Universidade do Estado do Rio de Janeiro

2N 2
2 UEWRJ ; Centro Biomedico
&, . . - A
ome'uﬂ ® Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

Bruno da Silva Gongalves

Avaliacéo da influéncia dos perfis fenotipicos comportamentais de
camundongos adolescentes e adultos das cepas Suica e C57BL/6 sobre

parametros associados aos padroées de consumo ao etanol e nicotina

Rio de Janeiro
2020



Bruno da Silva Gongalves

Avaliacao da influéncia dos perfis fenotipicos comportamentais de camundongos
adolescentes e adultos das cepas Suica e C57BL/6 sobre parametros associados aos

padrdes de consumo ao etanol e nicotina

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor ao Programa de
Pds-Graduacao em Biociéncias da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Orientador: Prof. Dr. Anderson Ribeiro Carvalho

Coorientadora: Prof. Dra. Yael Abreu Villaca

Rio de Janeiro
2020



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/CBA

G635 Gongalves, Bruno da Silva.

Avaliacdo da influéncia dos perfis fenotipicos comportamentais de
camundongos adolescentes e adultos das cepas Suica e C57BL/6 sobre
pardmetros associados aos padrdes de consumo ao etanol e nicotina / Bruno da
Silva Gongalves.- 2020.

136 f.

Orientador:. Anderson Ribeiro Carvalho
Coorientadora: Yael Abreu Villaca

Tese (Doutorado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto de

Biologia Roberto Alcantara Gomes. Programa de Pdés-graduacdo em
Biociéncias.

1. Etanol. 2. Nicotina — Teses. 3. Consumo de bebidas alcéolicas. 4.
Ansiedade na adolescéncia — Teses. 5. Comportamento do adolescente - Efeitos
de drogas. 6 Depressdo mental — Teses |. Carvalho, Anderson Ribeiro. II.
Villaga, Yael Abreu. I11. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes. V. Titulo.

CDU 616-053:613.81
Bibliotecaria: Angela da Silva VVelho CRB7/4780

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial desta tese,
desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Bruno da Silva Gongalves

Avaliacao da influéncia dos perfis fenotipicos comportamentais de camundongos

adolescentes e adultos das cepas Suica e C57BL/6 sobre parametros associados aos

padrdes de consumo ao etanol e nicotina

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor, ao Programa de P0s-
Graduagdo em Biociéncias, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 19 de fevereiro de 2020.

Coorientadora:

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Yael Abreu Villaca
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof. Dr. Anderson Ribeiro Carvalho (Orientador)

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof. Dr. Claudio Carneiro Filgueiras

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra. Paula Campello Costa Lopes

Universidade Federal Fluminense

Prof.2 Dra. Viviane Younes Rapozo

Instituto Federal de Educacdo, Ciéncias e Tecnologia do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
2020



AGRADECIMENTOS

Espero que esse agradecimento sirva como forma de compartilhar, com todas as pessoas
que se envolveram com esse projeto de doutorado, os méritos que me foram concedidos.

A comegar Prof. Anderson Ribeiro, que me acompanha desde o mestrado, por ter me
acolhido e me concedido a oportunidade de fazer o doutorado. Através de seu exemplo como
orientador, vocé me ensinou que, as vezes, 0 maior obstaculo pode ser superar nossos proprios
limites. Obrigado também por confiar no meu trabalho e ser companheiro durante todas as
etapas do doutorado.

A CAPES, agradeco pelo periodo de bolsa concedida, sem a qual a conclusio deste
estudo teria sido muito mais ardua.

Aos pesquisadores Claudio Filgueiras, Yael Villaga e Alex Manhaes, pela
disponibilidade e convite a reflexdo. Sua contribuicdo tem sido importante desde o inicio da
minha formacéo cientifica, tanto na carreira profissional como na vida.

Este trabalho € fruto do esforco da equipe do Laboratério de Neurofisiologia da UERJ,
junto a qual eu tenho o privilégio de fazer parte. Agradeco em especial Jemima, André, Emily,
Maria, Pedro e Camila, que colaboraram diretamente comigo nos experimentos. VOCEs
merecem todo meu carinho e respeito, por serem mais do que companheiros de trabalho.

A minha familia, meu irm&o Vitor e meus pais Francisco e Elenira, que mesmo sem
terem claro o que era 0 meu trabalho, me apoiaram e acreditaram no caminho que escolhi seguir
na profissdo. Obrigado pelas demonstracdes de amor incondicionais.

A minha namorada Raline, obrigado por acreditar em mim até mesmo quando eu
duvidava. Cada dia dessa aventura fez mais sentido e foi mais feliz por vocé estar presente.

Aos funcionarios do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, bem como a equipe da Pos-
graduacdo em Biociéncias e seus discentes, obrigado pelo empenho em possibilitar que eu
fizesse meu trabalho e por me levar a refletir por pontos de vista diferentes do meu.

Obrigado amigos, que souberam me ouvir e compartilhar vivéncias que transformaram
minha vida. Vocés tornaram esse momento, por mim considerado dificil, uma oportunidade de
melhorar.

Aos camundongos utilizados, que desempenharam o papel mais importante, doando
suas vidas involuntariamente ao projeto. Pequeninos, minhas sinceras desculpas a vocés. Estou

em eterna divida e farei o possivel para honrar seu sacrificio.



RESUMO

GONCALVES, Bruno da Silva. Avaliacéo da influéncia dos perfis fenotipicos
comportamentais de camundongos adolescentes e adultos das cepas Suica e C57BL/6 sobre
parametros associados aos padrdes de consumo ao etanol e nicotina. 2020. 136 f. Tese
(Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A dependéncia como problema de saude pablica e suas consequéncias na convivéncia
social e saude do individuo impulsionam investigacfes sobre 0s mecanismos neurais que
contribuem para essa patologia. No presente estudo temos o objetivo de avaliar a influéncia dos
perfis fenotipicos comportamentais nos pardmetros associados a susceptibilidade ao etanol e
nicotina, como também nos padrées de consumo destas drogas em camundongos suicos e
C57BL/6 na adolescencia e vida adulta. Os camundongos Suicos e C57BL/6 foram
caracterizados de acordo com seu perfil fenotipico nos testes do campo vazado, labirinto de
cruz elevado, sociabilidade de 3 camaras, nado forgado e preferéncia por sacarose. Em seguida,
o0s animais foram expostos ao teste de livre escolha entre solucdes de etanol (10%) e agua ou
solucBes de nicotina (10 pg/ml) e &gua. Nossos dados apontam diferencas marcantes entre
adolescentes e adultos, onde os individuos adultos apresentaram maior consumo de etanol.
Além disso, adolescentes possuem comportamento de busca pela novidade mais intenso, menor
ansiedade e maior sociabilidade. Os resultados do estudo indicam que o perfil fenotipico em
adolescentes esté associado ao consumo destas drogas. A preferéncia pelo consumo de sacarose
prediz consumo de etanol em ambas as cepas e de nicotina na cepa Suica durante a adolescéncia.
O comportamento social é relevante ao consumo de nicotina somente para a cepa Suica,
entretanto o seu papel foi dependente da fase da vida em que o individuo esta exposto. Esses
resultados indicam a importancia de fatores genéticos nos comportamentos relacionados ao
comportamento social e a resposta a recompensas naturais no estabelecimento do perfil de
consumo de nicotina e etanol. Sugerimos ainda que a comparacao entre dados presentes na
literatura deve sempre observar a linhagem utilizada, assim como a determinacao da linhagem
a ser utilizada deve levar em consideracao o objetivo do estudo em questéo.

