses pesquisadores esse "efeito paradoxal"
a anfetamina é observada em criancas hiperativas e pode ser prevista como uma base
de dependéncia a d-anfetamina. Em nosso estudo, tal efeito foi observado na
linhagem SLA16, mas ndo na linhagem SHR. Estes resultados fornecem evidéncias
de um efeito farmacogenético, onde a linhagem SLA16 pode ser mais sensivel aos
efeitos de substancias psicoativas. Dessa forma, com intuito de avaliar temporalmente
a atividade motora das linhagens no CA durante o tratamento com FEN, realizamos
um teste agudo e de doses repetidas na caixa de atividade locomotora (Experimento
5).
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Ainda no experimento 4 o FEN aumentou o tempo de permanéncia no centro
e diminuiu o tempo de permanéncia na periferia (Figuras 33E e 33F). Em um trabalho
de Rezin e colaboradores (2014) ratos adultos machos que receberam administragao
aguda e cronica FEN em altas doses aumentaram o numero de visitas ao centro do
CA, o que segundo os autores representa um comportamento de exploragédo do
ambiente com maior tomada de risco. Além disso, em nosso experimento o FEN
diminuiu o tempo de sniffing, o numero e tempo de grooming (Figuras 36A, 36B e
36C). Em um estudo de Antoniou e colaboradores (1998) observou-se que doses
elevadas de d-anfetamina diminuem a frequéncia de movimentos verticais, o
comportamento de sniffing e a frequéncia e duragdo do comportamento de grooming.
Em conjunto, esses achados sugerem que o carater das respostas comportamentais
psicomotoras ao FEN mudou da dose unica 22+1h antes para a dose unica 15min
antes e que as linhagens SHR e SLA16 responderam com comportamento psicomotor
distintamente a administragao dose unica 15min antes de FEN, o que vai ao encontro

de nossa hipotese.

Terceiro Bloco Experimental

No experimento 5 (Item 3.5.1) nossos resultados confirmam que a atividade
locomotora em ratas de ambas as linhagens, medida pelo método tradicional de
interrupgdes do fotofeixe, esta aumentada apds o tratamento com uma unica dose (4
mg/kg, i.p.) ou repetidas doses de FEN (Figuras 38 e 40). De fato, a hiperatividade
induzida por FEN foi observada através do aumento da distancia percorrida e/ou
movimentos verticais no teste de CA ou na caixa de atividade locomotora apés
administracao intraperitoneal em ratos Wistar machos durante distintos protocolos
agudos: 2 mg/kg (PARO et al., 2008), 3 mg/kg (CONCEICAOQ et al., 2017), 6,25 mg/kg,
12,5 mg/kg e 25 mg/kg (REZIN et al., 2013) ou de doses repetidas: 2 mg/kg (PARO
et al., 2008), 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg (CANCELIER et al., 2017; GOMES et al., 2017)
e 25 mg/kg (REZIN et al., 2014). Conceigao e colaboradores (2017) observaram que
uma unica dose de FEN (3 mg/kg) foi capaz de aumentar a locomog¢ao na caixa de
atividade, tanto de ratos Wistar aos 41 dias de idade quanto de ratos aos 81 dias de
idade. No experimento de Rezin e colaboradores (2014) a administragdo aguda e
cronica (14 dias) de FEN (6,25 mg/kg) aumentou o comportamento locomotor e
exploratério de ratos Wistar machos adultos (250 a 300 gramas). Os autores sugerem

