D BEd =

v
(& Rl S\

= M S
u“NERs,‘EB“FEDERAh I?E L SAN!A CAT“RWA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE POS-GRADUAGCAO EM FARMACOLOGIA

O ambiente enriquecido influencia as propriedades refor¢adoras do
etanol em ratos

Cristiane Ribeiro de Carvalho

Florianépolis — SC
2010






D B =

v
(& Rl S\

o M N
uw\ms,\gguifinmi BE SANTA CATd iy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM FARMACOLOGIA

O ambiente enriquecido influencia as propriedades reforgadoras
do etanol em ratos

Cristiane Ribeiro de Carvalho

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduacdo em Farmacologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Santa Catarina como requisito parcial a
obtenc&o de titulo de mestre em Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Reinaldo Naoto Takahashi

Florianépolis — SC
2010



Catalogacgdo na fonte pela Biblioteca Universitaria da
Universidade Federal de Santa Catarina

C331e Carvalho, Cristiane Ribeiro de
O enriquecimento ambiental influencia as propriedades
reforcadoras do etanol em ratos [dissertacdo] / Cristiane
Ribeiro de Carvalho; orientador, Reinaldo Naoto Takahashi.
- Floriandpolis, SC, 2010.
76: il., grafs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pos-
Graduacéo em Farmacologia.

Inclui referéncias

1. Farmacologia. 2. Alcool. 3. Auto-administragio oral.

3. Enriquecimento ambiental. 4. Preferéncia condicionada de
lugar. 5. Transtorno de déficit de atencdo e

hiperatividade. I. Takahashi, Reinaldo Naoto. II.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de P6s-
Graduacéo em Farmacologia. I1l. Titulo.

CDU 615




Dedico este trabalho aos meus pais,
Maria das Dores e José Eracleo (in memorian)
E ao Eduardo, com todo meu amor!



AGRADECIMENTOS

> Ao Professor Dr. Reinaldo Naoto Takahashi, pela confianca,
incentivo e orientacdo durante estes anos.

> Aos meus colaboradores, Fabricio Pamplona e Pablo Pandolfo
pelo envolvimento, pela contribuicdo intelectual e pelo apoio
imprescindiveis na realizacdo deste trabalho. E também, ao Eduardo e
Rafael, pelo importante auxilio em alguns momentos deste trabalho.

> Aos Professores Dr. André de Avila Ramos, Dr. Antonio de
Padua Carobrez, e Dr. Roberto Andreatini, por aceitarem o convite de
participar da avaliagéo deste trabalho.

> Aos meus colegas de laboratério: Carina, Fabricio Assini,
Fabricio Pamplona, Pablo, Rafael, Sanmara e Thiago, ndo s pela ajuda
nas tarefas do cotidiano, mas também pelas conversas enriquecedoras €
pelo convivio agradavel.

> Aos Professores do Curso de Pos-Graduagdo em Farmacologia,
pelos ensinamentos que contribuiram para minha formacé&o cientifica e
pessoal.

> Aos funcionarios do Departamento de Farmacologia pela
prestatividade.

> Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Tecnoldgico
(CNPq), pelo apoio financeiro.

> Aos amigos e colegas que conheci no Departamento: Aderbal,
Cristina, Daniel, Graziele, Elizabete, Mariana, Meigy, Thaize e Vanessa,
pelo convivio agradavel e pelos momentos de descontracdo.

> Aos demais colegas do Departamento, pela companhia e pelas
conversas agradaveis que tivemos nos corredores do prédio e nos
€ongressos.



> A toda a minha familia, meus irm&os Ana Paula e Marcelo, meus
cunhados Sandro e Laisa, e meus sobrinhos Laurinha, Pedro e Antbnio
por serem meu porto seguro. E principalmente, a0 meu pai, José
Eracleo, por ter me ensinado valores que eu carrego sempre comigo, € a
minha mae Maria das Dores, pelo amor, carinho e apoio incondicional.

> Ao meu amado companheiro Eduardo, pelo amor, carinho e
dedicacdo diarios, e também, pela compreensdo e incentivo,
especialmente nos momentos dificeis.

> As minhas grandes amigas, Betina e Nicolle, minhas irmézinhas
do coracdo desde o primeiro dia de aula, sei que sempre posso contar
com vocés, apesar da falta de convivio. Sou muito grata a vocés pela
amizade e por trazerem mais brilho e alegrias para minha vidinha.

> As minhas amigas da amoreira, Angela, Aline, Betina, Carol,

Franciane, Francine, Laisa, Méarcia, Nicolle, Patricia e Vanessa, por
acreditarem e torcerem por mim.

Vii



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt Xi
LISTADE FIGURAS ... .oo oottt xii
RESUMO ... xiii
ABSTRACT ..ottt et Xiv
L INTRODUGAO ..ottt 1
1.1 Uso abusivo e dependéncia ao etanol............ccccevevrienenennicnenienene 1
1.2 Sistema de reCOMPENSA .....ccveeverierirereeieseseeeesiese e eee e sreenae e nees 3
1.3 Transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade.............c.ccccervenene. 4
1.4 Ratos espontaneamente hipertensos como modelo do TDAH........... 6
1.5 Enriguecimento ambiental ...........ccoovevevievienien s 8
2 OBUIETIVOS ...ttt 10
2.1 ODJELIVOS GEIAIS ...vevveveereeierierieieesie ettt seens 10
2.2 Objetivos ESPECITICOS .....cvvveriiieirierie e s 10
3 MATERIAIS E METODOS ......cociieiereieeeeeese et 11
B L ANIMAIS ..ottt 11
3.2 AMDientes de CraGa0 .........ccuvverreirce e 11
3.3 Drogas € rBAGENTES ......ccveeieeieerie ettt 12
3.4 Testes COMPOITAMENTAIS .......cveveereeerieiereie st 13
3.4.1 CampPO @DEIO......cveiieeireee et 13



3.4.2 Caixa de movimentagdo eSPONtaNea .........cceoeerererieienesiesienines 14

3.4.3 Labirinto em cruz elevado..........ccocooeiinininen e 14
3.3.4 Auto-administracao Oral ..........ccocvevvereiieneeie e 16
3.4.5 Preferéncia condicionada de lugar..........ccocooeoviiiniiniinnenne, 16
3.4.6 Plano inCliNAdO .........cccoviiieiiic e 17
3.5 Dosagem de etanol ..........cccvveeiereeiene e 18
3.6 Delineamento experimental...........ccccooeviiiinineinene e 19
3.6.1 Consumo de substancias reforcadoras em ratos SHR machos e
fémeas criados eM AP € AE.......ccco i 19
3.6.2 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre o desempenho
comportamental das ratas SHR avaliadas no CAe naCME............... 21
3.6.3 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre os comportamentos
relacionados a ansiedade em ratas SHR avaliadas no LCE.................. 21

3.6.4 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a atividade
locomotora e ansiedade induzidas pela administragdo aguda de etanol
ou salina, em ratas SHR avaliadas no CA ..........ccccocvivvievcvnvneeenienn, 21
3.6.5 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre as propriedades
reforcadoras do etanol, avaliadas no teste da PCL em ratas SHR....... 21
3.6.6 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia aguda

ao etanol avaliada no teste do plano inclinado, em ratas SHR ............ 22
3.7 ANalise eStatiStiCa......ccoevviiiiieicicce e 23
A RESULTADOS ..ottt 24
4.1 Consumo de sustancias reforcadoras em ratos SHR machos e fémeas
CriadoS EM AP B AE ....coociiiece e s 24
4.2 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre o desempenho
comportamental das ratas SHR avaliadas no CA e naCME................. 30
4.3 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre os comportamentos
relacionados a ansiedade em ratas SHR avaliadas no LCE.................. 32

4.4 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a atividade
locomotora e ansiedade induzidas pela administracdo aguda de etanol ou

salina, em ratas SHR avaliadas NO CA ..........oooceeiii it 32
4.5 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre as propriedades
reforcadoras do etanol, avaliadas no teste da PCL em ratas SHR......... 35
4.6 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia aguda ao
etanol avaliada no teste do plano inclinado, em ratas SHR................... 37

iX



5 DISCUSSAO ..o

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

TANEXO ...,



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA
AE

AP
ATV
CA
CPF
CME
i.p.
LCE
NAc
NMDA
PCL
SHR
TDAH

Anélise de variancia

Ambiente enriquecido

Ambiente padrdo

Area tegmental ventral

Campo aberto

Cortex pré-frontal

Caixa de movimentacdo espontanea
Intraperitoneal

Labirinto em cruz elevado

Nucleo accumbens
N-metil-D-aspartato

Preferéncia condicionada de lugar
Ratos espontaneamente hipertensos
Transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fotografia do labirinto em cruz elevado..........cc.cccceevvvnivrnnnennn. 12
Figura 2 - Fotografia do campo aberto..........cccceeevveveireine s 13
Figura 3 - Fotografia da caixa de locomogdo espontanea.............ccccceuennee 14
Figura 4 - Fotografia do labirinto em cruz elevado..........c.cc.ccovenicnicnnn 15
Figura 5 - Fotografia da caixa de preferéncia condicionada de lugar......... 17
Figura 6 - Fotografia do plano inclinado............ccccceeiiininienninnccee, 18
Figura 7 - Consumo de sacarina dos ratos SHR machos e fémeas criados
EBM AP 8 AE ... e e 25
Figura 8 - Consumo forgado de etanol dos ratos SHR machos e fémeas
Criados M AP € AE ... ..ottt 26
Figura 9 - Consumo voluntario de etanol e preferéncia ao etanol dos ratos
SHR machos e fémeas criados em AP € AE.......c.cocoevirininiinsie e 28
Figura 10 - Consumo de racéo durante o protocolo de auto-administracéo
oral dos ratos SHR criados em AP € AE.........ccoiiiiiiii e 29
Figura 11 - Efeitos do enriquecimento ambiental sobre o comportamento
das ratas SHR avaliadas N0 CA e Na CME..........ccoceovveiieiennenicnie e, 31
Figura 12 - Efeitos do enriquecimento ambiental sobre 0os comportamentos
relacionados a ansiedade das ratas SHR avaliadas no LCE........................ 32

Figura 13 - Efeito da administracdo aguda de etanol sobre o
comportamento das ratas SHR criadas em AP ou AE avaliadas no CA......34
Figura 14 - Efeito do enriquecimento ambiental sobre as propriedades

reforcadoras do etanol avaliadas na PCL, em ratas SHR............ccccceceennene. 36
Figura 15 - Efeito do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia aguda ao
etanol em ratas SHR........coo i 37

Xii



RESUMO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH)
ocorre frequentemente em comorbidade com outros transtornos
psiquiatricos como a ansiedade e a dependéncia as drogas. Os ratos
espontaneamente  hipertensos (SHR) apresentam caracteristicas
neuroguimicas e comportamentais que o tornam um modelo adequado
para o estudo do TDAH. Esta linhagem de ratos também apresenta um
elevado comportamento de busca por novidade e alta sensibilidade para
distintas classes de abuso de drogas, o que faz dela um interessante
modelo para o estudo da associacdo entre o0 TDAH e o0 uso abusivo de
drogas. O proposito deste estudo é investigar a influéncia do ambiente
de criacdo durante os estagios iniciais da vida sobre as propriedades
motivacionais do etanol e sobre o comportamento relacionado a
ansiedade dos ratos SHR. Os animais criados em ambiente padrao (AP)
ou enriquecido (AE), desde o desmame até a idade adulta, foram
submetidas a testes que avaliam a locomocao induzida por novidade, o
consumo oral de substancias reforcadoras (sacarina e etanol), a
sensibilidade aos efeitos do etanol no campo aberto, na preferéncia
condicionada do lugar (PCL) induzida por etanol e na tolerancia aguda
ao etanol no plano inclinado. SHR criados em um AE mostraram uma
reducdo da locomocéo induzida por novidade, beberam menos sacarina
e etanol e ndo preferiram o etanol a dgua, em comparacéo aos ratos do
AP. Além disso, os animais criados em AE ndo desenvolveram PCL,
enquanto os animais do AP desenvolveram preferéncia ao lugar
associado ao etanol (dose de 1,2 g/kg). Os dois grupos mostraram
diferentes sensibilidades aos efeitos ansiolitico/estimulante do etanol,
porém os ratos mantidos tanto em AP quanto AE desenvolveram
tolerancia aguda ao etanol. Estes resultados mostram que a exposi¢éo a
estimulos que mimetizam experiéncias positivas (enriquecimento
ambiental) induzem alteragcbes persistentes no sistema de
recompensa/motivacional dos ratos SHR, sugerindo um importante
papel do ambiente de criacdo durante 0s primeiros estagios do
neurodesenvolvimento, sobre a comorbidade entre 0 TDAH e abuso de
drogas.

Xiii



ABSTRACT

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) often occurs in
comorbidity with other psychiatric disorders, such as anxiety and drug
addiction. The spontaneously hypertensive rats (SHR) show
neurochemical and behavioral characteristics which make their suitable
model of ADHD. This rat strain displays increased novelty seeking
behavior and high sensitivity to distinct classes of abused drugs, which
makes it an interesting model for the study of the association between
ADHD and drug abuse. The purpose of this study is to investigate the
influence of rearing environment during early stages of life on
motivational properties of ethanol, novelty-induced locomotion and
anxiety-like behavior of SHR rats. The animals reared from weaning to
adulthood in standard (SE) or enriched (EE) environment were
evaluated on novelty-induced locomotion, oral consumption of
rewarding substances (saccharin and ethanol), sensitivity to the effects
of ethanol in open field (OF), ethanol-induced conditioned place
preference (CPP) and acute tolerance to ethanol on the tilting plane.
SHR reared in an EE showed reduced novelty-induced locomotion,
drank less saccharin and ethanol and showed less ethanol preference
compared to SE rats. Moreover, EE rats did not develop CPP, whereas
SE rats developed preference for ethanol-associated compartment (1.2
g/kg). They also showed different sensitivity to the anxiolytic/stimulant
effects of ethanol and both groups developed acute tolerance to ethanol.
These results show that exposure to stimuli mimicking positive life
experiences (EE) induces persistent changes in the reward/motivational
system of SHR rats, suggesting an important role of the familiar
environment during early stages of the neurodevelopment on the co-
morbidity of ADHD and drug abuse.
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1 INTRODUCAO

1.1 Uso abusivo e dependéncia ao etanol

O élcool (etanol) ¢ uma das drogas psicoativas mais antigas
utilizada pela humanidade. Atualmente, o consumo de bebidas
alcoolicas esté inserido em diversas culturas. Seu uso é associado com
celebragdes, ceriménias religiosas e eventos culturais, sociais e de
negocio. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
aproximadamente 2 bilhGes de pessoas consomem bebidas alcodlicas
em todo o mundo. O uso abusivo do alcool e a sua dependéncia
representam um dos maiores problemas de salde publica, sendo que 0s
transtornos relacionados ao uso do &lcool acometem em torno de 76
milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Os problemas decorrentes direta e
indiretamente do consumo de alcool como acidentes, violéncia e perda
de produtividade geram grandes prejuizos econdémicos e sociais (WHO,
2002). Os problemas de saude causados pelo uso de alcool e de outras
drogas psicoativas incluem o uso abusivo e a dependéncia. O uso
abusivo é caracterizado por um padrdo de consumo de alcool
considerado prejudicial do ponto de vista fisico, psicolégico ou social,
mas nao preenche os critérios de dependéncia (American Psychiatric
Association, 2000). A dependéncia é caracterizada pelo consumo repetido
de bebidas alcodlicas, resultando em tolerancia, sindrome de abstinéncia
e comportamento compulsivo de procura pela droga (“fissura”). O uso
compulsivo de substancias é uma caracteristica da dependéncia e um dos
critérios diagndsticos centrais apresentados pelo DSM IV (American
Psychiatric Association, 2000).