Palavras-chave: Etanol. Nicotina. Padrdo de consumo. Sui¢o. C57BL/6. Atividade exploratoria.
Comportamento associado a ansiedade. Sociabilidade. Comportamento
associado a depressao. Preferéncia por sacarore. Teste de livre escolha entre

duas garrafas.



ABSTRACT

GONCALVES, Bruno da Silva. Evaluation of the influence of behavioral phenotypic profiles
of adolescent and adult Swiss and C57BL/6 strains of mice on parameters associated with the
consumption patterns to ethanol and nicotine. 2020. 136 f. Tese (Doutorado em Biociéncias)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

The dependence as a public health problem and its consequences on the social
coexistence and health of the individual stimulate investigations on the neural mechanisms that
contribute to this pathology. In the present study, we aimed to evaluate the influence of
behavioral phenotypic profiles on parameters associated with ethanol and nicotine
susceptibility, as well as the patterns of drug consumption in Swiss and C57BL/6 mice in
adolescence and adulthood. Swiss and C57BL/6 mice were characterized according to their
phenotypic profile in the Open Field, Elevated Plus-Maze, Three-Chambered Social Approach,
Forced Swim and Sucrose Preference tests. The animals were then submitted to the free choice
test between ethanol (10%) and water solutions or nicotine (10 pg/ml) and water solutions. Our
data point to striking differences between adolescents and adults, where adult indviduals had
higher consumption of nicotine. In addition, adolescents show more intense novelty seeking
behavior, reduced anxiety-like behavior and greater sociability. The results of the study indicate
that the phenotypic profile of adolescents is associated with the consumption of these drugs.
The preference for the consumption of sucrose predicts consumption of ethanol in both strains
and nicotine in the Swiss strain during adolescence. Social behavior is relevant to nicotine
consumption only for the Swiss strain, however its role was dependent on the stage of life in
which the individual is exposed. These results indicate the importance of genetic factors in
behaviors related to social behavior and the response to natural rewards in establishing the
profile of nicotine and ethanol consumption. We also suggest that the comparison between data
in the literature should always observe the strain used, as well as the determination of the strain
to be used should take into account the objective of the study in question.

Keywords: Ethanol. Nicotine. Consumption pattern. Swiss. C57BL/6. Exploratory activity.
Anxiety-like behavior. Sociability. Depressive-like behavior. Sucrose Preference.

Two-Bottle Choice preference test.
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INTRODUCAO

A adolescéncia é um periodo de tempo critico para o desenvolvimento cerebral quando
ocorre maturacdo emocional, cognitiva e social (Dahl e Spear, 2004). Na adolescéncia o
individuo adquire caracteristicas importantes para a vida adulta, como aumento de massa
muscular, maturidade sexual, maturacdo das fun¢des imunes e habilidades cognitivas (Dahl,
2004). Destacam-se entre essas habilidades cognitivas: o amadurecimento do controle de
impulsividade e previsdo de consequéncias, devido ao desenvolvimento das areas cerebrais
responsaveis por essas funcbes (Casey et al., 2005). Nesta fase, ocorrem novas experiéncias
como a iniciacdo sexual e a experimentacdo de drogas, e este € um dos periodos em que 0
sistema nervoso encontra-se mais suscetivel a interferéncia de agentes externos (Spear, 2000a).

O limite temporal da adolescéncia ndo possui féacil definicdo. Em geral, é dificil
caracterizar quando a transicdo para adolescéncia comeca a acontecer e quando o individuo
passa de adolescente a adulto. Em roedores como ratos e camundongos, as primeiras mudancas
associadas a adolescéncia podem ocorrer a partir do vigésimo dia de vida p6s-natal (PN20) e
as Ultimas modificacdes podem ocorrer até PN55. Em primatas ndo humanos, a adolescéncia
geralmente ocorre entre 2 e 4 anos de vida (Lewis, 1997); em humanos, a adolescéncia é
comumente definida como a segunda década de vida (Petersen et al., 1996), além disso, alguns
autores consideram idades acima de 25 anos como “adolescéncia tardia” (Baumrind, 1987).

Embora em alguns comportamentos, a performance dos adolescentes seja semelhante a
encontrada em animais adultos, adolescentes de vérias espécies apresentam comportamentos
diferenciados quando comparados a individuos mais jovens e mais velhos. De maneira geral, a
adolescéncia € caracterizada por tracos comportamentais como labilidade emocional,
impulsividade e comportamento de risco que estdo associadas com o aumento de
vulnerabilidade para transtornos neuropsiquiatricas, incluindo doencas afetivas e dependéncia
(Andersen, 2003; Arnett, 1999; Spear, 2000a; Teicher et al., 2003; Volkow e Li, 2005; Wallace
et al.,, 2003). As alteracbes comportamentais observadas durante a adolescéncia sdo
consistentes com a necessidade do adolescente de explorar novos dominios e estabelecer novas
relagbes durante o processo de independéncia dos pais (Spear, 2002). O aumento do
comportamento de risco € observado numa variedade de espécies e pode servir como
oportunidade de explorar novos ambientes e situacdes, algo que aumenta a probabilidade de
experimentacdo de comportamentos propicios a repeticdo, comumente associados ao uso de

drogas.
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Adolescéncia e uso de drogas

Alguns estudos sugerem a ocorréncia de mudancas drasticas no desenvolvimento
cerebral durante a adolescéncia que poderiam predispor um individuo a experimentar
substancias como alcool, drogas ilicitas e tabaco (Spear, 2000a; Laviola et al.; 1999; USDHHS,
1988). De fato, adolescentes s&o mais propensos a uma variedade de comportamentos de risco,
incluindo o uso de drogas (Martin et al., 2002) e apresentam probabilidade maior de
experimentar drogas de abuso (Grant et al., 1987; Nelson et al., 1995; Webster et al., 1994) e
desenvolver dependéncia quando comparados a individuos adultos (Maggs et al., 2008). Apesar
das causas que levam o adolescente a iniciar e dar continuidade ao consumo de drogas como
tabaco e alcool ndo estarem ainda estabelecidas, sabe-se que a idade do primeiro contato com
compostos psicoativos é critica, havendo maior probabilidade de se passar do estagio de uso
para abuso se o consumo tiver inicio durante a adolescéncia. Individuos que ndo iniciam o uso
destas drogas durante a adolescéncia raramente iniciam o uso em idades posteriores (Chen e
Kandel, 1995; Kandel e Logan, 1984).

Existem evidéncias que o inicio do uso de drogas estd relacionado aos efeitos
farmacoldgicos agudos, como o alivio da ansiedade ou stress e indugdo de um estado de euforia.
Ambos, nicotina e etanol apresentam efeito de reducdo de ansiedade. O uso de alcool para o
alivio da ansiedade, particularmente em situacdes sociais, foi descrito na hipdtese de “redugio
de tensdo” (Little, 2000). Em relagdo a nicotina, ha relatos de propriedades ansioliticas.
Entretanto, estas propriedades tém sido observadas primariamente em individuos dependentes
de nicotina, nos quais a droga pode agir prevenindo ou aliviando a ansiedade gerada pela
retirada da droga (Little, 2000). Além disso, varios estudos indicam que o cérebro do
adolescente é mais vulneravel ao refor¢co positivo gerado por drogas de abuso das drogas de
abuso (Bjork et al., 2010; Brook et al., 2000). O desenvolvimento de modelos pré-clinicos
(modelos animais) de exposicdo a drogas de abuso durante a adolescéncia tem sido
extremamente interessante, pois permite a investigacao destas questdes (Dutra-Tavares et al.,
2015; Abreu-Villaga et al., 2010, 2013a,b, 2015, 2017; Ribeiro-Carvalho et al., 2011; Barron
et al., 2005). De particular interesse, diversos estudos mostram que é na adolescéncia que

frequentemente ocorre o primeiro uso das drogas mais comumente abusadas, o alcool e tabaco
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(Carlini et al., 2012; Nelson et al., 1995; Webster et al., 1994; Grant et al., 1987; Kandel e
Yamaguchi, 1985;).