que as alteragdes induzidas sao via sistema dopaminérgico, uma vez que o FEN atua
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como uma droga de agao indireta ao ser rapidamente convertido em anfetamina. E,
essa aumenta a quantidade de DA nas fendas sinapticas que ao interagir com os
receptores DRD1 e DRD2 inicia uma sequéncia de eventos que induzem a
hiperatividade (REZIN et al., 2014). Myers e colaboradores (1982) ao administrarem
d-anfetamina (2 mg/kg, i.p.) em ratos machos e fémeas da linhagem SHR (compondo
0 mesmo grupo) observaram aumento na locomogao total na caixa de atividade
(60min). Em outro estudo, 15 min apos a administragdo de 0,5 mg/kg de anfetamina
os animais SHR e WKY foram testados no CA por 10min, onde observou-se um maior
aumento da atividade locomotora nos SHR (CALZAVARA et al., 2011). Nesse sentido,
a via mesolimbica tem sido considerada importante tanto para os efeitos
recompensadores tanto quanto para ativagdo de comportamentos psicomotores
desencadeados pelo uso de psicoestimulantes (PULVIRENTI et al., 1991; WISE;
BOZARTH, 1987). Por exemplo, lesbes de 6-OHDA do NAc atenuam a ativagao
locomotora sistémica induzida por anfetaminas e cocaina (KELLY, 1977), enquanto
injegdes intra-NAc de DA ou d-anfetamina aumentam a atividade locomotora dos
animais (ESSMAN; MCGONIGLE; LUCKI, 1993; FLETCHER et al, 1998;
PIUNENBERG; ROSSUM, 1973; SWANSON et al., 1997).

Na caixa de atividade aos 50 dias de idade foi observada uma interacdo em
relacdo a locomocgao total (Figura 38B), onde o grupo SLA16.VEH apresentou maior
locomogéo total do que a linhagem SHR.VEH, assim como aos 62 dias o fator
linhagem apresentou diferenga, sendo que a locomogéo total foi maior na linhagem
SLA16 que na linhagem SHR (Figura 40B). Como ja foi demonstrado em dados
anteriores do LGC/UFSC, os animais da linhagem SLA16 normalmente apresentam
maiores indices locomotores do que suas linhagens parentais (SHR e LEW),
especialmente em ambientes novos (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al.,
2014; GRANZOTTO, 2022; PERTILE et al., 2017; RAMOS et al., 2023). Observou-se
ainda que o perfil locomotor dos animais SHR e SLA16 possui particularidades ligadas
ao sexo, uma vez que fémeas tem apresentado maior indice de locomog¢ao que
machos. Por exemplo, no periodo pés-desmame, a média da distancia total percorrida
pelas fémeas no CA durante 5 min foi de 30 metros, contra 17 metros pelos machos
(GRANZOTTO, 2022). Esse perfil comportamental tem-se demonstrado basal e
independente da influéncia dos horménios sexuais, uma vez que ratas SHR e SLA16
nao diferiram nos parametros locomotores e de exploragao do CA, LCE e caixa branco
e preta durante as diferentes fases do ciclo estral (DE MEDEIROS et al., 2014;
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TANIGUCHI, 2013). Para Dreher e Jackson (1989), a estimulagdo de DRD1 e DRD2
parecem interagir positivamente entre si, bem como podem mediar os efeitos
estimulatérios locomotores aditivos induzidos pela administragdo sistémica
concomitante de substancias agonistas para os receptores DRD1 e DRD2. Deve ser
observado que em razado da administragao ser sistémica (i.p.), o FEN também poderia
estar atuando em outros sistemas e areas encefdlicas responsaveis pelo
comportamento motor. Entretanto, em estudos de nosso grupo, quando o estriado
dorsolateral de ratos SHR e SLA16 foi tratado com 6-OHDA (10 pg/sitio)
bilateralmente nenhuma alteragao do desempenho motor foi observada em diferentes
testes comportamentais (FADANNI; 2018).