No Brasil, de acordo com o | levantamento domiciliar sobre os
padrdes de consumo de alcool na populacdo brasileira, realizado pelo
CEBRID (Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotrdpicas)
em 2007, mostrou que cerca de 12% da populacdo adulta (18 anos ou
mais) relatou algum problema relacionado ao abuso ou a dependéncia
de alcool. Tanto o uso abusivo quanto a dependéncia predominam entre
0s homens, sendo em média quatro vezes mais comum em homens do
gue em mulheres. Sendo que, ainda ndo se notou na populacao brasileira
um fendbmeno que j& ocorre nos paises desenvolvidos, onde se observa
uma maior aproximagdo entre os géneros em relagcdo ao perfil de
consumo abusivo de bebidas alcoolicas.

O etanol possui uma estrutura molecular simples de
lipossolubilidade elevada, capaz de interagir com varios alvos
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moleculares no sistema nervoso central. Os principais alvos
farmacoldgicos do etanol no cérebro sdo os receptores. Os efeitos
depressores do etanol sdo devidos principalmente a agdes nos dois
maiores receptores ionotrépicos presentes no cérebro o GABAA € 0S
receptores NMDA (Lovinger et al., 1989; Roberto et al., 2003; Ron, 2004).
Além disso, o etanol interage direta ou indiretamente com outros
sistemas de neutransmissdo (dopaminérgico, serotonérgico, colinérgico
e glicinérgico) e de neuromodulacdo (adenosinérgico, opioidérgico e
endocanabindide) (Nevo e Hamon, 1995; Lovinger, 2008).

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) medeia a maioria das
sinapses inibitorias rapidas através da ativacdo dos receptores GABAA,.
O etanol aumenta a condutancia dos canais GABA, ao ion cloreto
promovendo um aumento de correntes inibitorias e potencializando a
neurotransmissdo  gabaérgica (Weiner e Valenzuela, 2006). A
potencializacdo da transmissdo gabaérgica parece contribuir para varios
dos aspectos da intoxicagdo aguda por etanol, incluindo incoordenacéo
motora, efeitos ansioliticos e sedacdo. O glutamato medeia a maioria das
sinapses excitatdrias rapidas do sistema nervoso central. Os receptores
glutamatérgicos principalmente do subtipo NMDA sdo inibidos pelo
alcool, 0 que leva a uma diminuicdo do influxo de cations por esse
receptor promovendo a reducdo da excitabilidade neuronal. Além disso,
canais de calcio ativados por voltagem também sdo bloqueados pela
administragdo aguda de etanol contribuindo ainda mais para diminuigédo
da excitabilidade neuronal, uma vez que esses canais estdo envolvidos
na fusdo e liberagcdo de vesiculas de neurotransmissores (Wang et al.,
1994; Widmer et al., 1998). O uso crdnico do etanol pode promover
diversas neuroadaptacfes, principalmente nos sistemas gabaérgico e
glutamatérgico. Com a interrupgdo do uso, essas neuroadaptacfes séo
desbalanceadas e pode ser estabelecido um quadro clinico conhecido
como sindrome de abstinéncia, caracterizado por um estado de
hiperexcitabilidade neuronal devido principalmente & potenciacdo da
neurotransmissdo glutamatérgica (Hoffman e Tabakoff, 1994). Além disso,
a inibicdo promovida pelo etanol leva a uma desinibi¢cdo os neurénios
dopaminérgicos do sistema mesolimbico de recompensa, que esta
intimamente ligado aos efeitos reforcadores do etanol, assim como
ocorre com outras drogas de abuso (Nevo e Hamon, 1995; Lima, 2003). A
tolerancia que € caracterizada pela redugdo dos efeitos apos
administracdo repetida, onde se requer um aumento da dose para
promover 0s mesmos efeitos iniciais, é outro processo adaptativo
bastante observado no desenvolvimento da dependéncia ao etanol, assim
como de outras drogas de abuso (Radlow, 1994). No contexto das drogas
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de abuso, os efeitos reforgadores das drogas de abuso juntamente com a
tolerdncia contribuem para seu uso compulsivo durante o curso da
dependéncia (Koob e Le Moal, 2001).

1.2 Sistema de recompensa

O sistema dopaminérgico além de estar envolvido nos sintomas
motores e cognitivos do TDAH, também desempenha um papel
fundamental em processos de motivacdo e recompensa (Tomkins e
Sellers, 2001). Embora os substratos neuronais que delineiam processo de
dependéncia as drogas sejam bastante complexos, ndo existem duvidas
de que o sistema dopaminérgico mesolimbico, assim como estruturas
associadas ao sistema limbico, exerce um papel crucial nas alteraces na
plasticidade sinaptica de diferentes regiGes do cérebro que contribuem
para o desenvolvimento da dependéncia (Nestler, 2005; Hyman et al.,
2006). O Sistema de recompensa € constituido por neurdnios
dopaminérgicos que se projetam da area tegmentar ventral (ATV) para o
nucleo accumbens (NAC), estriado dorsal, cortex pré-frontal (CPF) e
outras estruturas limbicas (Masterman e Cummings, 1997; Hyman et al.,
2006). Vérias evidéncias indicam que estas regifes cerebrais medeiam os
principais aspectos da dependéncia, como os efeitos reforcadores
positivos (sensacéo de prazer e euforia), o desejo compulsivo pela droga
(“fissura”) e os efeitos reforgadores negativos relacionados com a
retirada da droga (disforia e irritabilidade) (Hyman et al., 2006; Kauer e
Malenka, 2007).

A liberacdo de dopamina no NAc e na ATV ¢ influenciada por
impulsos excitatorios, que incluem as projecGes glutamatérgicas
originadas no cortex cerebral, amigdala e hipocampo, e por impulsos
inibitérios que incluem projecdes de inter-neurdnios gabaérgicos
(Johnson, 2004). Ao contrario dos psicoestimulantes que estimulam
diretamente a liberacdo da dopamina, o etanol promove a liberacdo de
dopamina no sistema de recompensa de maneira indireta. Isso ocorre,
principalmente porque a administracdo aguda de etanol causa uma
inibicdo dos neurdnios gabaérgicos localizados na ATV e NAgc,
desinibindo os neurénios dopaminérgicos nesses locais, 0 que aumenta a
liberacdo de dopamina (Weiss et al., 1993), bem como a taxa de disparos
das celulas dopaminérgicas nas regifes cerebrais envolvidas nas
propriedades reforgadoras do etanol (Li et al., 2001). O uso crénico do
etanol leva a uma sensibiliza¢do do sistema de recompensa, ocasionando
uma deficiéncia nos niveis dopamina no cérebro (Koob e Le Moal, 2001).
Neste contexto, existe uma hipotese postulando que os individuos que
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possuem uma hipofuncdo dopaminérgico central sdo mais susceptiveis
ao desenvolvimento do alcoolismo (Volkow et al., 2002), sendo esta
caracteristica observada também em individuos com TDAH.

1.3 Transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade

O transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) é um
transtorno psiquidtrico bastante comum e persistente na infancia,
caracterizado pela presenca de trés sintomas primarios: desatencéo,
hiperatividade e impulsividade (Taylor, 1998; Himelstein et al., 2000). A
prevaléncia estimada do TDAH é de 2-12 % em criangas em idade
escolar em diferentes culturas, incluindo o Brasil (Rohde et al., 1999). Das
criangas diagnosticadas, 20-30% continuam manifestando sintomas do
TDAH durante a adolescéncia e idade adulta (Muglia et al., 2000), sendo
que 4% da populacdo adulta total apresentam os sintomas completos da
sindrome (Mannuzza et al.,1998; Faraone e Biederman, 2005; Kessler et al.,
2006). Na infancia, esse transtorno psiquiatrico € mais comum em
meninos do que em meninas, no entanto, quando analisado o género dos
pacientes que continuam apresentando 0s sintomas durante a
adolescéncia e idade adulta, observa-se que o numero de mulheres
afetadas é relativamente maior do que o de homens (Biederman et al.,
1994; Muglia et al., 2000).

Existe uma preocupacgdo com relacdo a co-ocorréncia de outros
transtornos psiquiatricos em individuos com TDAH, como depresséo,
ansiedade, transtornos de personalidade (por exemplo, comportamento
desafiante e distUrbio de conduta), e particularmente, o uso abusivo de
drogas e vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia (Biederman
et al., 1994; Biederman, 2005; Wilens et al., 2005; Kessler et al., 2006).
Evidéncias mostram que individuos com TDAH experimentam
substancias psicoativas mais precocemente e ha uma elevada
prevaléncia do uso abusivo de alcool e outras drogas nesses individuos
(Carroll e Rounsaville, 1993; Schubiner et al., 2000). Alteracdes na via
dopaminérgica de recompensa parecem estar envolvidas na associa¢do
entre TDAH e o abuso de drogas. Por conseqliéncia, individuos com
TDAH tendem a ser mais propensos a recompensas imediatas e a ter
menor capacidade de planejar e antecipar situagGes, caracteristicas
fortemente associadas ao abuso de drogas.

O TDAH ¢é um transtorno psiquiatrico heterogéneo decorrente de
uma complexa interagdo entre fatores genéticos e ambientais. Em
relagdo a neurobiologia do TDAH, tem sido sugerido que alteracfes nos
sistemas de neurotransmissdo monoaminérgica, particularmente no
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sistema dopamimérgico, possam estar envolvidas. Evidéncias clinicas,
por exemplo, demonstram que inibidores da recaptacdo de
catecolaminas, como os inibidores seletivos da recaptacdo de
noradrenalina, e os inibidores da recaptacdo de dopamina - como a d-
anfetamina ou metilfenidato (Ritalina®) - promovem uma melhora
substancial na qualidade de vida dos portadores de TDAH (Biederman e
Spencer, 1999; Seeman e Madras, 1998). Por outro lado, o tratamento com
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina promove apenas
beneficios limitados nos pacientes com TDAH (Barrickman et al., 1991).

A alta taxa de prevaléncia e hereditariedade deste transtorno
psiquiatrico na populacdo (Smalley, 1997; Faraone, 2004), indica que pode
existir uma associagdo entre 0 TDAH e os polimorfismos encontrados
em varios genes ligados aos neurotransmissores monoaminérgicos,
incluindo os genes dos receptores de dopamina (D1, D4 e D5), do
receptor ap-adrenérgico e dos transportadores de dopamina,
noradrenalina e serotonina (Bobb et al., 2005a; 2005b; Faraone et al., 2001;
La Hoste et al., 1996; Maher et al., 2002; Manor et al., 2004; Park et al., 2005).
Isso reflete uma etiologia poligénica e de multiplos determinantes ao
TDAH, que resulta de uma combinacgdo entre vérias combinacbes de
genes, capaz de produzir alteragdes pos-sindpticas de uma magnitude
gue exceda a capacidade de mecanismos neuronais ou comportamentais
compensatorios, e que confere ao individuo um conjunto de sintomas
peculiar. Neste contexto, fatores ambientais também poderiam atuar no
sentido de normalizar a funcdo sinaptica a despeito de uma constituicdo
genética desfavoravel (Sagvolden et al., 2005a), 0 que poderia explicar a
existéncia dos trés subtipos deste transtorno psiquiatrico: (1) TDAH
predominante hiperativo, (2) TDAH predominante hiperativo e
impulsivo e (3) TDAH combinado, segundo a classificacio da 42 edicdo
do Manual de Diagnostico Estatistico de Transtornos Mentais da
Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM 1V, sigla em inglés)
(American Psychiatric Association, 2000).

Notadamente uma grande vertente de estudos considera que a
hipofuncdo do sistema dopaminérgico, esta intimamente relacionada
com as caracteristicas comportamentais presentes nos individuos com
TDAH (Sagvolden e Sergeant, 1998; Sagvolden et al., 2005a). Estes estudos
sugerem que a hipofungdo das vias mesocorticais, mesolimbica e
nigroestriatal sejam responsaveis pelas alteracdes nos processos de
reforcamento e extingdo de um comportamento previamente reforgado.
Tais alteragdes implicam em uma deficiéncia de inibir respostas aliada a
um prejuizo nas fungBes executivas, que no ambito comportamental sdo
refletidos nos sintomas cognitivos e motores observados nestes
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pacientes (Sagvolden et al., 2005b). Em decorréncia disso, pacientes com
TDAH apresentam um aumento da atividade da enzima monoamino
oxidade (MAQ), responsavel pela metabolizacdo da dopamina (Stoff et
al., 1989), bem como, uma aumentada expressdo de receptores
dopaminérgicos D, no cérebro em relacdo aos individuos sadios de
mesma faixa etéria, quando observados por estudos de imagem (Jucaite
et al., 2005).