Nicotina

O tabagismo € a principal causa de morte evitavel e doencas em paises em
desenvolvimento. Anualmente, a nivel mundial, sdo fumados aproximadamente 7 trilhGes e 300
bilhdes de cigarros por mais de 1 bilhdo de fumantes, dos quais 80% vivem nos paises em
desenvolvimento (OMS, 2004; OPS-BM, 2000). No mundo, 12% de todas as mortes em adultos
com 30 anos ou mais estdo associadas ao tabaco (OMS, 2012). Segundo a OMS, nos proximos
30 anos o tabagismo sera responsavel por 10 milhGes de mortes a cada ano e 70% delas
ocorrerdo em paises em desenvolvimento (OMS, 2012; 1999).

A nicotina, principal componente psicoativo do tabaco, € um dos psicoestimulantes mais
utilizados no mundo (Boutrel e Koob, 2004). Os cigarros sdo a fonte mais comum de nicotina
e, com isso, estudos indicam que acOes da nicotina sdo responsaveis pelas bases farmacoldgicas
de dependéncia ao cigarro e a outras formas de exposi¢cdo ao tabaco (Di Chiara, 2000; Royal
College of Physicians, 2000; Stolerman e Shoaib, 1991; U.S. Department of Health and Human
Services, 1988). O consumo de tabaco vem caindo ao longo dos anos, mas ainda atinge cerca
de 8% dos adolescentes nos EUA 2018 (Cullen et al., 2018). Além disso, tem havido um
aumento acelerado do consumo de produtos do tabaco de nova geracdo, como 0s cigarros
eletrénicos, com usuérios adolescentes chegando a alarmantes 21% em 2018 (Cullen et al.,
2018; Miech et al., 2019). Estima-se que mais de seis milhdes de crian¢as eventualmente irdo
morrer prematuras em decorréncia de doencas relacionadas ao habito de fumar somente nos
Estados Unidos (American Lung Association, 2002; CDC, 1998).

Aproximadamente um ter¢o da populacdo mundial é constituida por fumantes e a
maioria iniciou o habito de fumar durante a adolescéncia (Mansvelder e McGehee, 2002).
Estudos mostram que a probabilidade de parar de fumar na idade adulta diminui
substancialmente quando o habito de fumar é iniciado durante a adolescéncia (Klein et al.,
2004). Além disso, o inicio do consumo do cigarro durante a adolescéncia esta associado a
dependéncia quimica que se estende por longos periodos (Chen e Millar, 1998; National
Institute on Drug Abuse, 1998; Nelson et al., 1995) e, mais importante, parte dos fumantes

adolescentes apresentam sintomas de dependéncia antes mesmo de se tornarem fumantes
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diarios, frequentemente com poucos dias de fumo ocasional (Di Franza et al., 2000, 2002a,
2002b; O'Loughlin et al., 2002).

Varios estudos em animais experimentais vém demonstrando que 0 consumo de nicotina
durante a adolescéncia produz alteragcGes neurocomportamentais persistentes (Abreu-Villaga et
al., 2010; Oliveira-da-Silva et al., 2009; Ribeiro-Carvalho et al., 2008; Abreu-Villaca et al.,
2003; Brielmaier et al., 2007; Nolley e Kelley, 2007; Slawecki et al., 2004; Slawecki e Ehlers,
2002; Trauth et al., 2000). Além disso, a exposicao a nicotina durante a adolescéncia, também
resulta em mudancas da atividade neurofisioldgica em adultos (Slawecki et al., 2003). Recentes
estudos utilizando roedores adolescentes expostos & nicotina proporcionam suporte
neuroquimico e comportamental para a hipdtese da adolescéncia como periodo critico (Abreu-
Villaca et al., 2010; Oliveira-da-Silva et al., 2009; Ribeiro-Carvalho et al., 2008; Abreu-Villaca
et al., 2003, Adriani et al., 2002; Klein, 2001; Laviola et al., 2003; Miao et al., 1998).

Modelos animais tém ajudado a esclarecer essa associagdo entre a exposi¢do ao tabaco,
em especial a nicotina, e desordens de humor. Estudos sobre ansiedade tem demonstrado que a
exposicdo a nicotina pode ter efeitos tanto ansioliticos (Brioni et al., 1993) como ansiogénico
(Ouagazzal et al., 1999), dependendo da idade e modelo de administracdo. Estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa demonstrou que a abstinéncia da nicotina durante a adolescéncia
promoveu um efeito ansiogénico em camundongos fémeas (Abreu-Villaga et al., 2008),
corroborando a ideia que fémeas sdo mais susceptiveis aos efeitos da nicotina e que a ansiedade
pode ser fator de fundamental importancia na manutencéo do habito de fumar. Estudos animais
também corroboram o efeito antidepressivo da nicotina (Suemaru et al., 2006), como também
que a abstinéncia de nicotina promove aumento do comportamento associado a depressdo
(Mannucci et al., 2006). Da mesma forma, em um estudo do nosso grupo, a abstinéncia pela
nicotina promoveu aumento do comportamento tipo depressivo em fémeas (Ribeiro-Carvalho
et al., 2011). Poucos trabalhos em biologia experimental tém se dedicado a descrever as
alteracbes emocionais provocadas pela exposicdo a fumaca de cigarro e ndo somente a
exposicdo a nicotina. Interessantemente, nosso grupo observou em um estudo recente que a
exposicdo a tabaco com altos niveis de nicotina promoveram aumento de comportamento
associado a ansiedade, enquanto que o aumento de comportamento associado a ansiedade s6
foram observados na abstinéncia de cigarros com baixos niveis de nicotina (Abreu-Villaca et
al., 2014). Este resultado indica que outros componentes, além da nicotina, tenham papel

relevante nos efeitos do tabaco na geracédo de alteracGes emocionais.
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A Pesquisa Nacional sobre Abuso de Drogas e Salde de 2007 relatou que
aproximadamente 16% dos adolescentes com idades entre 12 e 17 anos eram usuarios de etanol,
com 10% desses adolescentes classificados como bebedores compulsivos (U.S. Department of
Health and Human Services, 2008). Os dados do estudo Monitoring the Future mostram que a
prevaléncia e 0 consumo excessivo de alcool em homens atingem os picos com idades entre 21
e 22 anos e depois diminuem linearmente durante a idade adulta (Bachman et al., 1997). De
acordo com esses achados, Grant et al. (2004) relataram que individuos com idades entre 18 e
29 anos exibem as maiores taxas de abuso e dependéncia de alcool. Uma série de estudos
epidemioldgicos demonstraram claramente que o uso de etanol durante o inicio da adolescéncia
é um fator de risco para o desenvolvimento posterior da dependéncia do alcool (Ehlers et al.,
2010; Hicks et al., 2010; Hingson et al., 2008; Ehlers et al., 2006; Grant, 1998; Grant e Dawson,
1997). Adolescentes que usam quantidades substanciais podem exibir uma variedade de
sintomas de dependéncia ao alcool, incluindo evidéncias de tolerancia, aumento progressivo de
consumo, dificuldade em diminuir a quantidade de bebida ingerida e parar de beber (Pollock e
Martin, 1999). Adicionalmente, uma vez dependentes, a frequéncia de recaida para
adolescentes se aproxima daquela de adultos alcoolistas, apesar do tempo de abuso por
adolescentes ser muito menor quando comparado com adultos (Brown, 1993).