Assim como as diferengas de PLC entre as linhagens SHR e SLA16 (Figura
18), a diferenca de locomogdo aqui observada entre as linhagens poderia ser
explicada devido a uma melhor sinalizacédo do DRD1 no NAc de animais SLA16. Além
disso, observou-se que a administragcao diretamente no NAc de agonistas da DA para
DRD1 induzem ao aumento da atividade locomotora de maneira dose dependente,
enquanto a administragao de antagonistas de DRD1 diminuem a atividade locomotora
dos animais (BALDO et al., 2002; IKEMOTO, 2002; MESSIER et al., 1991). Uma vez
que as linhagens isogénicas de ratos SHR e SLA16 estdo submetidas aos mesmos
controles ambientais e de manejo, a RGD no Chr4 das linhagens (mais
especificamente ao locus Anxrr16) deve ser observada nesse contexto. Em um estudo
de revisdo entre as linhagens SHR e SLA16, Ramos e colaboradores (2023) ao
analisarem o RGD observaram a presenca de numerosos genes que atuam nas vias
de sinalizagdo tanto gabaérgica, dopaminérgica e glutamatérgica, bem como,
apontaram genes candidatos que podem influenciar os comportamentos distintos
existentes entre as linhagens. Desses, destaca-se o gene codificador para o
neuropeptideo Y (NPY), um polipeptideo de 36 aminoacidos que é filogeneticamente
conservado entre as espécies e possui no NAc uma das maiores expressoes do SNC.
O Npy é expresso principalmente em neurdnios espinhosos médios no NAc e possui
receptores acoplados a proteina G que podem levar a hiperpolarizagao da célula,
regulacao de outros neurotransmissores e da transcricao génica (DUARTE-NEVES;
ALMEIDA; CAVADAS, 2016; MICHEL, 1991; TANAKA et al., 2021). Os receptores do
NPY séo encontrados em geral na membrana pds-sinaptica e podem inibir a via da
adenilato ciclase e mobilizar o Ca2+ de depdsitos intracelulares, o que diminui a
producdo de AMPc na célula (ACUNA-GOYCOLEA et al., 2005; HARFSTRAND:;
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FREDHOLM; FUXE, 1987; HERZOG et al., 1992) e regula a transcrigdo génica ao
atuar sobre a sinalizagdo CREB (MULLINS; ZHANG; HAWES, 2002; SHERIFF et al.,
2002). Além disso, injecdes de NPY no NAc produzem PLC em ratos através de um
possivel mecanismo comum com a neurotransmissdo dopaminérgica, ja que essa
PLC é extinta em um pré-tratamento do NAc com o antagonista de DRD1 e DRD2
(cis-flupentixol) (JOSSELYN; BENINGER, 1993).

Conforme Ramos e colaboradores (2023), com base na combinagdo de
evidéncias funcionais e na posicdo no Chr4, outro possivel elemento-chave para
explicar o perfil comportamental de ratos SLA16 é o gene Tacr1. Este gene é
responsavel pelo receptor da neuroquinina-1 (NK1R), cujo ligante de maior afinidade
€ a substancia P (SP). SP & um neuropeptideo de 11 aminoacidos pertencente a
familia das taquicininas, cujo receptor € exclusivamente co-expresso em neurénios
espinhosos médios DRD1 no NAc (BLOMELEY; BRACCI, 2008; BLOMELEY;
KEHOE; BRACCI, 2009; LU; GHASEMZADEH; KALIVAS, 1998; MUNOZ; COVENAS,
2014; SCHANK; HEILIG, 2017). Portanto, é previsto que a substéncia P seja
responsavel pelos efeitos da estimulagcdo de alta frequéncia dos DRD1 no NAc
(FRANCIS et al., 2019). O complexo SP/NK1R é amplamente expresso no sistema
nervoso e esta envolvido na modulagdo de comportamentos relacionados com a
emocionalidade e disturbios psiquiatricos complexos (SCHANK; HEILIG, 2017;
STEINHOFF et al.,, 2014; SANTARELLI et al., 2002). Por exemplo, camundongos
knockout para NK1R mostraram uma notavel semelhanca fenotipica com os sintomas
do TDAH, uma vez que os animais exibiram hiperatividade, desatencédo e
impulsividade (FAN; BRUNO; HESS, 2012; YAN et al., 2011).