1.4 Ratos espontaneamente hipertensos como modelo animal do
TDAH

De uma maneira geral, os modelos animais propostos para o
estudo do TDAH consistem em roedores desenvolvidos a partir da
exposicdo a toxinas ambientais (Silbergeld e Goldberg, 1974; Holene et al.,
1998), ratos Wistar-Kyoto hiperativos, selecionados a partir de uma
populacdo heterogénea (Puumala et al., 1996), animais submetidos a
anoxia neonatal (Dell’Anna et al., 1993) ou lesdes neuroldgicas induzidas
por toxinas dopaminérgicas (Shaywitz et al., 1976), bem como, modelos
obtidos a partir de manipulacdo genética, a exemplo dos ratos Naple
com alta/baixa excitabilidade (Sadile et al., 1996), camundongos
deletados geneticamente para o transportador de dopamina (Giros et al.,
1996) e 0s ratos espontaneamente hipertensos (SHR-spontaneously
hypertensive rat, sigla em inglés) (Sagvolden, 2000). De certa forma, cada
um desses modelos animais reserva em si uma ou outra caracteristica
gue mimetiza o TDAH, no entanto, a maioria ndo contempla todos os
critérios necessarios para um modelo animal desse transtorno
psiquiatrico. Contudo, os ratos da linhagem SHR, apresentam
caracteristicas comportamentais e neuroquimicas, que fazem deles um
modelo animal amplamente utilizado no estudo do TDAH (Davids et al.,
2003).

A linhagem de ratos SHR foi desenvolvida a partir da selecéo
genética de ratos Wistar-Kyoto com fenotipo de hipertenséo, onde foi
observado que estes ratos também apresentavam uma atividade
locomotora aumentada (Moser et al., 1988). Partindo de cruzamentos
consanguineos, foi criada a linhagem isogénica SHR (Okamoto e Aoki,
1963), que além da atividade locomotora aumentada, apresentava as
principais caracteristicas fenotipicas relacionadas ao TDAH. Quando
comparado com ratos Wistar-Kyoto ou com outras linhagens, os ratos
SHR apresentam déficits cognitivos em diferentes paradigmas de
aprendizagem e memoria (Nakamura-Palacios et al., 1996; Prediger et al.,
2005a; Prediger et al., 2005b Pires et al., 2009); hiperatividade, em algumas
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situagdes, impulsividade motora e avidez por novidade (Sagvolden e
Sergeant, 1998; Sagvolden, 2000; Russell, 2002, Sagvolden e Xu, 2008). No
entanto, é importante salientar que, em um estudo envolvendo seis
diferentes linhagens isogénicas, 0s ratos SHR mostraram-se hiperativos
somente quando comparados aos ratos Wistar-Kyoto, o que demonstra a
importancia do uso de uma linhagem controle adequada em estudos
envolvendo modelos genéticos (Ramos et al., 1997). Muitas das
caracteristicas comportamentais anteriormente mencionadas, ja estdo
nos animais jovens, antes do estabelecimento da hipertensdo arterial,
sugerindo que a hipertensdo e as caracteristicas comportamentais desses
animais sdo, ao menos parcialmente, fen6tipos independentes conforme
foi demonstrado por Ramos e colaboradores (1998a). Os ratos SHR
apresentam também caracteristicas neurobioldgicas consistentes com a
hipotese da hipofuncdo dopaminérgica do TDAH, como baixa libera¢do
de dopamina (Russel et al., 1995) aliada a uma atividade aumentada da
MAO e alteragdes no gene do transportador de dopamina (DATL1), que
poderiam afetar a recaptacdo e o metabolismo da dopamina o que
diminuiria a disponibilidade deste neurotransmissor no cérebro (Boix et
al., 1998). Outro aspecto importante € que esses animais apresentam
uma relativa diminuicdo na atividade locomotora e uma melhora nos
prejuizos cognitivos, quando submetidos ao tratamento com
metilfenidato, conferindo validade farmacolégica este modelo animal
(Adriani et al., 2004).

Além das caracteristicas comportamentais e neuroquimicas que o
validam como modelo animal do TDAH, os ratos SHR apresentam um
elevado comportamento de busca por novidade e sdo mais sensiveis aos
efeitos de diferentes classes de drogas de abuso, como: etanol (Khanna et
al., 1990; Da Silva et al., 2005), psicoestimulantes (Amini et al., 2004;
Pamplona et al., 2007; Vendrusculo et al., 2009a), canabinoides (Pandolfo et
al., 2007; 2009) e opioides (ver revisdo, Vendruscolo et al., 2009b). Em
relacdo ao consumo de etanol, a linhagem de ratos SHR, particularmente
as fémeas, consomem maiores quantidades de etanol e sacarina do que
outras linhagens de ratos (Da Silva et al., 2004; 2005; Vendruscolo et al.,
2005). Neste sentido, tem sido proposto que a linhagem de ratos SHR
constitui um modelo promissor para o estudo da relacdo entre 0 TDAH e
0 uso abusivo de drogas.



1.5 Enriquecimento ambiental

O enriquecimento ambiental consiste em um modelo
experimental no qual os animais sdo expostos a um ambiente que
fornece uma variedade de estimulos cognitivos, sensoriais € motores
(Renner e Rosenzweig, 1987; van Praag et al., 2000). O paradigma do
enriquecimento ambiental foi primeiramente descrito em um contexto
neurocientifico, no final da década de 40 por Donald Olding Hebb
(Hebb, 1947), quando o neurocientista relatou uma melhoria no
comportamento dos ratos que eram criados livremente em sua casa,
guando comparados com aqueles que eram mantidos em gaiolas no
laboratorio.

Desde entdo, muitos trabalhos foram publicados mostrando os
beneficios desse paradigma no comportamento dos animais. Embora a
natureza do protocolo utilizado varie bastante entre os trabalhos, o
ambiente enriquecido é normalmente constituido de gaiolas grandes,
contendo uma variedade de objetos: escadas, tuneis, esconderijos,
brinquedos e uma roda de correr. Esses objetos fornecem uma gama de
oportunidades de estimulos visuais, somatossensoriais, olfativas e
motoras, com maiores possibilidades de interacdo, manipulacéo,
exploracdo do ambiente, além dos beneficios da atividade fisica
voluntaria. Ha também protocolos experimentais, onde é inserido um
nimero maior de animais, potencializando as interagfes sociais. Além
disso, a localizagdo dos objetos e da ragdo é freqlientemente trocada de
lugar dentro da gaiola, o que favorece a aprendizagem espacial através
da criacdo de novos mapas espaciais (van Praag et al., 2000). Atualmente
alguns autores tém sugerido que o ambiente enriquecido representa um
ambiente de criagdo mais natural e saudavel para os animais (Wirbel,
2001).

Muitos estudos tém mostrado que a exposi¢do ao AE promove
beneficios fisioldgicos, morfol6gicos, bem como alteragdes na
plasticidade neuronal incluindo: aumento da arborizacdo dendritica,
gliogénese, neurogénese, e modificagcbes na expressdo de genes ligados
a plasticidade neuronal. Em decorréncia disso, a exposicéo ao ambiente
enriquecido melhora o aprendizado e a meméria (van Praag et al., 2000);
diminui o estresse (Larsson et al., 2002; Moncek et al., 2004; Fox et al.,
2006), a ansiedade (Fernandez Teruel et al., 2002; Benaroya-Milshtein et al.,
2004) e a depressdo (Brenes e Fonarguera, 2008); atenua danos ao cérebro
(Will et al., 2004) e diminui a insurgéncia de doengas neurodegenerativas
(Nithianantharajah e Hannan, 2006). Além disso, muitos estudos pré-
clinicos ttm mostrado que o enriquecimento ambiental diminui os
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efeitos reforcadores de drogas como anfetamina, nicotina e cocaina
(Bowling et al., 1993; Bardo et al., 2001; Green et al, 2002, 2003; Solinas et al.,
2008a). Estes resultados indicam que estimulos ambientais positivos,
como enriquecimento ambiental, promovam certa protecdo contra 0s
efeitos das drogas, reduzindo a vulnerabilidade ao abuso de drogas (ver
artigo de revisdo Stairs e Bardo, 2009).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Considerando as informac0es relatadas na introducdo, e tendo em
vista a escassez de trabalhos na literatura abordando este assunto, o
objetivo do presente estudo foi investigar as conseqliéncias da exposicao
a estimulos positivos (enriquecimento ambiental) durante o periodo
crucial do neurodesenvolvimento - do inicio da vida até a idade adulta —
sobre a sensibilidade a reforcos externos e as propriedades reforcadoras
do etanol em um modelo animal do TDAH.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar efeito do enriquecimento ambiental sobre o consumo de
substancias reforgadoras (sacarina e etanol) em ratos SHR machos e
fémeas.

- Avaliar a influéncia do enriquecimento ambiental sobre o
impacto & novidade e sobre caracteristicas comportamentais
relacionadas a ansiedade em ratas SHR.

- Avaliar efeitos do enriquecimento ambiental sobre a
sensibilidade aos efeitos ansiolitico / estimulante induzidos pela
administracdo aguda de etanol, em ratas SHR, avaliadas no teste do
campo aberto.

- Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre as
propriedades reforcadores do etanol em ratas SHR, avaliadas no teste da
preferéncia condicionada de lugar.

- Avaliar a influéncia do enriquecimento ambiental sobre o

desenvolvimento da tolerancia aguda ao prejuizo motor induzido pelo
etanol em ratas SHR.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
machos e fémeas criados e mantidos em nosso laboratério. A col6nia de
ratos SHR utilizada neste estudo foi originada de uma matriz
proveniente do Laboratério de Genética do Comportamento da UFSC
(Floriandpolis, SC, Brasil), gentilmente cedida ao biotério setorial do
Laboratdrio de Psicofarmacologia em 2001, pelo Professor Dr. André
Ramos. Deste entdo, os animais tém sido mantidos sob um sistema de
acasalamento irmdo/irmd conforme recomendado para todas as
linhagens isogénicas. Vinte e um dias apds o nascimento, 0s animais
foram desmamados, separados por sexo e mantidos em gaiolas de
moradia distintas (padrdo ou enriquecida), até a idade adulta
(aproximadamente 3 meses de idade). As gaiolas de moradia foram
mantidas em uma sala com temperatura controlada (23 + 2 °C) sob 12-h
de ciclo claro/escuro (fase clara 07:00-19:00). Os animais tinham livre
acesso a agua e racdo. Todos os experimentos foram realizados entre
09:00 e 18:00 horas para minimizar as variagbes comportamentais
circadianas dos animais. O manuseio dos animais ocorreu de acordo
com as normas de conduta com animais experimentais do Comité de
Etica para 0 Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEUA-UFSC). O peso corporal médio dos ratos SHR ao atingirem a
idade adulta e antes de iniciarem os testes, erade: 153 +8ge 192 +4 g
para as fémeas criadas em ambientes padrdo e enriquecido,
respectivamente; 199 + 3 g e 215 + 10 g para os machos criados em
ambientes padrdo e enriquecido, respectivamente.

3.2 Ambientes de Criacao

Ap6s o desmame, os animais foram aleatoriamente separados em
dois ambientes de criacdo distintos: ambiente padrdo (AP) ou ambiente
enriquecido (AE). O AP consistia em gaiolas comuns de polietileno (42
X 34 x 17 cm). O AE consistia de duas gaiolas de polietileno idénticas
(43 x 33 x 23 cm) interconectadas por um tubo de PVC, contendo uma
variedade de estimulos sensoriais, por exemplo: uma roda de correr, um
tinel contorcido, escadas, chocalhos e brinquedos como bolas de
diversas cores e texturas, conforme previamente estabelecido em nosso
laboratério (Pamplona et al., 2009). Estes objetos eram lavados e
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alternados entre os ambientes e as suas posi¢oes eram trocadas de lugar
mudando a configuracdo espacial do AE e a composi¢do dos objetos
duas vezes por semana. Os animais foram mantidos em grupos de 5-6
animais nos dois tipos de ambientes de criacdo (AP e AE) 24 horas por
dia até o inicio dos experimentos, exceto para 0s animais submetidos ao
teste da preferéncia condicionada de lugar, os quais retornavam aos seus
respectivos ambientes de criacdo depois de cada procedimento
experimental.

oo

Figura 1. Gaiola de ambiente enriquecido.
3.3 Drogas e reagentes

A solucdo de sacarina 0,75 mM (Vetec, Brasil) e a solugdo de
etanol 10%(v/v), utilizadas nos procedimentos de auto-administracdo
oral foram preparadas pela diluicdo de sacarina 99,9 % (Vetec Quimica
Fina Ltda, Brasil) e etanol 99,5% (Merck, Alemanha) em agua potavel.
As solucbes de etanol administradas pela via intraperitoneal (0,5-2,0
g/kg) foram diluidas em solucdo de cloreto de sédio 0,9%, a
concentragcdo maxima de etanol 15% nas solucdes injetaveis era de 15%
(v/v). O volume injetado (ml) foi calculado pela seguinte formula: peso
corporal (Kg) multiplicado pela dose de etanol (g/kg) dividido pela
concentracao de etanol da solucdo. Na dosagem de etanol no sangue dos
animais foram utilizados os seguintes reagentes: TRIS (hidroximetil)
amino metano (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil), ADH (Alcohol
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Dehydrogenase, 15000UI) e B-NAD (B-nicotinamide adenine
dinucleotide) obtidos da industria Sigma Chemical Co. (EUA).

3.4  Testes Comportamentais
3.4.1 Campo aberto

O teste do campo aberto (CA) foi originalmente desenvolvido
como um teste de para avaliacdo da emocionalidade (Hall, 1934) e desde
entdo este teste tem sido amplamente utilizado para avaliar o efeito de
drogas e de manipulagbes genéticas e ambientais sobre a
emocionalidade dos animais (Archer, 1973; Ramos e Morméde, 1998).
Além disso, tem sido sugerido que a atividade locomotora e exploratéria
em uma ambiente novo e inescapavel pode refletir um componente
reforcador da novidade (Bardo et al., 1996) em roedores. O CA consiste
em uma arena contendo uma area central aversiva que gera medo e
conflito nos animais. O aparato é feito de madeira coberto com férmica
branca e impermeével (100 x 100 cm), com assoalho dividido por linhas
pretas formando 25 quadrados (20 x 20 cm) e cercada por paredes
brancas de madeira (40 cm de altura) (Figura 2). A intensidade de luz no
centro do CA mudou de acordo com o protocolo experimental utilizado.
No momento do teste, cada animal foi gentilmente colocado no centro
do CA, e o seu comportamento foi registrado por uma camera de video,
acoplado a um aparelho de DVD instalado em uma sala adjacente a sala
de experimentos. As seguintes medidas foram registradas durante 5
minutos: ndmero de cruzamentos periféricos e centrais, nimero de
levantamentos e tempo gasto no centro da arena. Apoés o final de sessdo
experimental o CA foi limpo com &lcool papel toalha embebido com
solucdo de etanol a 10 %.