O mecanismo pelo qual o consumo precoce de alcool leva a um aumento do risco de
dependéncia de alcool em individuos de alto risco ndo é conhecido. Alguns autores relatam que
0s niveis de stress sdo um dos fatores que podem predizer o uso e abuso de alcool e outras
drogas por humanos adolescentes (Baer et al., 1987; De Wit et al., 1999; Deykin et al., 1987;
Johnson e Pandina, 1993; Tschann et al., 1994; Wills, 1986). Outra possibilidade é que os
adolescentes podem exibir insensibilidade a algumas consequéncias negativas decorrentes ao
uso de alcool, durante e apds o consumo. Uma hipétese sugere que o consumo intensivo de
alcool pode interromper o curso normal do desenvolvimento social e cognitivo, levando a um
aumento do risco de varias patologias, incluindo toxicodependéncia (De Wit et al., 2000; York,
1999). Uma hipotese alternativa é que os adolescentes que iniciam o consumo de alcool durante
0 inicio da adolescéncia podem ter uma predisposicdo subjacente a comportamentos
desinibidores que impulsionam seu consumo inicial de &lcool, bem como outras acdes
arriscadas (lacono et al., 2002; Jessor e Jessor, 1977).Essas hipoteses sdo dificeis de distinguir

em estudos humanos, no entanto, o desenvolvimento de modelos animais para estudar os perfis
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comportamentais do adolecente sobre a susceptibilidade aos efeitos da exposi¢do do etanol
poderia ser Util na compreensdo dos fatores de risco para o consumo de alcool na adolescéncia,
tanto como, sugerir mecanismos cerebrais subjacentes a formacao dos grupos de risco.

O periodo de adolescéncia em roedores tem uma serie de semelhancas com a condicéao
humana, tornando-o um modelo razoével para estudar susceptibilidade ao consumo de &lcool
(Spear e Varlinskaya, 2005; Spear, 2000a,b). Os estudos que investigam as diferencas de
desenvolvimento nos padrdes de consumo de alcool indicam que os ratos adolescentes
apresentam maiores niveis de ingestdo de etanol quando comparados com ratos adultos (Brunell
e Spear, 2005; Doremus et al., 2005; Fabio et al., 2014; Sarviharju et al., 2001; Spear, 2004,
2007; Vetter et al., 2007; Vetter-O'Hagen et al., 2009). Estudos utilizando modelos animais
também indicaram que o consumo voluntario de etanol durante a adolescéncia pode, em alguns
modelos, ser mostrado para facilitar a aquisi¢do de auto-administracdo de alcool, aumentar o
comportamento de desejo e/ou aumentar a probabilidade de recidiva nesses animais na idade
adulta (Alaux-Cantin et al., 2013; Gilpin et al., 2012; Jeanblanc et al., 2015; McBride et al.,
2005; Serlin e Torregrossa, 2015; Spear, 2000c; Toalston et al., 2015). Além disso, estudos
demonstram que animais experimentais que sdo geneticamente mais suscetiveis a consumir
etanol voluntariamente podem rapidamente auto-administrar etanol durante a adolescéncia, mas
que caracteristicas do meio também influenciam o consumo (Barron et al., 2005). Similarmente,
tem sido demonstrado que fatores genéticos e epigenéticos influenciam o desenvolvimento do

alcoolismo em humanos (Barron et al., 2005).

Modelos Animais e suas linhagens

Modelo animal pode ser definido como um produto experimental desenvolvido em
determinada espécie com o propdsito de estudar fenbmenos que ocorrem em outra espécie
(McKinney, 1984; Ferreira et al., 2005). Segundo Fagundes e colaboradores (2004), um modelo
deve ter caracteristicas suficientes para ser semelhante ao objeto imitado e ter a capacidade de
ser manipulado sem as limita¢fes do objeto imitado. No caso de modelos animais de doengas
humanas, eles se tornam validos quando apresentam as mesmas estruturas envolvidas no
comportamento ou na patologia em estudo, ou seja, devem ser 0 mais semelhante possivel ao
que se deseja estudar (Kaplan, 1973; Hochman et al., 2004; Fagundes et al., 2004; Massironi,

2012). Como exemplo, modelos animais podem ser como resultado de mutagdes, espontaneas
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ou induzidas, que levam a uma alteracdo fenotipica em decorréncia de um produto proteico ndo
funcional ou ausente. Uma grande quantidade desses mutantes apresenta fenotipos que se
assemelham fortemente aqueles observados em certas doencas humanas, podendo essas
homologias se estender ao nivel molecular (Godard, 2008).

O desenvolvimento de drogas terapéuticas eficazes pode vir a ocorrer através do uso de
modelos animais que desenvolvam patologias semelhantes as desenvolvidas em humanos,
desde que se consiga identificar os alvos e as vias bioquimicas e fisioldgicas envolvidas nos
mecanismos de acdo comuns a patologia estudada (Moore, 1999). Entre as diferentes espécies
animais utilizados na experimentacdo biomédica, o camundongo é amplamente estudado
(Andersen et al., 2004; Abramov et al., 2008; Arndt et al., 2009; Koike et al., 2009).

Desde o século XVII os camundongos sao utilizados em experimentacdo, havendo um
grande desenvolvimento no estudo de sua genética a partir do século XX, quando Haldane
publicou o primeiro mapa genético do camundongo (apud Massironi, 2012). Tal fato
desencadeou um grande aumento no numero de pesquisas utilizando esta espécie, que na
verdade vem aumentando até hoje. Sendo assim, 0 emprego do camundongo tornou-se usual,
passando a dominar completamente as praticas experimentais (Andersen et al., 2004). Dentre
as caracteristicas que o tornam adequado ao uso nas pesquisas cientificas, podemos citar o
tamanho corporal, a docilidade, a facilidade de manuseio, a prolificidade e o ciclo de vida curto,
que possibilita a experimentacdo, 0 acompanhamento das pesquisas realizadas por varias
geracOes em curto periodo de tempo e em espaco reduzido, além da similaridade biologica que
0 aproxima do ser humano (Willner, 1991a). O sequenciamento completo do genoma de
camundongos foi publicado em 2002. Depois do homem, o camundongo é o mamifero que
possui 0 genoma mais bem estudado e conhecido (Waterston et al., 2002).

Rotineiramente, cientistas de todo 0 mundo usam diferentes linhagens de roedores para
uma variedade de propdsitos. Modelos de ratos de cepas distintivas sdo intensamente utilizados
para estudar primordialmente doencas humanas. Quanto a classificacdo genética das linhagens
de camundongos utilizados em pesquisa, podemos dividi-los em linhagens que resultam de
acasalamentos entre irmdos (inbred), sdo chamados de isogénicos, enquanto coldnias
provenientes de acasalamentos ao acaso (outbred), sdo ditos heterogenéticos (Massinori, 2009).
Os camundongos cruzados aleatoriamente, denominados outbred, formam lotes de
camundongos nédo definidos geneticamente, estas colonias sdo mais faceis de criar em funcao
do vigor hibrido, apresentando frequéncia de acasalamentos produtivos proxima a 100%

(Massironi, 2009). As colbnias de camundongos outbred sdo Uteis, por exemplo, em pesquisas
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nas quais o gendtipo do animal ndo precisa ser conhecido. Uma das col6nias de camundongos
outbred mais utilizadas € a Suica (Massironi, 2009).