Outro gene na RGD a ser considerado é o Crhr2, uma vez que € expresso em
neurénios espinhosos médios DRD1 (do subtipo E) no NAc (TRAN et al., 2021). Esse
gene codifica o receptor 2 do horménio liberador de corticotropina (CHR) (CRHR2),
um receptor presente na membrana plasmatica acoplado a proteina G que € ativado
pelo CRH e pela urocortina (IKEDA et al., 2014; WANG et al., 2018). Embora menos
estudado no NAc é um candidato importante que sugere que esses neurdnios podem
ser particularmente suscetiveis aos efeitos do CHR, o qual é liberado e medeia a
resposta fisiolégica e comportamental ao estresse, modulando varios sistemas de
neurotransmissores, incluindo a liberacédo de DA (BONFIGLIO et al., 2011; PAYER et
al., 2017). Tendo em vista que em disturbios neuropsiquiatricos complexos (incluindo

o TDAH e o TUS) as contribuicbes genéticas surgem de multiplos genes de pequeno
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efeito, futuros estudos fazem-se necessarios para verificar uma possivel atuagéo
desses genes, de maneira individual ou coletiva, no estabelecimento da PLC e na
modulag¢do da atividade dos receptores DRD1, incluindo a analise da ultraestrutura e
eletrofisiologia desses receptores, bem como o0s mecanismos de sinalizagédo
intracelular de neurénios associados a via direta do NAc desses animais.

Na caixa de atividade locomotora, o FEN foi capaz de diminuir a quantidade
de bolos fecais em relacdo ao VEH quando testados aos 50 e 62 dias de idade
(respectivamente, dose aguda e repetidas doses) em ambas as linhagens (Figura 39
e 41). Novamente um estudo utilizando d-anfetamina apresentou resultados similares.
Um estudo avaliando a defecagdo por 30min em uma caixa de condicionamento
operante em diferentes doses de d-anfetamina (0,32; 0,56; 1,0; 3,2; 5,6 mg/kg)
demonstrou que ratos Sprague Dawley com 120 dias diminuiram a quantidade de
producao de bolos fecais a partir de uma dose de 0,56 mg/kg (LESAGE et al., 1994).
No entanto, um outro estudo também avaliou a agdo do FEN sobre a quantidade de
bolos fecais. Rezin e colaboradores (2014) verificaram em um teste de CA de 5min
que 2h apdés administrar uma elevada dose de FEN (12,5 mg/kg) em ratos Wistar
machos (250 a 300 gramas) houve aumento da quantidade de bolos fecais em relagcao
ao grupo controle. Em um estudo elegante Sachdev e Saharov (1998) verificaram que
a administracdo subcutanea de antagonistas de acao central de DRD1 (SCH 23390)
e de DRD2 (raclopride) induziram ao aumento da defecagdo, mas os agonistas de
DRD1 (SKF 82958) e de DRD2 (quinpirole) nao tiveram um efeito significativo sobre
a defecacao emocional demonstrando que outros mecanismos neuroquimicos podem
estar conjuntamente envolvidos no mecanismo desse comportamento. Nesse sentido,
segundo Sara e Deweer (1982), a diminuigdo da quantidade de bolos fecais em
aparatos pode estar diretamente relacionada a menor quantidade de estresse.