Figura 2. Campo aberto
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3.4.2 Caixa de movimentacao espontanea

A caixa de movimentacdo espontanea (CME) consiste em uma
caixa retangular (40 x 12 x 20 cm) com assoalho de grades metalicas,
teto de acrilico transparente e paredes de madeira equipadas com trés
pares de sensores de luz infravermelha equidistantes entre si e
posicionadas 2 cm acima do assoalho da caixa (Figura 3). Trés pares de
sensores fotoelétricos registram o numero de interrupcdes do feixe
luminoso, quando o animal se movimenta no interior da caixa,
fornecendo o parametro ambulagdo. Os sensores fotoelétricos eram
conectados a um contador automatico que registrava a locomoc¢édo dos
animais. Cada interrupcgdo do feixe de luz correspondia a uma unidade
de locomogdo. O teste foi conduzido em uma sala com baixa iluminacéo
(aproximadamente 10 lux). Os parametros analisados neste teste foram:
a locomocdo, durante os primeiros 20 minutos, que representa a
reatividade do animal em um ambiente novo, e a locomogéo total
(somatério dos 60 min), que melhor representa uma medida da
locomocdo geral (Vendruscolo et al., 2005).

Figura 3. Caixa de movimentagéb espbnténeé
3.4.3 Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE), que é baseado no
conflito de roedores entre a movimentagdo para explorar um ambiente
novo e 0 medo de areas elevadas abertas, foi utilizado para mensurar
comportamentos relacionados a ansiedade em ratos (Montgomery, 1955;
Pellow et al., 1985) O aparato do LCE é feito de madeira revestido com
foérmica preta e impermeavel, possui quatro bracos elevados (52 cm de
altura) com 50 cm de comprimento e 10 com de largura. Os bragos estéo
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dispostos perpendicularmente, formando uma cruz, com dois bragos
opostos fechados por paredes de 40 cm de altura e dois bracos abertos
com uma borda de 1 cm de altura em cada brago. A intersecgdo dos
quatro bragos forma uma plataforma central (10 x 10 cm) que da acesso
a qualquer um dos bragos (Figura 4). Os testes foram conduzidos sob
iluminagdo moderada (50 lux na plataforma central), sendo o
comportamento registrado por uma por uma camera de video, acoplada
a um aparelho de DVD instalado na sala adjacente a sala de
experimentos. Cada animal foi colocado nessa plataforma, com a face
voltada para um dos bragos abertos, enquanto o0s seguintes
comportamentos eram observados durante 5 min: NUmero de entradas
nos bragos abertos e nos bracos fechados e tempo de permanéncia nos
bracos abertos e nos bragos fechados (foi registrada a entrada em cada
brago toda vez que o animal colocava as quatro patas dentro do brago).
Estes dados foram utilizados para calcular o percentual de entradas nos
bracos abertos [% de entradas nos bragos abertos= entradas nos bragos
abertos / (bracos abertos + bragos fechados) x 100] e o percentual de
tempo gasto nos bracos abertos [% de tempo gasto nos bracos abertos =
tempo nos bragos abertos / (tempo nos bragos abertos + tempo nos
bragos fechados) x 100], ambos utilizados como indices de ansiedade. O
nimero de entradas nos bracos fechados foi utilizado como medida da
atividade locomotora (Rodgers e Dalvi, 1997).

Figura 4. Labirinto em cruz elevado.
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3.4.4 Procedimento de auto-administracéo oral

O procedimento de auto-administragdo oral foi realizado em
gaiolas individuais de polietileno, cobertas por uma grade de arame
contendo o comedouro de racdo e suporte para duas garrafas. Durante o
procedimento de consumo de substancias reforcadoras as garrafas eram
preenchidas com liquidos (agua e solucdo de sacarina e etanol). Sendo
pesadas diariamente e completadas com agua e/ou solugcbes testes
frescas a cada dois dias. Além disso, a posicdo das garrafas era trocada
diariamente para evitar preferéncia de lugar. As gaiolas ficavam
dispostas em uma estante no biotério setorial, seguindo o mesmo
esquema de iluminacdo. A pesagem dos animais foi realizada no inicio
dos testes e ao final de cada etapa do protocolo (fase de adaptagéo,
consumo voluntario de sacarina e consumo de etanol em regime forgado
e voluntério).

3.4.5 Preferéncia Condicionada de Lugar

A preferéncia condicionada de lugar (PCL) ¢ um modelo animal
amplamente utilizado para avaliar os efeitos reforcadores de drogas com
potencial de abuso em humanos (Bardo e Bevins, 2000; Cunnigham et al.,
2000; Tzschentke, 2007). Este teste avalia a capacidade do animal em
associar o efeito reforgador da droga com dicas do ambiente. Os
experimentos da PCL foram realizados em uma caixa retangular de
madeira coberta com férmica (Figura 5). A caixa de PCL era formada
por trés diferentes compartimentos separados por portas de guilhotina. O
compartimento central “neutro” (15 x 25 x 40 cm) era de madeira cinza
e tinha aberturas (10 x 10 cm) que davam acesso aos outros dois outros
compartimentos. Os dois compartimentos de condicionamento (30 x 25
x 40 cm) tinham diferentes pistas visuais e tateis: um compartimento era
preto com piso de madeira lisa e 0 outro era branco com listras verticais
pretas e piso de aluminio. Os experimentos de PCL foram conduzidos
em uma sala de baixa iluminacdo (10 lux) e o comportamento de cada
animal era registrado através de uma camera de video posicionada acima
da caixa e monitorada em uma sala adjacente por um circuito fechado de
TV por um experimentador que ndo tinha conhecimento do tratamento
do dos grupos experimentais durante a avaliagdo comportamental. Ao
final de cada sessdo, os animais retornavam para Seus respectivos
ambientes e os aparatos eram limpos com papel toalha embebidos com
solucdo de etanol a 10%.
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Figura 5. Caixa de preferéncia condicionada de lugar.

3.4.6 Plano inclinado

O prejuizo motor induzido pelo etanol foi avaliado através do
teste do plano inclinado, utilizando um protocolo modificado de acordo
com Quintanilla e Tampier (2000). O aparato consiste em uma
plataforma retangular mdvel recoberta por uma grade metalica que €
inclinada manualmente de 0 a 90° num intervalo aproximado de 5
segundos. No momento do teste, 0 animal era colocado sobre a grade
tendo o focinho voltado para a parte de cima. Uma parede de acrilico
transparente evita a saida do animal da plataforma, permitindo ao
observador verificar o angulo de queda do animal (Figura 6). Em
seguida, o angulo era transformado em um percentual de prejuizo motor
de acordo com a seguinte equag&o:

Prejuizo motor (%) = (Basal —a) x 100

(Basal — o)
Onde:
a = angulo de queda do animal no momento do teste.
o = angulo de queda de um animal anestesiado (aproximadamente 40°).
Basal = angulo de queda antes de qualquer tratamento (normalmente
90°).
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Figura 6. Teste do pl

metélica inclinada manualmente de 0 a 90° em relacdo ao plano
horizontal em aproximadamente 5 s. Esta figura mostra o desempenho
de um animal antes de qualquer tratamento, onde ele permanece
agarrado ao assoalho do aparelho grade metalica mesmo na inclinagéo
maxima de 90° correspondente a uma auséncia de prejuizo motor
(prejuizo motor (%) = 0).

3.5 Dosagem de alcool

O método utilizado na dosagem consiste na conversao de alcool a
acetaldeido pela enzima alcool desidrogenase, na presenca da forma
oxidada do cofator que é reduzida na reagdo enzimatica. Concentracoes
crescentes de etanol estdo diretamente relacionadas com densidades
Opticas maiores devido ao aumento da forma reduzida do cofator. A
metodologia utilizada para dosagem de etanol foi modificada e adaptada
de outros estudos (Kristoffersen et al., 2005; Kristoffersen e Smith-Kielland,
2005). Imediatamente apés a coleta, amostras de 50 ul de sangue foram
colocadas em tubos plésticos contendo 1 ml de uma solucéo de &cido
perclérico a 3% para precipitacdo de proteinas. Em seguida, os tubos
foram vedados com parafilme e guardados no refrigerador (temperatura
de 4° C) até o momento da dosagem. No dia da dosagem alcodlica, as
amostras foram centrifugadas a 5000 RPM durante 5 minutos em uma
centrifuga com rotor de “eppendorf”. Ap6s a centrifugacdo das
amostras, uma aliquota do sobrenadante foi diluida em uma solucéo
contendo 1 mg de enzima &lcool dehidrogenase (15000 Ul, Sigma,
EUA) e 100 mg de B-nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (B-
NAD+, Sigma, EUA) preparada em 100 ml de tamp&o TRIS 0,5 M pH=
8,8. Para estimativa das concentragdes de etanol presentes nas amostras,
foi realizada uma curva padrdo com 8 concentragdes da “solugdo-

padrdo” contendo concentragdes conhecidas de etanol (39,5 - 553 mg/dl)

9

diluidas em agua destilada. Apds o preparo das “solu¢des-padrdo”, um
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volume de 50 pl (similar ao das mostras) de &gua destilada (branco) ou
de cada solucdo padrdo foi colocado em tubos plasticos com &cido
perclorico. Para a dosagem, 40 ul de cada solu¢do (branco, solugdes
padrdes, ou sobrenadante de cada amostra centrifugada) foram
colocados em tubos contendo 1 ml da solugcdo que continha enzima
(ADH) e cofator (B-NAD+) e agitados em seguida. Depois de 15
minutos, foi realizada a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de
340 nm (UV) comecando pelos brancos em duplicada onde foi “zerada”
a leitura para descartar absorbancias inespecificas. Em seguida, foi
medida a densidade dptica de cada solucdo, comecando pelos padrdes
(em duplicata) seguidos das amostras a serem dosadas. O
espectrofotdbmetro era acoplado a um computador que inicialmente
convertia os valores das densidades 6pticas as amostras-padrdo, em uma
“curva-padrao” obtida cujos dados apresentavam uma inclinagdo de 45°
tipica de uma regresséo linear, sendo que curvas com valores de r? <
0,98 eram desconsideradas. Os valores das densidades 6pticas das
amostras a serem testadas eram comparados pelo software com o0s
valores obtidos na “curva-padrdo, fornecendo o valor da concentragdo
de alcool em mg/dl presente na amostra analisada.

3.6 Delineamento experimental

3.6.1. Consumo de substancias reforgadoras em ratos SHR machos e
fémeas criados em AP e AE.

Neste experimento foram utilizados ratos SHR machos e fémeas,
mantidos em AP ou AE, desde o desmame até a idade adulta, quando
iniciaram os experimentos, onde cada grupo era formado por 10
animais. Ap0s atingirem a idade adulta, os animais foram colocados em
gaiolas individuais e submetidos a um procedimento experimental de
auto-administragdo oral de substancias refor¢adoras adaptado do estudo
realizado por Da Silva e colaboradores (2005). O protocolo de auto-
administracdo oral consistia em um periodo de adaptacdo as gaiolas
plasticas, onde os animais tinham livre acesso a duas garrafas idénticas
contendo somente &gua (5 dias), seguido de 2 dias de livre escolha entre
sacarina (0,75 mM) e agua. Ap6s um intervalo de 2 dias, 0os animais
eram submetidos ao consumo forcado de etanol 10% v/v (2 dias). Em
seguida, eles eram submetidos ao consumo voluntario de etanol, durante
14 dias. O consumo de liquidos ingeridos, era medido diariamente das
12:00 as 14:00 horas, durante os 25 dias de protocolo.
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Livre escolha entre sacarina e 4gua

Apb6s o0 periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos
durante dois dias ao paradigma da livre escolha entre duas garrafas,
utilizando agua e solucdo de sacarina (0,75 mM). Os dados foram
expressos como quantidade de liquidos (solucdo de sacarina ou agua)
em mililitros, ingerida diariamente por quilograma de peso corporal
(ml/kg/dia) e a preferéncia & sacarina foi calculada de acordo com a
seguinte férmula: consumo de sacarina/(consumo total de fluidos) x
100.

Consumo forcado de etanol

Antes de iniciar o consumo forcado de etanol, os animais tiveram
acesso somente a 4gua durante dois dias. Durante o consumo for¢ado, os
ratos tinham livre acesso a duas garrafas, ambas contendo solucdo de
etanol 10% (v/v). Os dados foram expressos como quantidade de etanol
consumida (média dos 2 dias consecutivos), expressa em gramas de
etanol por quilograma de peso corporal consumidas por dia (g/kg/dia).

Consumo voluntario de etanol

Ap6s o consumo forcado de etanol, os animais tiveram acesso a
livre escolha entre agua e etanol 10% (v/v) durante 14 dias. Os dados do
consumo voluntério de etanol foram expressos em gramas de etanol por
guilograma de peso corporal consumidas por dia (g/kg/dia). A
preferéncia ao etanol foi calculada pela seguinte férmula: quantidade de
etanol consumida / (consumo de etanol + &gua) x 100.

Ao longo do procedimento de auto-administracdo oral, também
foram avaliadas a ingestdo de racdo comercial dos animais criados em
AP e AE. O objetivo deste experimento era verificar possiveis
diferencas no consumo de racdo, que poderiam estar implicadas com as
diferencas encontradas em relacdo ao perfil de consumo de sacarina e
etanol. Durante este protocolo todos os animais tiveram livre acesso a
racdo comercial, e seu consumo era medido a cada dois dias, 0s dados
foram expressos como quantidade de ragdo ingerida diariamente por 100
gramas de peso corporal.
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3.6.2 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre o desempenho
comportamental das ratas SHR avaliadas no CA e na CME.

No presente experimento foram utilizados os testes do CA e da
CME, para avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre a
emocionalidade / ansiedade e sobre a atividade locomotora e
exploratdria induzida por um ambiente novo, em ratas SHR. Os testes
foram conduzidos utilizando grupos independentes de animais, sob
baixas condicdes de iluminagdo (10 lux).