Uma linhagem isogénica é produzida pelo cruzamento entre irméos, por 20 ou mais
geracOes. Exceto pela diferenca sexual, os camundongos de uma mesma linhagem isogénica
sdo identicos, dentro do geneticamente possivel. A vantagem na sua utilizacéo se traduz no fato
que a padronizacdo de linhagens isogénicas reduz possiveis variacbes em resultados
experimentais devido ao seu padrdo genético, permitindo assim a utilizacdo de um nimero
menor de animais para que seja alcancado o poder estatistico necessario. As linhagens
isogénicas apresentam caracteristicas que as diferem umas das outras e, a0 mesmo tempo,
uniformidade fenotipica e genética entre os individuos de uma mesma linhagem, o que implica
em variacdes experimentais restritas a fatores externos sem a influéncia da genética do animal
(Andersen et al., 2004; Benavides e Guénet, 2003; Casellas, 2010; Knight e Abbot, 2002).
Assim, cada linhagem isogénica tem um leque de caracteristicas particulares como o tipo de
tumores espontaneos, produgdo de leite, habilidade para aprender, agressividade,
susceptibilidade a agentes infecciosos, entre outras, que tornam a sua escolha essencial para o
desenho experimental e para a obtencédo de resultados confiaveis (Benavides e Guénet, 2003).
Atualmente, mais de 90% dos trabalhos cientificos publicados em todas as areas usam linhagens
isogénicas (Massinori, 2009).

As duas linhagens de camundongos mais usadas na pesquisa em neurociéncia
comportamental sdo a Suica e a C57BL/6. Camundongos C57BL/6 machos e fémeas tém sido
sujeitos a muitas investigacdes comportamentais semelhantes a ansiedade, uma vez que é um
fundo comum para camundongos transgénicos (Paylor e Crawley, 1997; Tarantino et al., 2000;
Brooks et al., 2004, 2005; Mineur et al., 2006). Camundongos sui¢os tém sido amplamente
utilizados para pesquisas biomédicas em uma série de protocolos que investigam a emotividade
(Kawakami et al., 2010) e como sujeitos de pesquisas farmacolégicas (Ribeiro e De Lima,
2002; Texeira et al., 2004; Klein et al., 2014; Galdino et al., 2015). Camundongos suicos e
C57BL/6 também tém sido usados para estudar transtornos de humor, assim como
comportamento depressivo (Martin e Brown, 2010; Costa et al., 2013; Zhu et al., 2014). Os
parametros comportamentais diferem enormemente entre as diferentes linhagens isogénicas e
tal aspecto tem sido utilizado como ferramenta para se investigar os fatores genéticos
subjacentes a estes comportamentos (Tarantino et al., 2000). Entretanto, poucos trabalhos
comparam parametros comportamentais e fisioldgicos entre linhagens heterogénicas e

isogénicas.
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Modelos Animais de Dependéncia/Adicéao

Como dito anteriormente, adolescentes divergem em comportamento com individuos
mais jovens e mais velhos. Estudos com roedores demonstram que adolescentes apresentam
diferencas quando comparados com adultos em relacdo a medidas de ansiedade, depresséo e
reatividade ao stress (Adriani e Laviola, 2004; Slawecki, 2005). Ratos adolescentes podem
exibir niveis menores ou maiores de ansiedade em andlises comportamentais quando
comparados com adultos (Cheeta et al., 2001; Doremus et al., 2003; Elliott et al., 2005; Genn
et al., 2003; Imhof et al., 1993; Primus e Kellog, 1989; Slawecki, 2005; Walker et al., 2004),
apresentam niveis elevados de busca pela novidade (Adriani et al., 1998), impulsividade
(Adriani e Laviola, 2003) e comportamento de risco (Macri’s et al., 2002), bem como reducéo
de resposta ao estresse (Adriani e Laviola, 2000). Ratos adolescentes exibem aumento no
comportamento exploratdrio e na busca de novidade em relacédo a ratos em outras idades (Spear
et al., 1980; Spear, 2000). Além disso, adolescentes sao mais propensos a comportamentos de
risco, como o uso de drogas (Martin et al., 2002).

O desenvolvimento de modelos animais de exposicdo a drogas de abuso durante a
adolescéncia tem sido extremamente interessante, pois permite diversas investigagdes como,
por exemplo, 0s mecanismos cerebrais subjacentes aos efeitos do consumo precoce em
adolescentes (Barron et al., 2005). Em geral, estudos com esses modelos visam dois objetivos
principais. O primeiro deles visa estudar as consequiéncias do uso cronico das drogas, incluindo
o desenvolvimento de tolerancia/sensibilizacdo e a dependéncia fisica/sindrome de abstinéncia.
Nesses modelos, a droga € administrada pelo pesquisador de maneira forcada através da dieta,
ou de intubacdo gastrica, ou por injecdo e até mesmo por inala¢do. O segundo objetivo, de
particular interesse para o presente projeto, visa estudar no animal o comportamento de procura
a droga. Os modelos de comportamento de procura a droga tentam demonstrar as propriedades
reforcadoras das drogas, as quais se acredita desempenhem um papel central no
desenvolvimento da dependéncia (Spanagel, 2000; Meisch, 2001). Os modelos animais
desenvolvidos até 0 momento para estudar dependéncia de drogas podem ser classificados em
trés grupos: modelos que estudam as propriedades reforcadoras positivas, modelos que estudam
as propriedades reforcadoras negativas e modelos que tentam mimetizar aspectos diferentes da
adicdo, como o uso compulsivo (fissura), a recaida e a perda do controle sobre o uso (Spanagel,

2000; Colombo et al., 2004; Ginsburg e Lamb, 2013). Varias abordagens experimentais tém
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sido empregadas nestes modelos, entre elas a autoadministragdo por livre escolha (Ahmed e
Koob, 1998; Ahmed e Koob, 1999; Ahmed et al., 2000; Roberts et al., 2000).

Autoadministracdo por livre escolha

As drogas de abuso funcionam como estimulos reforcadores positivos, sendo essa sua
propriedade o conceito principal para a auto-administracdo das drogas. Duas abordagens para
0 estudo da auto-administragdo das drogas sdo empregadas: a preferéncia oral e o
comportamento operante. Na primeira abordagem, os animais tém, em suas gaiolas, livre acesso
a droga e escolhem livremente entre agua e uma ou varias solucGes contendo diferentes
concentracdes de droga. Normalmente, os animais devem escolher entre duas garrafas, uma
contendo a droga, que pode ser adocada ou ndo, e a outra contendo uma solugdo sem a droga.
Quando é dada aos animais uma escolha entre solugdes, a propor¢do de droga ingerida em
relacdo ao consumo total de liquidos (razdo de preferéncia) € usada para caracterizar a
preferéncia pela droga (Cunningham et al., 2000).

Uma variacdo nesse modelo de auto-administracdo consiste, ap6s um periodo
prolongado de livre acesso a droga, em uma fase de privacdo onde os animais permanecem
abstinentes por alguns dias ou até semanas, de acordo com o protocolo usado. Em seguida,
todas as solucBes contendo droga sdo entdo novamente oferecidas (Spanagel e Holter, 2000;
Spanagel, 2000). A reapresentacao das solucdes da droga leva a um aumento temporario no seu
consumo e na preferéncia que é chamado de efeito da privacdo da droga. Nessa fase, os animais
consomem quantidades maiores das solucBes da droga, assim como ocorre uma alteracdo no
ciclo diario normal dos animais, que passam a ingerir a droga durante a fase clara do dia, na
qual os animais costumam permanecer mais inativos. Esse modelo de preferéncia é mais
utilizado para o estudo do alcool, inclusive tem sido usado como base para selecdo genética
entre animais que preferem e os que ndo preferem o alcool (Li, 2000), mas também estudos
usando cocaina (Jentsch et al., 1998).