Durante o periodo de 50 a 62 dias de vida dos animais (Experimento 5)
nenhuma diferenca de peso (Figura 42A), de ganho de peso (Figura 42B) e de
consumo de ragao (Figura 42A) e agua (Figura 42B) foram observadas entre os
diferentes grupos. Mattei e Carlini (1996) estudando os efeitos anorexigenos e
comportamentais do FEN, observaram que ratas Wistar necessitam de doses
elevadas de FEN (20 mg/kg) para um bloqueio completo da ingestdo alimentar,
enquanto ratos necessitam de doses menores (10 mg/kg). As pesquisadoras
concluem que o FEN tem um efeito estimulante sobre o SNC, indicando uma agéao

sobre os sistemas dopaminérgicos, e que o organismo feminino parece apresentar
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maior suscetibilidade aos efeitos centrais dessa substancia. Em outro estudo Moreira
e colaboradores (2005) ao estudarem a exposig¢ao ao FEN durante o desenvolvimento
em camundongos fémeas observaram que fémeas prenhas que receberam FEN por
gavagem (15 mg/kg) durante 14 dias ndo apresentaram diferenca de peso, embora o
tratamento com FEN tenha reduzido o peso do utero gravidico. Em relacéo a d-
anfetamina tem sido verificado que doses elevadas (16-32 mg/kg, i.p.) sdo capazes
de promover anorexia em ratos (LEWANDER et al.,, 1971; MACPHAIL; GOLLUB,
1974). Em um estudo de Orsini e colaboradores (2014) observou-se que ratos tratados
com d-anfetamina (3 mg/kg) durante 9 dias consecutivos que posteriormente deixaram
de receber psicoestimulante ingeriram mais ragdo e aumentaram o peso durante os
30 dias subsequentes. Segundo os autores esse consumo posterior pode ser devido
a sensibilizagdo induzida por anfetaminas nos mecanismos de motivagcdo e
recompensa. Em humanos, foi relatado que a perda de peso promovida pelo uso de
FEN ocorre de forma modesta e sdo necessarios longos periodos de tratamento, por
exemplo, foram observadas redugdes de peso de 4,7 kg em média em um ano de uso,
3,8 kg em seis meses de uso e 1,55 kg em dois meses de uso (PAUMGARTTEN et
al., 2016). A este respeito, a Agéncia Europeia de Avaliagdo de Medicamentos
ordenou a retirada das autorizagdes de introdugdo no mercado de anorexigenos do
tipo anfetamina, incluindo FEN, baseando a sua decisdo na falta de eficiéncia dos
anorexigenos do tipo anfetamina de acordo com o novo critério cientifico para a
eficacia a longo prazo dos medicamentos antiobesidade (PAUMGARTTEN et al.,
2016). Além disso, o0 nosso presente trabalho encontrou que a administragcdo de uma
dose especifica do FEN a curto prazo ja &€ capaz de desenvolver efeitos
comportamentais, hedonico e psicomotores, mesmo sem promover mudangas sobre
a ingestdo e a perda de peso que sustentem as alegacdes de que o FEN (e as
anfetaminas) podem possuir um valor terapéutico seguro durante seu uso. E,
conforme foi observado nas ratas das linhagens SHR e SLA16 fica visivel que
caracteristicas genéticas distintas podem produzir efeitos comportamentais
particulares durante o uso do FEN, o que serve de alerta em relacdo a possibilidade
do desenvolvimento da TUS por anorexigenos do tipo anfetamina, bem como a
possibilidade de comorbidade de acordo com a gravidade dos sintomas de transtornos

neuropsiquiatricos.
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6. CONCLUSOES

Pela primeira vez demonstramos que o FEN é capaz de desenvolver PLC em
ratos das linhagens SLA16 e SHR, sendo este ultimo um modelo validado para o
estudo da pesquisa basica de TDAH. Também mostramos que a linhagem SHR
apresentou condicionamento tardio em relagdo a linhagem SLA16. Tomados em
conjunto os testes de CA e caixa de atividade observamos que o FEN promoveu
mudangas no comportamento emocional e motor de ambas as linhagens, onde a
linhagem SLA16 demonstrou ser mais suscetivel as alteragbes comportamentais ao
FEN no CA, enquanto na caixa de atividade essa demonstrou maior indice de
locomogao durante o tratamento de doses repetidas. Dentro do nosso delineamento
experimental observamos que o FEN nao foi capaz de modificar o peso dos animais,
assim como o consumo de ragao e agua em ratas de ambas as linhagens, apesar de
modificar a quantidade de bolos fecais no teste da caixa de atividade. Em relagéo aos
receptores dopaminérgicos do NAc o FEN foi capaz de alterar a quantidade de TH e
DRD2. E, apesar da quantidade de receptores DRD1 ndo modificarem sua apds o uso