3.6.3 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre os comportamentos
relacionados a ansiedade em ratas SHR avaliadas no LCE.

Neste experimento foram avaliados o0s comportamentos
relacionados com a ansiedade, das ratas SHR criadas em AP e AE,
através do teste do LCE. Foram utilizados 10 animais de cada grupo.

3.6.4 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a atividade
locomotora e ansiedade induzidas pela administracéo aguda de etanol
ou salina, em ratas SHR avaliadas no CA

Neste experimento foram avaliados os efeitos do enriquecimento
ambiental sobre os comportamentos locomotor e relacionados a
ansiedade induzidos pela administragdo aguda de etanol no CA.
Inicialmente os animais criados em AP e AE foram separados em quatro
grupos experimentais 0s quais receberam uma injecao intraperitoneal de
salina ou etanol nas doses de 0,5 g/kg, 1,2g/kg ou 2,0 g/kg. Cinco
minutos apds a administracdo os animais foram gentilmente colocados
no centro do CA e tiveram seus comportamentos registrados por 5
minutos. Este teste foi realizado em um local sob luminosidade intensa
(cerca de 250 lux).

3.6.,5 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre as
propriedades reforcadoras do etanol, avaliadas no teste da PCL em
ratas SHR.

O paradigma da PCL foi realizado para avaliar os efeitos do
enriquecimento ambiental sobre as propriedades reforgcadoras do etanol,
usando um protocolo ndo-enviesado previamente estabelecido em nosso
laboratério (Pandolfo et al., 2009). O procedimento experimental de PCL
consistiu em um esquema de 11 dias divididos em trés diferentes fases:
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pré-condicionamento (2 dias), condicionamento (8 dias) e pOs-
condicionamento (1 dia). Na fase de pré-condicionamento (primeiros
dois dias), cada animal foi colocado no compartimento central e foi
permitido que ele explorasse liviemente os trés compartimentos durante
15 minutos em cada dia. Sendo o tempo gasto pelo animal (com as
quatro patas) em cada um dos dois compartimentos foi registrado no
segundo dia. Animais que apresentassem uma marcante aversao (menos
de 15% do tempo gasto na sessdo) ou preferéncia (mais de 85%)
incondicionada por qualquer um dos compartimentos eram excluidos do
restante dos experimentos. O condicionamento consistiu em 8 sessdes
diarias, cada uma com 25 minutos de duracdo. Nas sessGes de
condicionamento, imediatamente ap6s a administragdo via i.p. de etanol
(0,5 ou 1,2 g/kg) cada rato era confinado em um dos compartimentos, e
no dia seguinte, recebia uma injecdo i.p. de veiculo (salina) e era
confinado no compartimento oposto. Os grupos controle recebiam
somente injecdes de veiculo nas 8 sessdes de condicionamento,
independente do compartimento onde eram confinados. A sessdo de
pos-condicionamento foi realizada no décimo primeiro dia, de maneira
semelhante & sessdo de pré-condicionamento. O tempo gasto em cada
um dos compartimentos foi registrado e comparado com o tempo gasto
nos mesmos compartimentos durante a sessdo de pré-condicionamento.
O indice de preferéncia que fornece uma medida dos efeitos
reforcadores do etanol, foi calculado pela subtragdo do tempo (em
segundos) gasto nas sessdes de poOs e pré-condicionamento nos
compartimentos pareados com etanol. Nos grupos controle, 0s
compartimentos foram escolhidos de maneira arbitraria para o calculo
do indice de preferéncia, visto que 0s animais ndo apresentaram
preferéncia natural por nenhum dos compartimentos.

3.6.6. Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia aguda
ao etanol avaliada no teste do plano inclinado, em ratas SHR.

O presente experimento teve como objetivo investigar os efeitos
do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia aguda ao efeito de
incoordenagdo motora promovida pelo etanol em ratas SHR.
Inicialmente foi realizado um experimento piloto a fim de selecionar a
dose de etanol capaz de causar um prejuizo motor nas ratas SHR, visto
gue ndo existem dados na literatura com emprego deste teste na
linhagem de ratos SHR. O estudo piloto foi realizado com as doses de
2,0; 2,5 e 2,7 g/kg de etanol, sendo a dose de 2,7 g/kg escolhida como a
mais adequada para avaliar o fendmeno da tolerdncia no modelo do
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plano inclinado (dados ndo mostrados). O protocolo do plano inclinado
modificado de um estudo de Wazlawik e Morato (2003) e consiste em
dois dias de teste. No primeiro dia, 0s animais foram submetidos a
habituacdo ao aparelho. No dia seguinte, os animais criados em AP e
AE, foram divididos em dois grupos, 0s quais receberam uma injecao
via i.p. de salina ou 2,7 g/kg de etanol, e o desempenho motor dos
animais foi medido antes e ap6s (15, 30, 45 e 60 min) o tratamento.
Paralelo a isso, foram coletadas amostras de sangue coletadas (15, 30 e
60 minutos) a partir da cauda dos animais com o auxilio de uma lamina
de bisturi e tubos capilares heparinizados de 50 pl. Os valores obtidos
no plano inclinado foram convertidos para prejuizo motor percentual
(item 3.4.6) e as amostras de sangue foram armazenadas para posterior
dosagem de alcool segundo método descrito no item 3.5.

3.7. Analise estatistica

Todos os resultados obtidos nos procedimentos experimentais
foram analisados utilizando o programa Statistica® (versdao 7.0).
Conforme o tipo de experimento e grupos experimentais foi utilizado o
teste t de Student para grupos independentes (AP vs AE), ANOVA de
duas vias (ambiente e dose de etanol) e ANOVA de trés vias (ambiente,
dose de etanol e dia/sessdo), com dia/sessdo como medida repetida. A
comparacao mdltipla post hoc foi realizada através do teste de Newman-
Keuls, quando apropriado. Todos os dados estdo apresentados como
média = E.P.M. O nivel de significancia aceito para os testes foi de 5%
(p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1. Consumo de substancias reforcadoras em ratos SHR machos e
fémeas criados em AP e AE.

A figura 7 mostra os dados obtidos na comparacdo do consumo
médio de sacarina (ml/kg/dia) entre ratos SHR machos e fémeas, criados
em dois ambientes distintos, durante os dois dias de livre-escolha entre
solucdo de sacarina (0,75 mM) e a4gua. A ANOVA de duas vias
(género, ambiente), para o consumo médio de liquidos apontou um
efeito significante do género [F(1,36)=15,72; p<0,0001] e do ambiente
[F(1,36)=10,40; p<0,003] em relacdo ao consumo de sacarina. N&o foi
observada interacdo significante entre os fatores ambiente e género.
Bem como, ndo foi observada diferenca significante entre os animais
dos quatro grupos experimentais, quanto ao consumo de agua, antes do
inicio do teste (periodo basal), nem durante o periodo de dois dias
consecutivos de livre-escolha entre sacarina e agua. Comparacoes
através do teste de Newman-Keuls mostraram que as ratas SHR criadas
em AP, bebem mais solucdo de sacarina do que as fémeas criadas em
AE (p<0,001) e também bebem mais do que os machos criados em AP e
AE (p<0,001 e p<0,0002, respectivamente). Para a preferéncia a
sacarina, ANOVA de duas vias (género, ambiente), ndo revelou efeito
significante em nenhum dos fatores. A média + E.P.M. para o percentual
de preferéncia a sacarina foi 92,29 + 3,53 e 91,44 +4,27 % para 0sS
machos criados em AP e AE, respectivamente; 93,63 = 2,99 e 91,77 +
4,65 % para as fémeas criadas em AP e AE, respectivamente.
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Figura 7. Consumo de liquidos antes e durante a livre-escolha entre
sacarina (0,75 mM) e agua, em ratos SHR machos e fémeas criados em
AP e AE. Os dados sdo expressos em quantidade média de liquidos em
mililitros, por quilograma de peso corporal, ingeridas diariamente. As
barras e linhas verticais representam a média + E.P.M. dos animais
agrupados de acordo com o género e 0 ambiente (n=10/grupo). # Indica
diferenca significante entre os ratos SHR machos e as fémeas criadas em
AP e * indica diferenga significante das ratas SHR criadas em AE em
relacdo aquelas criadas e AP (p<0,05; ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Newman—Keuls).

A figura 8 ilustra os resultados da comparacéo do consumo médio
de etanol entre ratos SHR machos e fémeas, criados em dois ambientes
distintos durante os dois dias de consumo forcado de etanol. A ANOVA
de duas via (ambiente e género), para esta medida detectou diferenca
significante género [F(1,36)=38,44; p<0,0001] e ambiente [F(1,36) =
62,68; p<0,0001]. No entanto, ndo foi detectada interacdo destes fatores.
A analise post hoc, indicou um efeito significante do ambiente, do qual,
podemos inferir que o enriquecimento ambiental reduziu o consumo
forcado de etanol nos ratos SHR machos (p<0,0002) e fémeas
(p<0,0001), quando comparados com 0 seu respectivo controle no teste
Newman-Keuls. A anélise também mostrou que as ratas SHR fémeas
criadas em AP, bebem mais etanol em regime forcado do que as fémeas
criadas em AE (p<0,0001) e dos machos criados tanto em AP
(p<0,0001) quanto em AE (p<0,0001).
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Figura 8. Consumo médio de etanol durante os dois dias consecutivos
de consumo em regime forcado, dos ratos SHR machos e fémeas criados
em AP e AE. Os dados sdo expressos em quantidade de etanol em
gramas, consumidas diariamente por quilograma de peso corporal. As
barras e linhas verticais representam a média + E.P.M. dos animais
agrupados de acordo com o género e 0 ambiente (n=10/grupo). # indica
diferenca significante entre os ratos SHR machos e fémeas criadas em
AP e * indica diferenca significante entre AP e AE nos animais do
mesmo género (p<0,05; ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Newman-Keuls.

A figura 9 mostra a comparacgdo do consumo e da preferéncia ao
etanol, entre ratos da linhagem SHR machos e fémeas, criados em AP
ou AE, durante os 14 dias de livre-escolha entre etanol 10% (v/v) e
agua. Para o consumo de etanol, (Fig. 9 A) a ANOVA de trés vias
(ambiente, género, dias), revelou diferencas significantes entre estes
fatores, ambiente [F(1,36) = 299,17; p<0,00001], género [F(1,36) =
287,91; p<0,00001] e dia [F(13,468) = 4,34; p<0,00001]. Além disso,
foi observada uma interacdo significante entre ambiente e género
F(1,36) = 189,44; p<0,0001] e género e dias [F(13,468) = 5,15;
p<0,00001], sugerindo que as fémeas bebem substancialmente mais
etanol do que os machos. Neste caso, foi aplicada ANOVA de duas vias
com (ambiente e dias) seguida do teste de Newman-Keuls,
separadamente para cada sexo. De uma maneira geral, a anélise post
hoc mostrou que a exposi¢do ao ambiente enriquecido, diminuiu o
consumo de etanol tanto nos machos quanto nas fémeas. De maneira
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interessante, foi observado que somente as ratas SHR criadas em AP,
apresentaram um aumento pronunciado no consumo de etanol a partir
do 9° dia (p<0,003) em relagdo os primeiros dias de experimento.
Diferentemente dos outros trés grupos, onde, tanto as ratas fémeas
criadas em AE quanto os machos (dos dois ambientes) mostram um
consumo relativamente estavel ao longo do experimento. A figura 9 B,
mostra a comparacdo entre machos e fémeas dos dois ambientes em
relacdo a preferéncia ao etanol. Na ANOVA de trés vias (ambiente,
género, dias) para esta medida, também foram observadas diferencas
significantes entre ambiente [F(1,36)=284,41; p<0,00001], género
[F(1,36)=295,70; p<0,00001] e uma interacdo entre estes fatores
[F(1,36)=105,32; p<0,0001], com as ratas SHR fémeas apresentando um
percentual de preferéncia ao etanol maior do que os machos, e com o
enriquecimento ambiental diminuindo a preferéncia em ambos 0s sexos.
A subsequente andlise aplicada individualmente para os sexos (ANOVA
de duas vias seguida do teste de Newman-Keuls) mostrou em relacéo
aos machos, diferencas significantes do ambiente [F(1,18)=22,01;
p<0,0002], e dias F(13,234)=2,51; p<0,03]. Todavia ndo foi encontrado
efeito significante para a interacdo entre estes fatores. Estes resultados
indicam que os ratos SHR machos criados em AE exibem menor
percentual de preferéncia ao etanol, do que aqueles criados em AP,
principalmente ap6s o 11° dia (p<0,05).