Nos experimentos, as garrafas podem estar disponiveis 24 horas por dia (livre escolha)
(Cabral et al., 2006; Bonassoli et al., 2011; Pisu et al., 2011), ou apenas em curtos periodos do
dia (acesso limitado) (Sinnot et al., 2002). Entretanto, roedores submetidos a testes de consumo
por livre escolha de etanol, a partir da técnica de fade out sacarose, raramente consomem mais

de 2 g/kg/dia dessa substancia (Heilig e Koob, 2007). Essa pequena concentracdo néo atinge
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uma alcoolemia necessaria para gerar sinais de abstinéncia (Heilig e Egli, 2006), parametro
relevante para anélise da dependéncia (Heilig e Koob, 2007), embora tenha sido demonstrado
que o baixo consumo de alcool foi suficiente para induzir alteragdes comportamentais em ratos,
como a agressao (Van Erp e Miczek, 1997).

Como o etanol e a nicotina tem um sabor estranho para o0s animais, € normal eles terem
um pouco de receio ao experimentar e consumir a substancia, fenébmeno denominado neofobia.
Com isso, 0s pesquisadores tém adaptado estratégias de introduzir o alcool/nicotina em baixas
concentracdes, misturando sacarose ou sacarina (substancias acucaradas com sabor palatavel),
e ao longo do tempo aumentar as concentragdes de alcool gradualmente reduzindo a do agucar
(processo conhecido como fade in etanol fade out sacarose) (Cunningham et al., 2000; Simms
etal., 2010; Villas Boas et al., 2012). A limitacdo desse tipo de modelo € que ndo se pode dizer
que o fato do animal preferir a droga signifique que ele esteja dependente. Apenas é possivel
interpretar que o animal procura a droga quer seja por suas propriedades reforgadoras positivas.
A progressao do uso experimental de uma substancia de abuso para a dependéncia depende de
varios fatores de protecéo e risco, que envolvem aspectos neurobiolégicos, comportamentais e
sociais (O’Brien, 2006). Neste contexto os fatores determinantes interagem de forma complexa
no sentido de aumentar ou diminuir vulnerabilidade do individuo para o desenvolvimento da
dependéncia (Laranjeiras e Ribeiro, 2006).

Sabe-se que um grande numero de pessoas experimenta drogas com potencial de abuso.
Algumas delas passam a consumir drogas ocasionalmente, porém apenas uma parte destes
individuos adquire dependéncia (Lende e Smith, 2002; Vanyukov et al., 2003). Na maioria dos
paises, o consumo de alcool e de outras drogas é comum e o abuso delas é crescente.
Atualmente, o grande desafio na pesquisa psiquiatrica consiste na identificacdo de fatores
biolégicos e ambientais de risco, ou de protecdo, para a vulnerabilidade ao desenvolvimento de
dependéncia. Vale ressaltar que a intensa busca pela novidade tem sido associada a um maior
consumo de drogas de abuso (Abreu-Villaga et al., 2006; Spear, 2000). Em humanos, estudos
tém encontrado forte correlacdo entre niveis elevados de busca por sensacdes novas e uso de
drogas, incluindo nicotina (Zuckerman, 1994), cuja a dependéncia tem sido associada a altos
niveis de impulsividade (Mitchell, 1999; Poulos et al., 1998). Por exemplo, camundongos
adolescentes que demonstram maior busca pela novidade, considerando seu comportamento no
teste do campo vazado, consomem mais nicotina do que aqueles que demonstram menor busca
pela novidade (Abreu-Villaga et al., 2006), 0 que sugere que niveis elevados de busca por novos
estimulos podem contribuir significativamente para o0 uso e abuso de drogas durante a

adolescéncia.
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Assim, considerando que: 1°) O uso abusivo de alcool é atualmente classificado como
o terceiro principal fator de risco para patologias e incapacidade no mundo; 2°) 61,7% da
populacdo mundial com 15 anos ou mais de idade ja ingeriram bebidas alcodlicas; 3°) o tabaco
¢ uma das drogas mais consumidas no mundo; 4°) mais de 90% dos fumantes iniciam o habito
durante a adolescéncia; no presente projeto propomos testar o papel dos perfis fenotipicos em
comportamentos associados a ansiedade, depressdo, sociabilidade, atividade exploratéria e
preferéncia a sacarose nas alteracdes em parametros associados a susceptibilidade e os padrdes
de consumo de etanol e nicotina em camundongos adolescentes e adultos das cepas Suica e
C57BL/6. Desta forma, caracterizar em modelo animal quais fendtipos comportamentais em
adolescentes séo relevantes na susceptibilidade ao uso destas drogas e, assim, estudar os

mecanismos que podem estar envolvidos neste processo.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral:

Avaliar se os perfis fenotipicos exibidos em testes comportamentais (Campo Vazado,
Labirinto em Cruz Elevado, Sociabilidade em Trés Camaras e Nado Forcado) influenciam
parametros associados a susceptibilidade ao etanol e nicotina, como também, nos padrées de
consumo destas drogas em camundongos adolescentes e adultos.

1.2. Objetivos especificos:

o Avaliar o papel do comportamento associado a ansiedade;

o Avaliar o papel do comportamento de busca por recompensas naturais;
o Avaliar o papel do comportamento de busca por novidades;

o Avaliar o papel do comportamento de tomada de decisé&o;

o Avaliar o papel do comportamento de avaliagéo de risco;

o Avaliar o papel do comportamento de perseveranca em situacfes aversivas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados neste estudo 140 camundongos da cepa Suica e 133 camundongos da
cepa C57BL/6, criados e mantidos no biotério do Laboratorio de Neurofisiologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro em um ciclo diario de 12 horas claro/escuro (onde o
periodo escuro inicia a partir de 13 h), com temperatura controlada e mantida em torno de 21°C,
e livre acesso a agua e comida. Os experimentos descritos abaixo foram aprovados previamente
pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA) do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e
estam de acordo com a declaracdo de Helsinki e com o Guia de cuidados e uso de animais de
laboratério adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de Sadde.

Os animais progenitores foram agrupados em caixas com um macho e duas fémeas.
Assim que a gravidez foi detectada, a fémea gravida foi individualizada e acompanhada
diariamente para determinacdo do dia do nascimento, que é considerado o primeiro dia pés-
natal (PN1). Ao completar 25 dias de vida pos-natal (PN25), os animais foram desmamados e

separados por sexo, sendo organizado em 5 animais por caixa, no maximo.

2.2. Testes comportamentais

Para tracar o perfil fenotipico comportamental dos animais em estudo, cada animal foi
submetido a uma serie de 3 dias de testes comportamentais: Teste do Campo Vazado e Teste
do Labirinto em Cruz Elevado no 1° dia; Teste de Sociabilidade em Trés Camaras e Teste do
Nado Forcado no 2° dia; e Teste da Preferéncia a Sacarina, com duracdo de 24 h e iniciado logo
apos ao Teste do Nado Forcado. O inicio dessa bateria de testes comportamentais variou de
acordo com o periodo etario avaliado, podendo ser iniciado em PN40, para investigacdo do
perfil na adolescencia; ou PN120, para investigacdo do perfil na idade adulta. O horéario para a

realizacdo do teste comportamental, bem como o local de realizagéo destes, foram 0s mesmos
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utilizados em todas as idades estudadas. Além disso, os animais foram ambientados na sala de
testes por 10 minutos antes do inicio de cada teste.