de FEN, uma diferenca basal entre as linhagens pode ser constatada.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante a execugdo desse trabalho foram vivenciados momentos
extremamente duros para a ciéncia brasileira, a vida e para 0 nosso grupo de
pesquisa. A pandemia carregou consigo limitagcbes de convivio, mobilidade e,
inclusive, de natureza técnica. Além disso, vivenciamos um momento de diminuigao
de investimentos na pesquisa e na educagao, de negacionismo cientifico e de ataque
a soberania de inumeras instituicbes de ensino brasileiras. Essa falta de investimento
repercutiu inclusive sobre a possibilidade de aquisicao de recursos essenciais para a
manutengdo e funcionamento de laboratérios de pesquisa. Em nosso grupo do
LGC/UFSC, esse conjunto de fatores testou-nos a resiliéncia e a capacidade de
adaptacao, sendo que para manter nossa mente sadia e em desenvolvimento, nos
encontramos virtualmente, realizamos divulgacao cientifica e escrevemos artigos de
revisdo e com dados antigos do LGC/UFSC. A despeito dessas questdes, ficamos
orgulhosos em poder apresentar um trabalho com dados inéditos e onde nossos
questionamentos principais puderam ser contemplados, bem como gerar subsidios
para o desenvolvimento de futuras pesquisas na area.

Com base nisso, ficam questionamentos que podem nortear futuras pesquisas
no LGC/UFSC:

- Os genes Crhr2, Tacr1 e Npy séo igualmente expressos no NAc das
linhagens SHR e SLA167

- Os neurdnios espinhosos médios do tipo DRD1 ou DRD2 no NAc possuem
alteracdes morfologicas apoés tratamento crénico de FEN?

- Ocorre sensibilidade comportamental ao FEN apds o tratamento crénico com
FEN em linhagens de ratas SHR e SLA16?

- Ocorre autoadministracao de FEN em ratas das linhagens SHR e SLA16?

- Os neur6nios espinhosos médios do tipo DRD1 no NAc possuem diferenca

de sensibilidade devido aos seus mecanismos fisioldgicos?
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The Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) strain was developed through selective breeding for high
systolic blood pressure. In our laboratory, we established a congenic rat strain named SHR.Lewis-Anxir16
(SLA16). The SLA1G rat strain is genetically identical to the SHR except for the inserted Anxrr16 region in
chromosome 4. Our objective was to evaluate the influence of this genomic region on ethanol con-
sumption and blood pressure. First, we exposed SHR and SLA16 male and female rats to ethanol con-
sumption. Results showed that, regardless of strain, females consumed more ethanol than males during
forced (10% v/v) and spontaneous ethanol consumption (SEC; 2.5—-20% vjv). Then, females from both
strains were used to evaluate sensitivity to ethanol. No strain differences in the loss of righting reflex
were observed after ethanol treatment (3 g/kg, 20% w/v, intraperitoneal [iLp.]). But, in the triple test,
female SHR rats presented lower sensitivity to the ethanol (1.2 g/kg, 14% w/v, i.p.). Surprisingly, female
SHR rats also presented higher blood pressure after SEC (10% v/v). Finally, losartan treatment was
effective in decreasing the blood pressure of female rats of both strains, but had specific effects on SHR
ethanol consumption. Our data suggest that SLA16 female rats consume less ethanol (10%), are more
sensitive to its effects, and present lower blood pressure than SHR female rats. We demonstrated that the
Anxrrl6 locus in chromosome 4 is a genetic candidate to explain high ethanol consumption and blood
pressure, at least in females.