Para as ratas SHR fémeas, a ANOVA de duas vias revelou um
efeito significante do ambiente F(1,18)=415,2; p<0,00001] e do dia
[F(13,234)=8,80; p<0,0001]. Além disso, foi detectada uma interacdo
entre os fatores ambiente e dias [F(13,234)=9,10; p<0,0001], sugerindo
gue as ratas SHR fémeas criadas em AP mostram um aumento gradativo
do percentual de preferéncia ao etanol ao longo dos dias
(particularmente ap6s o 5° dia), e somente as ratas SHR fémeas criadas
em AP exibiram um perfil de preferéncia ao etanol (preferéncia maior
gue 50% em relacdo a agua). E de maneira surpreendente, as ratas
criadas em AE mostraram um percentual de preferéncia inferior ao das
ratas criadas em AP, o qual se manteve relativamente estavel ao longo
de todo o experimento.
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Figura 9. Comparagdo entre o consumo (A) e a preferéncia (B) ao
etanol entre ratos SHR, machos e fémeas criados em AP e AE, durante
0s 14 dias de livre-escolha etanol 10%(v/v) vs agua. As curvas e linhas
verticais representam a média = E.P.M. dos animais agrupados de
acordo com género, ambiente e dia (n=10/grupo). # Indica diferenca
significante dos ratos SHR machos em relacdo as fémeas e * indica
diferenca significante entre AP ou AE nos animais do mesmo género
(p<0,05; ANOVA de trés vias, seguida do teste de Newman—Keuls).
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A figura 10 sumariza o consumo médio de racdo, expresso em
gramas de racdo ingerida diariamente por 100 kg de peso corporal, das
ratas SHR criadas em AP e AE durante os 25 dias de procedimento de
consumo de substancias reforcadoras. A ANOVA de trés vias (género,
ambiente, dias), para 0 consumo médio de racdo dos ratos SHR, revelou
uma diferenca significante do ambiente [F(1, 36)=21,79; p<0,00001] e
dos dias F(11,396)=10,85 p<0,00001], e uma interacdo entre estes
fatores [F(11,396)=8,49; p<0,0001]. Nao foi observado efeito
significativo para o fator género e nem uma interacao significante entre
os fatores ambiente e género. De maneira geral, a analise post hoc
indicou uma diferenca na ingestdo de racdo entre os animais criados AP
e AE (machos e fémeas) somente nos cinco primeiros dias do protocolo
de consumo de substéncias reforgadoras, ou seja, somente no periodo de
adaptacdo as duas garrafas (p<0,05).
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Figura 10. Consumo médio de racdo dos ratos SHR machos e fémeas
criados em AP e AE, durante procedimento de auto-administracéo oral.
Os dados sdo apresentados como quantidade de racdo ingerida em
gramas por 100 g de peso corporal por dia, medidas a cada dois dias ao
longo dos 25 dias do protocolo de consumo de substancias reforcadoras.
As curvas e linhas verticais representam a média £ E.P.M. dos animais
agrupados de acordo com o ambiente e os dias (n=10/grupo). # Indica
diferenca significante dos primeiros dias de adaptagdo em comparagéo
aos dias subseqientes (p<0,05; ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de Newman—Keuls). * Diferenca significante entre os grupos AP e AE,
e no teste de Newman—Keuls (p<0,05).
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4.2. Influéncia do enriquecimento ambiental sobre as respostas
comportamentais das ratas SHR avaliadas no CA e na CME

A figura 11 mostra o desempenho comportamental das ratas SHR
criadas em AP e AE, avaliadas no CA e na CME. Em relacdo as
medidas avaliadas no teste do CA, a anélise estatistica através do teste t
de Student revelou uma diferenca significante entre os dois ambientes de
criacdo em relagdo ao no tempo gasto na area central [t=2,91; p<0,001]
(Fig. 11A) e ao percentual de cruzamentos centrais em relagdo aos
cruzamentos periféricos [t=3,82; p<0,002] (Fig. 11 B), indicando que 0s
animais criados em AE permanecem mais tempo e exploram mais a area
central e aversiva do CA, do que os animais criados em AP. No que diz
respeito a atividade locomotora e exploratéria no CA, a analise dos
resultados através do teste t de Student também revelou uma diferenca
significante entre os dois grupos (AP x AE) em relacdo ao nimero de
cruzamentos totais [t=5,39; p<0, 0001] (Fig. 11 C) e nUmero de
levantamentos [t=4,69; p<0,001] (Fig. 11 D) no CA. Estes resultados
indicam que os animais mantidos em AE sdo menos ativos e exploram
menos o ambiente novo.

Com relacéo a atividade locomotora das ratas SHR criadas em AP
e AE avaliadas na CME, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
para a atividade locomotora medida a cada 10 minutos (por 60 min)
(Fig. 11 E), indicou um significante efeito do ambiente [F(1,18)=21,31;
p<0,001], do tempo (fator de repeti¢do) [F(5,90)=71,49; p<0,0001] e
uma interacdo entre os fatores ambiente e tempo [F(5,90)=4,70;
p<0,001]. O teste post hoc de Newman-Keuls indicou que as ratas
criadas em AE sdo menos ativas em relacdo as ratas criadas em AP
guando colocados em um ambiente novo, somente nos primeiros 20
minutos. A partir dos 30 minutos até o final da sessdo, esta diferenca é
suprimida provavelmente devido & habituacdo. Em relagdo & atividade
locomotora total na CME, representada pelo somatdrio da ambulacio
durante os 60 min (Fig. 11 F), a andlise através do teste t de Student
revelou uma diferenca significante entre os dois ambientes de criacdo
[t=4,62; p<0,001], com os animais criados no AE apresentando uma
menor locomocao geral do que os animais criados em AP.
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Figura 11. Desempenho comportamental das ratas SHR criadas em AP
e AE avaliadas no CA (5 min) e na CME (60 min), medidos através de
grupos experimentais independentes. Durante o teste do CA foram
avaliados o tempo gasto na area central (A), o percentual de
cruzamentos centrais (B), o nimero total de cruzamentos (C) e o nimero
de levantamentos (D), na CME foi medido atividade locomotora a cada
10 min (E) e atividade locomotora total (somatdrio dos 60 min) (F). As
curvas, barras e linhas verticais representam a média + E.P.M. dos
animais agrupados de acordo com o ambiente (n=10/grupo). * Indica
diferenca significante entre os ambientes AP e AE (p<0,05 no teste t de
Student ou ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman—Keuls).
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4.3. Influéncia do enriquecimento ambiental sobre comportamentos
relacionados a ansiedade, das ratas SHR avaliadas no LCE.

Os parametros relacionados com a ansiedade das ratas SHR
criadas em AP e AE, medidos no LCE, estéo ilustrados na figura 12. O
teste t de Student revelou uma diferenga significante entre os dois
ambientes de criagcdo nos trés parametros avaliados: nimero de entradas
nos bracos fechados [t= -4,92; p<0,0001] (Fig. 12 A), utilizado como
medida de locomog¢do; percentual de entradas nos bracos abertos em
relacdo ao total de entradas [t= -5,02; p<0,0001] (Fig.12 B) e percentual
de tempo gasto nos bragos abertos [t= -5,67; p<0,0001] (Fig. 12 C),
ambos utilizados como medidas de ansiedade. Estes resultados nos
permitem inferir que o enriquecimento ambiental reduziu o0s
comportamentos relacionados a ansiedade das ratas SHR neste modelo.
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Figura 12. Representa 0 nimero de entradas nos bracos fechados (A) e
percentual de entradas nos bracos abertos (B) e percentual de tempo
gasto (C) nos bracos abertos do LCE durante 5 min, das ratas SHR
criadas em AP e AE. As barras e linhas verticais representam a média +
E.P.M. dos animais agrupados de acordo com o ambiente (n=10/grupo).
* Indica diferenca significante entre os animais criados em ambientes
AP e AE (p<0,05 no teste t de Student).

4.4. Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a atividade
locomotora e ansiedade induzidas pela administracdo aguda de etanal,
em ratas SHR avaliadas no CA.

O efeito da administracdo aguda do etanol nas ratas SHR criadas
em diferentes ambientes e avaliadas no teste do CA esta ilustrado na
figura 13. ANOVA de duas vias para o tempo gasto na area central (Fig.
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13 A), revelou efeito significante para os fatores, ambiente
[F(1,72)=145,42; p<0,00001] e dose de etanol [F(3,72)=106,09;
p<0,00001] e uma interacdo entre ambiente e dose de etanol
[F(3,72)=10,53; p<0,00001]. Em relacdo a sensibilidade ao efeito do
etanol, é notavel que os animais criados em AE permanecam mais
tempo no centro do CA em relagdo aos criados em AP. Comparagdes
com o teste de Newman-Keuls, demonstraram que a administragdo de
etanol causou aumento significante o tempo gasto na area central nas
doses intermediaria e mais alta de etanol nos animais do AE (p<0,0001
em ambas as doses 1,2 e 2,0 g/kg) e um aumento dose dependente nos
animais do AP (p<0,002 na dose de 0,5 g/kg e p<0,0001 nas doses 1,2 e
2,0 g/kg) em relacdo aos seus respectivos controles. Para porcentagem
de locomocéo na area central em relacdo a periferia do CA (Fig. 13 B),
foi observado efeito significante do ambiente [F(1,72)=52,21; p<0,0001]
e da dose de etanol [F(3,72)=27,12; p<0,0001], mas ndo houve intera¢do
significante entre estes dois fatores. De maneira semelhante neste
pardmetro, o etanol promoveu um aumento significante na porcentagem
de locomogdo central nos dois ambientes de criagdo. Anélise post hoc
mostrou um efeito significante nas doses de 1,2 g/kg (p<0,001) e 2,0
0/kg (p<0,0001) de etanol nos animais criados em AP, enquanto para 0s
animais criados em AE houve um aumento significante em todas as
doses de etanol (p<0,04, p<0,001 e p<0,0001, para as doses de 0,5, 1,2
e 2,0 g/kg respectivamente). Para o nimero total de cruzamentos no CA
(Fig. 13 C), a ANOVA detectou efeito significante para os fatores,
ambiente [F(1,72)=898,39; p<0,00001], dose de etanol [F(3,72)=25,04;
p<0,0001] e uma interacdo entre os dois fatores [F(3,72)=11,70;
p<0,0001]. A analise post hoc demonstrou que os animais criados em
AP um aumento significativo no nimero de cruzamentos em relacéo ao
controle nas doses de 0,5 g/kg (p<0,01), 1,2 g/kg (p<0,0001) e 2,0
(p<0,0002) g/kg de etanol. E importante salientar, que as comparacdes
através do teste de Newman-Keuls, indicaram diferengas marcantes
entre 0s animais dos grupos controles do AP e AE, nos trés pardmetros
analisados tempo no centro (p<0,0001), % de cruzamentos no centro
(p<0,0001) e nimero de cruzamentos totais (p<0,001). Estes resultados
indicam que os animais criados em AE, apesar de serem menos ativos
(conforme visto no item 4.2) eles permanecem mais tempo e exploram
mais a area central e aversiva do CA, do que os animais criados em AP.
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Figura 13. Efeitos da administragdo aguda de etanol (0,5; 1,2 ou 2,0
9/kg) ou veiculo nas ratas SHR criadas em AP e AE, sobre o tempo
gasto no centro (A), o percentual de cruzamentos centrais (B) e sobre o
numero total de cruzamentos (C) no CA durante 5 min. As barras e
linhas verticais representam a média + E.P.M. dos animais agrupados
por ambiente e dose de etanol (n=10/grupo). * Indica diferenca
significante entre os grupos AP e AE e # indica diferenga significante
dos grupos que receberam etanol em comparacao ao respectivo controle
(p<0,05; ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Newman-Keuls).
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4.5 Influéncia do enriquecimento ambiental sobre as propriedades
reforcadoras do etanol, avaliadas no teste da PCL em ratas SHR.

Os efeitos do etanol sobre a PCL destes animais estdo ilustrados
na figura 14. ANOVA de trés vias (ambiente, dose de etanol, sessdes de
pré-/pés-condicionamento) para o tempo de permanéncia dos animais no
compartimento pareado com etanol, antes (pré-condicionamento) e
depois (pés-condicionamento) das sessGes de condicionamento (Fig.
14A), revelou um efeito significante do ambiente e das sessfes de pré-
/pds-condicionamento [F(1,58)=4,97; p<0,05 e F(1,58)=9,91; p<0,01,
respectivamente], mas nao foi observado um efeito significante da dose
de etanol. Além disso, foram observadas interacdes significantes entre
os fatores: ambiente e dose de etanol [F(2,58)=3,68; p<0,05], ambiente e
sessOes de pré-/pds-condicionamento [F(1,58)=13,16; p<0,001] e entre
os trés fatores [F(2,58)=5,47; p<0,01]. Estes resultados monstram que as
ratas criadas em AP desenvolveram uma significativa preferéncia pelo
compartimento condicionado com etanol na dose de 1,2 g/kg, enquanto
gue a dose de 0,5 g/kg nédo foi capaz de induzir uma preferéncia, mas
indicou uma tendéncia ao desenvolvimento da PCL (p=0.067, no teste
de Newman-Keuls). Por outro lado, as ratas criadas em AE ndo
desenvolveram preferéncia condicionada de lugar por nenhuma dose de
etanol. Para o indice de preferéncia (Fig. 14B) a ANOVA de duas vias
(ambiente, dose de etanol) revelou um efeito significante do ambiente
[F(1,58)=13,16; p<0,001], porém ndo houve efeito significante da dose
de etanol. Comparagdes subseqiientes (teste de Newman-Keuls) para o
indice de preferéncia mostraram que os animais do AP pareados com a
dose mais alta de etanol desenvolveram PCL quando comparados com
seu respectivo controle (p<0,05). E também, indicou uma diferenca
entre 0s grupos AP e AE para a maior dose etanol, sugerindo novamente
gue os animais do AE ndo desenvolveram PCL.
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Figura 14. Efeitos do enriquecimento ambiental sobre o
desenvolvimento da PCL induzida pelo etanol em ratas SHR. A figura
mostra o tempo gasto no compartimento pareado com etanol (0,5 ou 1,2
g/kg) ou salina antes (pré-condicionamento) e depois (pOs-
condicionamento) do condicionamento (A) e o indice de preferéncia ao
etanol (B), calculado pela subtracdo dos tempos de gastos nas sessdes de
pré- e pés-condicionamento. As barras e linhas verticais representam a
média = E.P.M. dos animais agrupados por ambiente (AP ou AE) e dose
de etanol (n=10-11/grupo). * Indica diferenca significante em
comparagao ao seu respectivo grupo controle (p<0,05; ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Newman—Keuls). #Indica diferenca
significante entre os grupos AP e AE (p<0,05; no teste de Newman-—
Keuls).

36



4.6. Influéncia do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia aguda
ao etanol avaliada no teste do plano inclinado, em ratas SHR.