Como descrito em detalhes nos proximos tépicos, a mediana dos dados obtidos em cada
teste comportamental foi utilizada como ponto de corte entre animais considerados com baixa
e alta expressdo do fenotipo associado a cada teste. A subdivisdo dos animais com base no
fendtipo foi utilizada para avaliar se o dado fenétipo era determinante da susceptibilidade ao
etanol e nicotina. Para tanto, no dia seguinte ao termino dos testes comportamentais (PN42 para
os adolescentes e PN122 para os adultos), os camundongos de diferentes fenotipos foram

submetidos a outro teste: o teste de livre escolha entre 2 garrafas.

2.2.1. Teste do Campo Vazado (Holeboard Test)

O teste do Campo Vazado (CV) é utilizado para avaliar os niveis de busca por novos
estimulos (“busca por novidade”) (File, 2001). O aparelho consiste em uma caixa retangular
branca de polipropileno (30 cm x 38 cm x 17 cm), cujo chéo é dividido em 16 retangulos (7,5
cm x 9,5 cm), sendo 12 periféricos e 4 centrais, e no centro de cada um deles ha um buraco de
1,5 cm de diametro (Figura 1).

No inicio do teste, cada animal é colocado no centro da caixa, onde é permitido explorar
0 espaco e os orificios livremente. Cada teste dura 5 minutos. Apds o término de cada teste, o
CV foi limpo com &gua com o intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que podem
interferir no comportamento dos demais animais a serem testados. Todos os testes foram
gravados por uma camera para posterior analise. Os testes foram realizados na fase clara, entre
9hellh.
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Figura 1 — llustragdo representando a vista superior do equipamento utilizado no teste do campo
vazado.

A variavel avaliada foi o nimero de vezes que os animais colocaram o focinho nos
orificios do centro e da periferia (nimero de orificios explorados), usado como medida de busca
por novidade (Abreu-Villaca et al., 2006).

2.2.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze Test)

O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um dos testes comportamentais mais
utilizados para se quantificar os niveis de ansiedade em animais experimentais (Carobrez e
Bertoglio, 2005). O LCE foi validado para uso em espécies de roedores, como camundongos
(Lister, 1987) e ratos (Pellow et al., 1985). As expressdes comportamentais demonstradas no
teste do LCE representam uma combinacao de comportamentos exploratérios e de esquiva, bem
como de atividade geral (Carobrez e Bertoglio, 2005).

O LCE utilizado é um aparelho de acrilico de cor cinza, com formato em cruz e consiste
em 2 bracos abertos (sem paredes, 28,5 cm x 5 cm) e dois bragos fechados (com paredes 28,5

cm x 5 cm x 14 cm) perpendiculares entre si e elevados 50 cm acima do chéo (Figura 2).
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Figura 2 — Fotografia em vista superior do labirinto em cruz elevado. Os bragos na horizontal sdo os
chamados bragos fechados (BF). Os bracos na vertical sdo os chamados bracos abertos (BA).

Os camundongos foram colocados individualmente no centro do equipamento,
permitindo que explorem o labirinto por 5 minutos. Os testes foram realizados entre 8 h e 13 h.
Apos o término de cada teste, o labirinto foi higienizado com um pano umedecido com agua
com o intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que podem interferir no
comportamento dos animais seguintes a serem testados. Todos os testes foram gravados por
uma camera digital de video posicionada a 1 m acima do labirinto para analise posterior, sendo
o0 percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos, e 0 percentual de entradas nos bracos
abertos, usados como medidas de ansiedade (Elliott et al., 2004; Fernandes e File, 1996; Hogg,
1996; Rodgers e Dalvi, 1997).

2.2.3. Teste de Sociabilidade em Trés Camaras (Three-Chambered Social Approach Test)

O teste de Sociabilidade em Trés Camaras (STC) tem sido empregado com sucesso para
estudar comportamento social em roedores (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). O teste é baseado
na livre escolha de um roedor em passar o tempo em qualquer um dos trés compartimentos da
caixa durante a sessdo experimental, onde em um dos compartimentos laterais este podera
realizar contato indireto com um animal ndo-familiar.

O aparato do STC consiste de uma caixa de acrilico transparente (20 cm x 22,5 cm x 40

cm), dividida em trés camaras de tamanhos iguais, separadas por duas portas de correr (Figura
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3). Em ambas as cAmaras laterais, sdo posicionadas grades (raio = 8,5 cm, altura = 17 cm)
confeccionadas para a contengdo de camundongos. No momento do teste, uma das cAmaras tem
a grade vazia enquanto a outra tem a grade contendo um camundongo, previamente habituado
a interacdo com outros animais no contexto do teste, de mesmo sexo do camundongo testado.
Ap0s o periodo de habituacao na sala de testes, o camundongo testado é posicionado na cdmara
central do aparelho. Apds 5 minutos de permanéncia na cAmara central, as portas de correr sdo
puxadas e o camundongo tem livre acesso as camaras laterais por um periodo de 10 minutos.
As imagens foram gravadas por uma camera de video posicionada de frente para o aparelho
para analise posterior. As varidveis quantificadas foram: percentual de tempo de permanéncia
na camara vazia e percentual de tempo de permanéncia na cadmara contendo o animal ndo-

familiar.

Figura 3 — Fotografia do teste de sociabilidade. Na camara do centro esta localizado o animal a ser
avaliado. Posicionado dentro da grade direita esta o animal ndo-familiar.

2.2.4. Teste do Nado Forcado (Forced Swim Test)

O teste do Nado Forcado (NF) é o teste mais utilizado para se avaliar comportamento
tipo depressivo em roedores (Bogdanova et al., 2013). Utilizamos um teste modificado do
original, onde cada animal foi submetido a uma sesséo de 6 minutos. O procedimento do teste
é descrito em detalhes no trabalho de Filgueiras e colaboradores (2006). Neste teste, cada
camundongo é colocado em um recipiente de acrilico (diametro = 19 cm, altura = 25 c¢cm)

preenchido com 4gua (altura da coluna d’agua = 20 cm) a uma temperatura de aproximadamente
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25°C (Figura 4). O comportamento do animal foi continuamente registrado ao longo da sessao
através de uma camera digital de video.

Foi avaliado no NF o tempo de imobilidade, representado pelo tempo que os animais
permaneciam flutuando com a cauda e as patas imdveis com a excecdo de pequenos
movimentos posturais necessarios & manutencdo da cabeca do animal fora da 4gua. A medida

de imobilidade foi usada como medida de comportamento associado & depressao.

Figura 4 — Fotografia com viséo lateral do recipiente preenchido com agua utilizado para a realizacdo
do teste do nado forgado.

2.2.5. Teste da Preferéncia a Sacarose (Sucrose Preference Test)

Neste teste, os camundongos foram isolados e tiveram acesso durante 24 h a duas
garrafas, uma contendo agua e a outra contendo uma solucdo de sacarose a 2%. As garrafas
foram medidas no dia seguinte a exposicdo (Figura 5). O consumo, tanto de dgua como de
sacarose foi calculado pela diferenga entre os pesos inicial e final (Willner, 1991b). A
preferéncia foi calculada em valores percentuais, pela razdo entre o consumo de sacarose (peso
inicial menos o peso final em gramas das garrafas de sacarose) e o consumo total (consumo de

agua (peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas de 4gua) + consumo de sacarose
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(peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas de sacarose)) e multiplicando-o por
100 (Figura 6).

Figura 5 — Gaiola preparada para o Teste de Preferéncia a Sacarose

Preferéncia = Consumo de Sacarose X 100

Consumo de Sacarose + Consumo de Agua

Figura 6 — Calculo do Teste de Preferencia a Sacarose.