Keywords:
Alcoholism
Congenic rats
Hypertension
Losartan

@ 2022 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Alcohol use disorders are multi-factorial and are associated with
increased morbidity and mortality. Studies based on family history,
monozygotic and dizygotic twins, and adopted individuals reported
the involvement of genetic factors in the etiology of alcohol use
disorders, with a heritability of over 50% (Agrawal & Lynskey, 2008;
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-br (G.S. lzidio).
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Kohnke, 2008; Long, Verhulst, Aggen, Kendler, & Gillespie, 2017;
Verhulst, Neale, & Kendler, 2015).

However, it has been challenging to individually investigate the
influence of biological (sex-related), socio-cultural (gender-
related), emotional (specific mood changes), and genetic (genes)
factors on humans' ethanol misuse and abuse (Erol & Karpyalk,
2015). Therefore, since in preclinical research it is possible to
isolate variables and impose treatments, strains of rats character-
ized by high and low ethanol consumption have been used for
these purposes: AA (Alko Alcohol) and ANA (Alko Non-alcohol)
(Eriksson, Eteldlahti, & Apter, 2017); HAD (High Alcohol-Drinking)
and LAD (Low Alcohol-Drinking) (Krimmer & Schechter, 1992;
McBride, Rodd, Bell, Lumeng, & Li, 2014); P (Alcohol-preferring)
and NP (Alcohol-nonpreferring) (Bice et al., 1998; Carr et al., 1998);
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Hunting for Genes Underlying Emotionality in the Laboratory Rat: Maps,
Tools and Traps
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Puiial de Araﬁjo]’3, Aline Guimaries Pereira"” and Geison Souza Izidio >
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Abstract: Scientists have systematically investigated the hereditary bases of behaviors since the 19th
century, moved by either evolutionary questions or clinically-motivated purposes. The pioneer studies
on the genetic selection of laboratory animals had already indicated, one hundred years ago, the im-
mense complexity of analyzing behaviors that were influenced by a large number of small-effect genes
and an incalculable amount of environmental factors. Merging Mendelian, quantitative and molecular
approaches in the 1990s made it possible to map specific rodent behaviors to known chromosome re-
gions. From that point on, Quantitative Trait Locus (QTL) analyses coupled with behavioral and mo-
lecular techniques, which involved in vive isolation of relevant blocks of genes, opened new avenues
for gene mapping and characterization. This review examines the QTL strategy applied to the behav-
ioral study of emotionality, with a focus on the laboratory rat. We discuss the challenges, advances and
limitations of the search for Quantitative Trait Genes (QTG) playing a role in regulating emotionality.
For the past 25 years, we have marched the long journey from emotionality-related behaviors to genes.
In this context, our experiences are used to illustrate why and how one should move forward in the
molecular understanding of complex psychiatric illnesses. The promise of exploring genetic links be-
tween immunological and emotional responses are also discussed. New strategies based on humans,
rodents and other animals (such as zebrafish) are also acknowledged, as they are likely to allow sub-
stantial progress to be made in the near future.
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1. INTRODUCTION continuous variables instead of seven easily classifiable
characteristics and maybe the science of heredity would have

Let us be honest: identifying genes influencing pheno- to wait for a few more decades before coming to light.

types that vary continuously within any given species is

long, arduous and risky. If some of us thought otherwise, we Studies on the inheritance of continuous variation had

were probably excessively excited with the possibility of
merging, for the first time, Mendelian, quantitative and mo-
lecular genetic strategies back in the early 1990s. Perhaps we
were not paying enough attention to our history lessons in
such a promising conceptual and methodological context.
We were (and we are), indeed, a privileged generation, for
having, at last, the technological means of explaining biolog-
ically some of the fundamental phenomena that the founders
of Genetics could only explain mathematically (and often
with little consensus). Had Gregor Mendel chosen, in his
famous hybridization experiments with peas [1], seven