A figura 15 ilustra os efeitos da administracdo aguda de etanol
sobre o prejuizo motor no plano inclinado e sobre a concentracdo
plasmatica de etanol em ratas SHR criadas em AP e AE. Conforme
mostrado na figura 15 A, apenas os animais tratados com etanol (de
ambos o0s grupos AP e AE) apresentaram prejuizo motor, ocorrendo uma
diminuicdo significativa deste prejuizo ao longo do tempo nas
exposicdes seguintes ao aparato. A ANOVA de trés vias (ambiente,
tratamento e tempo) para o prejuizo motor induzido pela administracéo
aguda de etanol, revelou efeito significante para os fatores, ambiente
[F(1,13)=13,37; p<0,001], tratamento F(1,26)=113,56; p<0,00001] e
tempo [F(3,78)=121,54; p<0,00001] e uma interacdo entre os fatores
ambiente e tempo [F(3,39)=5,43; p<0,003]. Do mesmo modo foram
observadas interagcBes significantes entre os fatores: ambiente e
tratamento [F(1,26)=13,37; p<0,001], ambiente e tempo [F(3,78)=5,43;
p<0,002], tempo e tratamento [F(3,78)=121,54; p<0,00001] e entre 0s
fatores ambiente, tratamento e tempo [F(3,78)=5,47; p<0,002],
sugerindo que os ambos os grupos (AP e AE) desenvolveram tolerancia
aguda ao etanol, quando comparados com seu respectivo controle
(p<0.05). A subsequente andlise através do teste de Newman-Keuls,
indicou diferenca significante entre as ratas criadas em AP e AE, em
relacdo ao prejuizo motor somente na primeira exposicédo (p<0,007) ao
plano inclinado (15min apds injecdo de etanol), sugerindo que o
prejuizo motor induzido pelo etanol é relativamente menor nas ratas
criadas em AE, do que nas ratas do AP. Aliado a isso, a ANOVA de
duas vias (ambiente, tempo) para a concentracdo plasmatica de etanol,
revelou uma diferenga significante no fator ambiente [F(1,26)=13,37;
p<0,001], mas ndo foi observada diferenca significante em relacdo ao
tempo e também ndo houve interacdo entre os fatores ambiente e tempo,
indicando que concentragBes de etanol permaneceram constantes ao
longo dos 45 minutos de experimentos, nos animais dos dois ambientes
de criacdo (Fig. 15 B), embora os animais criados em AE apresentaram
concentragdes plasmaticas de etanol menores, especialmente 15 e 30
minutos (p<0,001 e p<0,05; respectivamente) apds a administracdo do
etanol. De maneira inesperada, estes resultados mostram que apés a
administracdo sistémica de etanol as ratas mantidas em AE, apresentam
0s niveis menores de etanol no sangue (nos primeiros 30 min),

37



acompanhados por menor prejuizo motor no plano inclinado, quando
comparadas com as ratas mantidas em AP.
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Figura 15. Efeitos do enriquecimento ambiental sobre a tolerancia
aguda ao prejuizo motor promovido pelo etanol em ratas SHR. A figura
mostra 0 prejuizo motor induzido (A) pelo etanol (2,7 g/kg) em relacdo
ao grupo que recebeu salina e as concentragfes plasmaticas de etanol
(B) ao longo do tempo. As curvas e linhas verticais representam a media
+ E.P.M. dos animais agrupados de acordo com o ambiente e o
tratamento. # Indica diferenca significante em comparagéo ao respectivo
grupo controle e * indica diferenca significante entre os grupos AP e AE
(p<0,05; ANOVA de trés vias seguida pelo teste de Newman—Keuls).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que o ambiente de criagdo exerce
um significante impacto sobre as propriedades motivacionais do etanol
em ratas SHR, sugerindo que a exposicao a estimulos positivos durante
0 periodo critico do desenvolvimento cerebral diminui as respostas as
novidades nao-reforcadoras (ambientes novos) e reforcadoras (sacarina
e etanol), podendo conferir uma protecdo aos efeitos reforcadores das
drogas de abuso.

Aparentemente, as ratas SHR fémeas criadas em AE, beberam
menos solucdo de sacarina em livre-escolha com a agua, sugerindo que
0 enriquecimento ambiental tenha reduzido a sensibilidade ao efeito
prazeroso da sacarina. Estudos anteriores do nosso laboratério
mostraram que as fémeas da linhagem de ratos SHR apresentam um
aumento geral no consumo de novas solucfes (com sabor aprazivel ou
ndo) acompanhado por um aumento no consumo de etanol, quando
comparados com machos e fémeas de outras linhagens de ratos (Da Silva
et al., 2004; 2005; Vendruscolo et al., 2005; 2008). Em geral, estudos em
animais de experimentacdo tém mostrado que existe uma forte relagdo
entre consumo exagerado de sustancias palataveis e o uso abusivo de
drogas (Overstreet et al., 1993). Esse fendmeno comportamental pode
indicar uma “perda de controle” sobre o uso da substancia, e representa
uma caracteristica bastante relevante na dependéncia as drogas e nos
distarbios alimentares, pois reflete uma maior vulnerabilidade ao
comportamento de recaida (Koob e Le Moal, 1997).

Foi verificada uma reducéo da sensibilidade ao efeito da sacarina
na ratas SHR criadas em AE, a qual poderia ser especulada como uma
perda do prazer ou interesse frente a um estimulo recompensador
(anedonia), considerado um indicio de um comportamento do tipo
depressivo. Contudo, um estudo no qual foram avaliados o consumo de
sacarose, a imobilidade no teste do nado forcado e os niveis de
dopamina no estriado, em ratos Sprague-Dawley criados em isolamento,
AP e AE, mostrou que somente 0s ratos criados em isolamento
apresentaram uma correlagdo positiva entre estes trés parametros. E
ainda, uma correlagdo negativa entre 0 consumo de sacarina € 0 tempo
de imobilidade no nado forcado nos animais criados em AE, enquanto
0s animais do AP apresentaram uma correlacdo oposta. Além disso, ndo
houve diferenca quanto ao nivel de dopamina no estriado dos ratos
criados em AP e AE (Brenes e Fonarguera, 2008). Apesar de ndo terem
sido realizados experimentos mostrando claramente que o
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enriquecimento ambiental ndo exerce efeito do tipo-depressivo nas ratas
SHR, é importante enfatizar, que no presente estudo ndo foram
encontradas diferencas no consumo de racdo entre 0s animais criados
em AE e AP, durante o consumo de sacarina e etanol, sugerindo que o
enriquecimento ambiental ndo modificou a motivacdo dos animais por
reforcos naturais, como o alimento. Além disso, também néo foi
demonstrada uma diferenca significante entre os animais criados em AP
ou AE, em relacdo a preferéncia por sacarina, sendo que ambos 0s
grupos preferiram beber solucdo de sacarina a agua.

De uma maneira geral os experimentos de auto-administracdo
mostraram que o0s animais da linhagem SHR criados em AE
consumiram nitidamente menos etanol do que os animais criados em
AP, tanto no esquema consumo for¢ado quanto em livre escolha com a
agua. Adicionalmente, foi observado que os animais criados em AE
tanto machos quanto as fémeas ndo preferem beber solugdo de etanol a
agua, sendo observado um comportamento oposto nas ratas SHR criadas
em AP. Outro aspecto relevante destes resultados, é que das ratas SHR
criadas em AP, aparentemente apresentaram um aumento gradual do
consumo de etanol, diferentemente das ratas SHR fémeas criadas em
AE, bem como dos machos (de ambos os grupos AE e AP) que tiveram
um perfil de consumo relativamente estavel ao longo do teste.

Os resultados deste estudo mostraram que os ratos SHR fémeas
(criadas em AP) bebem mais solucdo de sacarina e etanol do que os
machos, 0 que corroborra com estudos anteriores (Vendruscolo et al.,
2005; 2008). A diferenga do comportamento de beber das ratas SHR
fémeas, também tem sido observada trabalhos, tanto em outras
linhagens de ratos isogénicas (Cailhol e Morméde, 2001), quanto em
linhagens de ratos heterogénicas, selecionadas com base na preferéncia
ao alcool (Li et al., 1993). Neste sentido, tém sido propostos varios
fatores como responsaveis pela diferenca género-especifico do consumo
de etanol, destacando-se o metabolismo diferenciado do etanol e a
influéncia dos horménios gonadais. Foi demonstrado que as ratas
Sprague-Dawley apresentam atividade da enzima aldeido desidrogenase
aumentada em relacdo aos machos, o que auxiliaria 0 metabolismo do
etanol, resultando em uma menor concentracdo de etanol no sangue, que
poderia levar a um aumento do consumo, como ocorre em humanos,
nesse caso com homens (Mezey et al., 1992). No que diz respeito aos
horménios gonadais, ndo existem dados consistentes sobre a sua
influéncia no consumo de etanol em roedores. Um estudo realizado por
Roberts e colaboradores (1998), mostrou que ndo houve alteragdo na
auto-administracdo de etanol em fungdo da fase do ciclo estral das ratas.
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No presente estudo, as fases do ciclo estral ndo foram sistematicamente
verificadas, de maneira que as consideracfes em relacdo as flutuagGes
hormonais e suas implicacGes ndo foram acessadas. Certamente, sdo
necessarios estudos adicionais para elucidar o motivo pelo qual as ratas
SHR fémeas bebem mais etanol do que os machos.

O enriquecimento ambiental também promoveu alteragdes na
sensibilidade a novidade, aqui representadas pela reducdo da atividade
exploratdria frente a um ambiente novo e pelo consumo atenuado de
uma solucdo adocicada inédita aos animais. De modo que, as ratas SHR
expostas a0 AE apresentaram uma redugdo na atividade locomotora e
exploratéria em um ambiente novo e inescapavel, em relacdo as ratas
criadas em AP (tanto no CA quanto na CME). Com relacdo aos
resultados observados na, os animais expostos ao AE exibiram também
uma atividade locomotora reduzida durante os primeiros 20 min, que
remete a uma reducdo do comportamento locomotor reduzido a uma
situacdo nova, e uma diminuicdo da locomocao total. E provavel que
esta diferenca observada entre os animais do AP e AE na locomogéo
total, tenha sido causada mais pela diferenca a locomogéo induzida pela
novidade do que pela ambulacdo geral propriamente dita. Estes
resultados tém bastante relevancia no contexto da dependéncia as
drogas, isso porque existe uma vasta literatura relatando uma correlacéo
positiva entre 0 comportamento de busca por novidade, que pode ser
representado pela elevada exploragdo de um ambiente novo e a auto-
administracdo de drogas (Piazza et al., 2000; Marinelli e White, 2000;
Klebaur et al., 2001; Nadal et al., 2002; Pelloux et al., 2004). Isto ocorre
porque a exposicdo a um novo estimulo bem como as drogas de abuso
ativam, em parte, o sistema dopaminérgico de recompensa de maneira
comum causando a liberacdo de dopamina nesta via (Feenstra e
Botterblom, 1996; Beaufour et at.,, 2001). Os resultados deste trabalho
corroboram com outros trabalhos da literatura, que mostram uma
reducdo do impacto & novidade nos animais criados em AE. O que
sugere uma reducdo do valor relativo, ao incentivo a novidade nos
animais expostos ao ambiente enriquecido (Bowling e Bardo, 1994; Bezard
et al., 2003; Green et al., 2003) que ocorre, possivelmente, por conta da
exposicao a diferentes estimulos ao qual os animais sdo confrontados
durante o periodo critico da adolescéncia. Isso porque a adolescéncia é
considerada um periodo crucial para o desenvolvimento cerebral,
principalmente porque é nesta fase que ocorre a maturagdo de estruturas
cerebrais envolvidas em processos de motivacdo, tomada de decisdo e
na dependéncia as drogas (Chambers et al., 2003).
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Além disso, com base nos resultados obtidos nos testes do CA e
LCE, podemos inferir que a exposicdo ao AE promoveu mudancas
drasticas na emocionalidade das ratas SHR, sugerindo que o
enriquecimento ambiental tenha reduzido o comportamento do tipo-
ansiedade das ratas SHR, estando de acordo com outros trabalhos da
literatura (Fernandez-Teruel et al., 2002; Benaroya-Milshtein et al., 2004). No
teste do LCE, os animais criados em AE exibiram uma maior atividade
nos bragos abertos quando comparados aos animais criados em AP. Eles
apresentaram um maior percentual de entradas nos bracos abertos, e um
maior percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos,
indicando um efeito do tipo ansiolitico da exposicdo ao AE. Isto porque
0 aumento da exploracdo das areas abertas do LCE é considerado uma
resposta do tipo-ansiolitica, visto que drogas ansioliticas classicas
aumentam a permanecia nos bragos abertos (Pellow et al., 1985; Carobrez e
Bertoglio, 2005). Além disso, os animais criados em AE realizaram
menos entradas nos bragos fechados quando comparados aqueles criados
em AP, indicando uma menor atividade locomotora. Isso porque, 0
numero de entradas nos bracos fechado é considerado como medida da
atividade locomotora neste teste (Rodgers e Dalvi, 1997), quando
comparados aqueles criados em AP.

Em relacdo ao teste do CA, as ratas SHR criadas em AE
apresentaram uma atividade locomotora menor em relacdo as ratas
criadas em AP, o que inicialmente poderia ser considerado um aumento
da emocionalidade baseados em alguns trabalhos classicos da literatura
(Hall, 1934; Archer, 1973), onde a locomocdo e a defecagcdo sdo
originalmente propostas medidas de emocinalidade/ansiedade. De
acordo com estes estudos, 0s animais que apresentam niveis elevados de
emocionalidade defecam bastante e se locomovem pouco na arena do
CA. Contudo, atualmente outros pardmetros como o tempo de
permanéncia e a locomocéo na regido central e aversiva do CA, tambhém
sdo considerados como medidas de emocionalidade (Ramos e Moerméde,
1998). Isso porque, drogas ansioliticas tendem a aumentar o tempo de
permanéncia e a locomocdo na regido central e aversiva do CA,
enquanto drogas ansiogénicas induzem a um efeito contrario (Gentsch et
al., 1987). Neste sentido, podemos inferir que o enriquecimento
ambiental reduziu o comportamento do tipo-ansiedade das ratas SHR.
De maneira que, as ratas criadas em AE permaneceram mais tempo e
fizeram mais cruzamentos na area central do CA quando comparadas as
ratas criadas em AP, tanto no procedimento experimental onde foi
avaliada a atividade locomotora induzida por um ambiente novo (Figura
11), bem como se observarmos os grupos controle (tratados com salina)
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do experimento onde foi avaliado o efeito da administracdo aguda de
etanol sobre o comportamento locomotor e de ansiedade no CA (Figura
13). E importante mencionar que embora estes testes sejam ferramentas
experimentais bastante U(teis na avaliacdo da emocionalidade em
roedores, parece nao haver uma correlacdo direta entre as medidas de
ansiedade do CA e do LCE, indicando que possivelmente estes testes
avaliem diferentes tracos ou tipos de ansiedade (Ramos e Mormede, 1998).