*Address correspondence to this author at the Behavior Genetics Laborato-
ry, Department of Cell Biology, Embryology and Genetics, Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC, 88.040-900, Brazil; Tel: +55
(48) 991510970; E-mail: deavilaramos(@gmail.com

1570-159X/XX $65.00+.00

started long before the official dawn of Genetics. Darwin’s
cousin, Francis Galton, produced much of the statistical and
conceptual bases for Biometrics after the publication of
Mendel’s seminal work, but before its discovery in 1900 [2].
In those years, but also in the first decades of the 20™ centu-
ry, heated debates attempted to determine whether continu-
ously varying traits were compatible or not with the evolu-
tionary effects of natural selection [3]. Mendelian patterns of
inheritance seemed to support the “mutationist” notion that
quantitative characters, when influenced by selection, could
not produce long-lasting and ever-progressing changes. For
example, the Danish botanist Wilhelm Johannsen, one of the
founders of Genetics and the creator of the terms “pheno-
type” and “genotype”, provided clear-cut evidence that both
genetic and environmental factors underlay continuous bio-
logical variables, such as the weight of bean seeds. Neverthe-
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Physical activity or exercise as an alternative treatment for attention deficit
hyperactivity disorder: studies with humans and experimental animals

Rafael Kremer e Geison Souza lzidio

Abstract: This review looks at some of the benefits of physical activity (PA) or physical
exercise (PE) and its prospects for preventing, treating or improving the quality of life
of people with Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD). We will comment on
the various scientific evidences gathered from different studies carried out on human
beings, or even on experimental animals which are models of this disorder. A genetic
or molecular approach has been taken because of the recent scientific perspectives
and advances that have been made in the field of ADHD research, which are
inseparable from current molecular research.

Keywords: ADHD; physical activity; physical exercise; alternative treatment

ADHD in humans - Prevalence

ADHD is one of the most common and challenging psychiatric conditions seen
in children and adolescents. It is more commonly diagnosed in boys than in girls, and
the global prevalence among people under the age of 18 is believed to be between 5.6
and 7.2% (POLANCZYK et al., 2007; THOMAS et al., 2015). It is estimated that at
least some of these children or adolescents will continue to show symptoms or be
diagnosed with this disorder in adulthood (FAYYAD et al., 2017; SIMON et al., 2009).

The prevalence of ADHD in children and adolescents is estimated differently in
different countries and cultures (SKOUNTI et al., 2007). For example, a prevalence of
ADHD of 6.1% has been observed in children and adolescents in Germany
(BACHMANN et al., 2017), 6.3% in India (CHAUHAN et al., 2022), 6.4 to 7.5% (urban
and rural areas, respectively) in China (LIU et al., 2018; PANG et al., 2021) and 9.4%
in the United States (DANIELSON et al., 2018), In addition to regional characteristics
and specificities, this variation in prevalence is largely attributable to the diversity of
methodologies used to delimit the investigated population and establish diagnostic
criteria (CARDO et al., 2011; GUARDIOLA et al., 2000; KIM et al., 2020; POLANCZYK
et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2003). For example, in an international context,
studies that adopted the criteria of the Fifth Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-V) for diagnosing ADHD showed a higher number of people being
diagnosed than in previous editions (GHANIZADEH, 2013; KIM et al., 2020). In Brazil,
unfortunately, research into the prevalence of ADHD has been insufficient, since there
are no comprehensive studies that include representative samples of the entire
population, but rather isolated surveys in specific schools or communities. In this
sense, Fontana et al. (2007), together with teachers and parents, carried out diagnostic
screenings on 461 students, aged 6 to 12, in four public schools in Rio de Janeiro using
the DSM-IV, where a prevalence of 13% of ADHD was found. Oliveira et al. (2016)
analyzed 265 children and adolescents aged between 10 and 17 using the DSM-V
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