A relacdo entre o comportamento de ansiedade e o consumo de
etanol em modelos animais é bastante controversa. Alguns estudos
mostram uma correlacgdo positiva entre a ansiedade e o consumo elevado
de etanol. Por exemplo, estudos utilizando duas linhagens de ratos
selecionadas para beber muito e beber pouco etanol, constataram que a
linhagem que mais bebia etanol também apresentava um nivel maior de
ansiedade (Stewart et al., 1993). Outro estudo utilizando uma populacdo
heterogénea de ratos Wistar, os quais foram classificados como “muito
ansiosos” €” pouco ansiosos", também demonstrou que 0s animais mais
ansiosos também bebiam mais etanol (Spanagel et al., 1995). Por outro
lado, em um estudo realizado por Overstreet e colaboradores (1997),
utilizando varias linhagens de ratos que preferem e que nao-preferem
etanol, nenhuma relacdo entre a ansiedade e o consumo de etanol foi
encontrada. Mesmo em estudos que comparam o consumo de etanol
utilizando duas linhagens isogénicas com caracteristicas emocionais
contrastantes, os resultados sdo controversos. Em dois trabalhos de Da
Silva e colaboradores (2004 e 2005) a linhagem de ratos SHR
considerada “pouco ansiosa” consumiu menos etanol do que a linhagem
de ratos Lewis considerada “mais ansiosa”. Enquanto que em um estudo
recente de utilizando as linhagens de ratos Lewis/SHR, mostrou que os
ratos Lewis beberam mais etanol do que os ratos SHR (Chiavegatto et al.,
2008).

De uma maneira geral, o experimento no qual se avaliou o0s
efeitos da administracdo aguda do etanol no teste do CA em ratas SHR
criadas em AP e AE, mostrou que a dose de 0,5 g/kg de etanol
aumentou o tempo de gasto no centro, nos animais criados no AP, e a
locomocgdo na area central, nos animais criados no AE, ao passo que a
dose de 1,2 g/kg CA aumentou as duas medidas de relacionadas a
ansiedade nos animais de ambos os grupos. Isso poderia ser aludido
como uma redugdo da ansiedade. Todavia, estas mesmas doses (0,5 e
1,2 g/kg) também promoveram um aumento geral da locomocao, tanto
na periferia quando no centro do CA. Devido a esse aumento geral da
ambulagdo, o qual denota um possivel efeito estimulante do etanol, estes
achados ndo nos permitem afirmar que o etanol (nestas doses) tenha
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causado um efeito puramente ansiolitico nos animais. Ja em relagéo a
dose mais elevada de etanol, foi nitidamente observado um efeito
ansiolitico/sedativo, com um maior tempo de gasto no centro e um
maior nimero de cruzamentos no centro, apesar de uma consideravel
reducdo da locomocdo total nos ratos SHR criados no AE. Enquanto
gue, nos animais criados em AP, a dose de 2,0 g/kg de etanol, promoveu
um efeito semelhante ao das outras doses, ou seja, aumento da
locomocado total, e um aumento do percentual de cruzamentos centrais e
do tempo gasto no centro CA. Tomados juntos, estes achados sugerem
gue o AE diminuiu a sensibilidade ao efeito estimulante do etanol nos
ratos SHR. Este resultado tem uma consideravel relevancia no contexto
das drogas de abuso, pois muitos estudos com roedores tém
demonstrado uma forte relacdo entre o efeito estimulante, refletido pelo
aumento da atividade locomotora, e o potencial de abuso de algumas
drogas, incluindo o etanol (Wise e Bozard, 1987; Colombo et al., 1998).
Outro importante achado do presente estudo é que os animais
criados em AE ndo desenvolveram preferéncia aos compartimentos onde
foram condicionados com etanol, enquanto os animais criados em AP
desenvolveram uma preferéncia dose-dependente pelos compartimentos
previamente pareados com etanol, exibindo claramente um
comportamento de busca pela droga. Evidéncias apontam para o
envolvimento de processos de aprendizagem e a formacdo de memdrias
associativas no desenvolvimento da dependéncia as drogas (Everitt e
Robbins, 2005; Hyman, 2005). Neste sentido, poderia ser levantada a
guestdo de que a capacidade do AE em inibir o desenvolvimento da
PCL induzida pelo etanol poderia ter ocorrido devido a uma inibicdo da
formacdo de memorias associativas entre 0s compartimentos de
condicionamento (pistas ambientais) e os efeitos subjetivos da droga
condicionada (etanol), ao invés de uma reducdo das propriedades
motivacionais desta droga. Recentemente, um trabalho do grupo
utilizando o mesmo protocolo de enriquecimento ambiental, mostrou
uma melhora da funcdo cognitiva dos ratos SHR (Pamplona et al., 2009),
em relagdo aos animais criados em AP. Em resumo, o trabalho mostrou,
gue os ratos SHR criados em AE exibiram melhoras cognitivas em
paradigmas de aprendizagem e memoria de curto e longo prazo, nos
testes do labirinto aquatico de Morris, do reconhecimento social e do
reconhecimento do objeto, sem afetar outras caracteristicas nao-
cognitivas como (nocicep¢do e pressdo arterial). 1sso reforga a hipdtese
de reducdo da sensibilidade aos efeitos reforcadores do etanol em
detrimento de um “prejuizo” no processo de formacdo de memdrias
associativas. Deste modo que, estes resultados juntamente com os
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resultados anteriores mostram que o0 enriquecimento ambiental
promoveu uma redu¢do no comportamento de consumo de etanol e da
sensibilidade ao efeito estimulante do etanol, associados com uma
reducdo da PCL, indicando que estes comportamentos refletem uma
reducdo a sensibilidade as propriedades reforcadoras do etanol, e
possivelmente compartilham os mesmos substratos neuronais (Green e
Grahame, 2008).

Com respeito aos resultados obtidos na tolerancia observou-se
gue tanto os ratos SHR criados em AP quanto AE exibiram uma
melhora do prejuizo motor induzido pelo etanol ao longo do
experimento, enquanto a concentragdo de etanol no sangue permaneceu
estavel, caracterizando o fendmeno da tolerancia aguda (Radlow, 1994;
Khanna et al., 2002). Esse fenémeno é um processo neuroadaptativo, que
também pode ser causado por altera¢fes que facilitam a metabolizagdo e
eliminagdo da droga. Diversos estudos tém sugerido que a toleréncia
aguda envolve processos inatos de adaptacdo aos efeitos do etanol,
particularmente dos efeitos depressores, podendo contribuir para o
desenvolvimento de dependéncia ao etanol (Khanna et al., 1990; Tampier
et al., 2000; Tampier e Quintanilla, 2002). O desenvolvimento de tolerancia
aos efeitos depressores do etanol pode estar relacionado com alteragdes
moleculares particularmente nos receptores NMDA ou GABAa. Por
exemplo, modificacdes rapidas como fosforilacGes que podem ocorrer
mesmo apds uma Unica exposicdo a droga, levando a diminuicdo dos
efeitos inibitdrios do etanol sobre os receptores NMDA, ou ainda
aumentando a sensibilidade dos receptores GABAA ao etanol (Krystal et
al., 2003; Ron, 2004). Todavia, 0 presente estudo ndo avaliou estas
interacdes.

Curiosamente, os animais criados em AE apresentaram menores
de alcool no sangue, especialmente nos primeiros 30 minutos, quando
comparados com 0s animais mantidos em AP. O que justifica, ao menos
em parte, 0 prejuizo motor relativamente menor que foi observado nas
ratas SHR criadas em AE, excepcionalmente, na primeira exposi¢ao ao
plano inclinado, em relacdo aquelas criadas em AP. Diversos trabalhos
tém mostrado que a sensibilidade aos efeitos depressores do etanol esta
inversamente relacionada ao seu consumo (Olive et al., 2000; Bowers e
Wehner, 2001), mostrando que linhagens menos sensiveis aos efeitos
depressores do etanol tendem a consumir mais etanol (Kurtz et al., 1996;
Tampier et al., 2000). Contudo, esta hipdtese vai de encontro com 0s
demais resultados 0s quais mostram de maneira bastante contundente
em os efeitos protetores do AE no que diz respeito a redugdo das
propriedades reforcadoras do etanol e também da sacarina. Com base
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nisto, poderia ser especulada a hip6tese de que o AE estaria promovendo
mudancas na absorcao e distribuicdo do etanol, o que levaria a uma
redugdo dos niveis séricos de etanol. Além, disso, aspectos
cardiovasculares e outros aspectos metabolicos podem estar
contribuindo para essa diferenca em relacdo a alcoolemia dos animais.
Por exemplo, alteracdes cardiovasculares podem levar a um aumento da
oxigenacdo hepatica e respiragdo mitocondrial por aumentar as
concentracBes da forma oxidada da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+), cofator importante e limitante da degradagdo enzimética do
alcool pela alcool-desidrogenase (ADH) (Thurman e Scholz, 1977).
Embora sejam apenas especulacdes, é possivel que a exposicdo ao
ambiente enriquecido tenha promovido estas alteragdes, principalmente
por conta dos efeitos benéficos da atividade fisica voluntaria,
proporcionada pela roda de correr, visto que outros trabalhos mostraram
gue o AE pode promover alteracBes farmacologicas e fisiologicas
marcantes (van de Weerd et al., 1997; Editorial, 2002). Sem dlvidas, uma
das limitacbes deste estudo foi ndo ter avaliado com mais afinco esta
guestéo.

Evidéncias tém mostrado que dentre as pessoas que
experimentam os efeitos de substancias psicoativas apenas uma pequena
percentagem desenvolve 0 uso compulsivo tipico da dependéncia.
Caracteristicas genéticas e tragos de personalidade estdo bastante
relacionados ao desenvolvimento da dependéncia de drogas. Além
disso, acredita-se que fatores ambientais desempenhem um papel crucial
na determinacédo da sensibilidade aos efeitos reforcadores das drogas e a
vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia (Sinha, 2001;
Marinelli e Piazza, 2002; Kreek et al., 2005). Neste sentido, existe uma série
de evidéncias mostrando que fatores negativos, como o estresse,
aumentam a predisposicdo ao abuso da drogas. De uma maneira geral
estes trabalhos mostram que ambientes estressores tendem a exacerbar
os efeitos reforcadores de drogas de abuso como anfetamina, cocaina e
heroina em animais de experimentacdo (Sinha, 2001; Marinelli e Piazza,
2002; Kreek et al., 2005). Por outro lado, experiéncias positivas, onde 0s
individuos recebem uma variedade de estimulos sensoriais, cognitivos e
motores, durante o desenvolvimento, podem ativar de maneira continua
0 sistema de recompensa e promover neuroadaptacdes capazes de
reduzir as respostas a reforgos externos, conferindo uma protecdo aos
efeitos reforgadores das drogas de abuso, diminuindo o risco de
desenvolvimento da dependéncia (Bardo et al., 2001; Green et al.,
2002;2003; Deehan et al., 2007; Stairs e Bardo, 2009). Estes trabalhos em
geral relatam uma reducéo dos efeitos reforcadores de diferentes classes
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de drogas, como anfetaminas (Bardo et al., 2001; Green et al., 2002),
nicotina (Green et al., 2003) e etanol (Deehan et al., 2007) nos animais
criados em AE, em relacdo aos animais criados em isolamento, e
também reduzem os efeitos reforcadores da cocaina (Solinas et al., 2008a,
2008b) quando comparados com animais criados em AP. Além disso,
estas alteracdes podem estar refletindo as mudancas neuroquimicas e
moleculares em estruturas da via mesocorticolimbica (Bardo, 1998;
Solinas et al., 2008a; 2008b). Estudos tém mostrado um aumento da
arborizacdo dendritica em neurdnios do NAc (Kolb et al., 2003), uma
reducdo da expressdo do transportador de dopamina no CPF (Bezard et
al., 2003), o qual tem sido implicado na redugdo da impulsividade de
animais criados AE comparados aos animais criados em isolamento (Zhu
et al., 2005). Além disso, existem trabalhos mostrando que os animais
expostos ao AE e submetidos a administracdo repetida de cocaina,
apresentam uma menor ativacdo do estriado, refletida por uma reducéo
na expressdo do gene Zif-268, (Solinas et al., 2008a) € uma menor
ativacdo do Nac, ATV e amigdala basolateral, representada por uma
diminuicdo da expressdo do fator de transcricdo c-FOS (Solinas et al.,
2008b). Estes trabalhos sugerem que estas estruturas estejam envolvidas
com os efeitos protetores do AE, visto que a ativacdo destas regibes
parece ser imprescindivel para promover o comportamento de busca
pela droga (McFarland e Kalivas, 2001; Kalivas e McFarland, 2003; Anderson
et al., 2003; Bossert et al., 2005). Além disso, muitos trabalhos tém
mostrado que o enriquecimento ambiental atenua as respostas
comportamentais e enddcrinas mediadas pelo eixo hipofise-pituitaria-
adrenal (Fernandez-Teruel et al., 2002; Fox et al., 2006), bem como, diminui
a liberacdo de noradrenalina e dopamina no CPF, em funcéo do estresse,
de maneira que essa baixa reatividade ao estresse tem sido sugerida
como um indicio de uma melhor capacidade de adaptacdo a agentes
estressores e pode estar associada aos efeitos benéficos do ambiente
enriquecido (Larsson et al., 2002; Moncek et al., 2004; Segovia et al., 2009), e
também deve ser levada em consideracdo no contexto das drogas de
abuso.

Evidéncias apontam para 0 envolvimento do sistema de
recompensa dopaminérgico tanto nos efeitos reforcadores da drogas de
abuso quanto nas alteracGes comportamentais observadas em ratos SHR,
considerados um modelo animal do TDAH, entretanto, estudos
adicionais sdo necessarios para verificar a participacdo do sistema
dopaminérgico, bem como de outros sistemas de neurotrasmissdo
(gabaérgico e glutamatérgico, por exemplo) nas alteragdes observadas
nas ratas SHR expostas ao AE.
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Em conclusdo, este trabalho mostrou pela primeira vez que a
exposicdo a estimulos que mimetizem experiéncias positivas de vida
induzem mudancas persistentes no sistema motivacional das ratas SHR,
como demonstrado pela reducdo da sensibilidade a novidade e das
propriedades reforcadoras da sacarina e do etanol e também diminui as
respostas do tipo-ansiedade. Embora, precaucdes devam se tomadas
antes de extrapolar os resultados do presente estudo para a condicdo
humana, este trabalho sugere um importante papel do ambiente de
criacdo durante periodo critico da adolescéncia no desenvolvimento da
comorbidade entre 0 TDAH e o abuso de drogas.
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