2.3. Critérios de formacao dos grupos experimentais

Os animais foram separados em 4 modelos experimentais, de acordo com a droga
utilizada no protocolo de administracdo de livre escolha (nicotina ou etanol) e com o periodo
em que iniciaram tal protocolo de exposi¢do (adolescentes ou adultos, que iniciaram a
autoadministracdo em PN122). Desta forma, foram formados 4 grupos experimentais:

Grupo exposto a nicotina na adolescencia (NIC-40): Neste grupo os animais
iniciaram na adolescencia (PN42) a autoadministracdo por livre escolha com
nicotina ou 4gua. Tanto a pipeta com nicotina free base (10 pg/ml) (Sigma, St Louis,
MO) quanto a pipeta com agua tiveram adicionada sacarina a 2% e foram
administradas como unicas fontes de liquido.

Grupo exposto a nicotina na vida adulta (NIC-120): Neste grupo os animais
iniciaram na vida adulta (PN122) a autoadministracdo por livre escolha com

nicotina ou 4gua. Tanto a pipeta com nicotina free base (10 pg/ml) (Sigma, St Louis,
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MO) quanto a pipeta com &gua tiveram adicionada sacarina a 2% e foram
administradas como Unicas fontes de liquido.

Grupo exposto ao etanol na adolescéncia (ETOH-40): Neste grupo os animais
iniciaram na adolescencia (PN42) a autoadministragéo por livre escolha com etanol
ou agua. Tanto a pipeta com etanol a 10% (&lcool etilico P.A. a 98,3% - VETEC)
guanto a pipeta com &gua tiveram adicionada sacarina a 2% e foram administradas
como Unicas fontes de liquido.

Grupo exposto ao etanol na vida adulta (ETOH-120): Neste grupo os animais
iniciaram na vida adulta (PN122) a autoadministragéo por livre escolha com etanol
ou agua. Tanto a pipeta com etanol a 10% (alcool etilico P.A. a 98,3% - VETEC)
quanto a pipeta com agua tiveram adicionada sacarina a 2% e foram administradas

como Unicas fontes de liquido.

2.4. Teste de Livre Escolha entre Duas Garrafas (Two Bottle Choice Test)

O protocolo de consumo voluntario ou livre-escolha entre duas garrafas € um modelo
validado e amplamente utilizado para o estudo de consumo de uma solugéo de interesse em
relacdo a dgua (Bahi e Dreyer, 2012).

Para esse experimento, foram utilizados 2 protocolos, que diferem na solucdo de
interesse apresentada juntamente com a agua. S&o eles o protocolo com nicotina e o protocolo

com etanol.

2.4.1. Nicotina

Em PN42, o grupo dos camundongos adolescentes tiveram suas garrafas de agua
retiradas e 0s animais passaram a ter acesso a pipetas volumétricas preenchidas com uma
solugdo contendo nicotina (10 pg/ml - Sigma, St Louis, MO) diluida em agua potavel (Unica
fonte de &gua). Ambas pipetas continham uma solugdo de sacarina a 2%, a fim de mascarar 0
gosto amargo da nicotina. No momento da quantificacdo da ingesta das solugdes, as pipetas

foram retiradas para esvaziamento do conteudo e preenchimento com solugdes novas, sendo
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entdo devolvidas aos animais apds o periodo de meia hora aproximadamente. Este modelo de
administracdo de nicotina foi utilizado pois a ingestéo de nicotina ocorreu de forma ad libitum
(modelo de agora em diante chamado de “sem restri¢do”), padrdo semelhante ao consumo de
nicotina por humanos tabagistas.

Ap0s 5 dias de autoadministracdo por livre escolha por 24 h, as pipetas foram retiradas
das gaiolas, privando o animal de nicotina por 48 h. Durante todo o periodo de privacdo, agua
e comida estiveram disponiveis ad libitum. Entdo, foram novamente ofertadas ao animal duas
pipetas com as mesmas solucbes previamente descritas, diferindo apenas na diminuicdo do
periodo de oferta para 3 h (entre 13 h e 16 h), sendo retiradas ao final desse periodo e o animal
mantido em privagdo total de liquidos por 21 h (modelo de agora em diante chamado de “com
restri¢ao”). A privacao e subsequente oferta de duas opcdes de liquido se repete por 6 dias.

Durante os 5 primeiros dias foram utilizadas solu¢des de 10 pg/ml de nicotina (free
base, Sigma, USA), apds estes dias, a concentracdo de nicotina foi sendo progressivamente
diminuida a cada 2 dias, em um procedimento é conhecido como Fading Study. Sendo assim,
nos 8° e 9° dias a concentracdo foi de 10 pg/ml, nos 10° e 11° dias 7,5 pg/ml e nos 12° e 13°
dias utilizamos 5 pg/ml. O objetivo do Fading Study € observar se 0s animais aumentavam o
consumo da solucdo com nicotina a fim de manter estavel a dose ingerida da droga. A aferigédo
se fez subtraindo o volume final encontrado ap6s 3 h pelo inicial colocado, que era sempre de
10 ml.
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Figura 7 — Desenho experimental do Teste de Livre Escolha entre Duas Garrafas utilizando nicotina e
agua em animais adolescentes e adultos.

O protocolo da autoadministracdo de nicotina por livre escolha em animais adultos é
semelhante ao protocolo com os animais adolescentes, diferindo somente do inicio da

autoadministragdo, que comeca em PN122 nesse grupo de animais.

2.4.2. Etanol

Apbs o periodo de ambientacdo no biotério, os animais adolescentes (PN42) foram
separados em caixas individuais contendo maravalha limpa e receberam racéo e duas garrafas,
contendo em uma delas agua potavel, e em outra garrafa, a solugdo experimental de etanol. O
acesso a solucdo experimental ocorreu em regime continuo (24 h/todos os dias). Foi utilizado
alcool etilico P.A. a 98,3% (VETEC) diluido em &gua nas proporc¢des de 5 e 10% (v/v).

Apbds 5 dias do procedimento, 0s animais passaram por um periodo de abstinéncia de
etanol de dois dias. Durante todo o periodo de privacao, agua e comida estaveram disponiveis
ad libitum em todos os momentos na gaiola. No final do periodo de privacéo de dois dias e ap6s
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21h de privagdo de agua, todos os animais foram re-expostos diariamente por 3 h (entre 13 h e
16 h) ao consumo voluntério entre 4gua e uma solucdo de etanol, cuja concentracdo (v/v) foi
reduzida gradativamente a cada 3 dias. Sendo assim, nos 8°, 9° e 10° dias a concentracao foi de
10% e nos 11°, 12° e 13° dias utilizamos 5%. Apds as 3 h diarias de consumo voluntario, as
pipetas sdo retiradas e o animal é mantido em privacéo total de liquidos por 21 h. O objetivo do
Fading Study é observar se os animais aumentavam o consumo da solucdo com etanol a fim de
manter estavel a dose ingerida da droga. A afericdo se fez subtraindo o volume final encontrado

apos 3 h pelo inicial colocado, que sera sempre de 10 ml.
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Figura 8 — Desenho experimental do Teste de Livre Escolha entre Duas Garrafas utilizando etanol e
agua em animais adolescentes e adultos.

O protocolo da autoadministracdo de etanol por livre escolha em animais adultos é
semelhante ao protocolo com os animais adolescentes, diferindo somente do inicio da

autoadministracdo, que comeca em PN122 nesse grupo de animais.
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2.5 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média. A andlise de resultados
foi realizada através do software Statistical Package for the Social Sciences (IBM, USA).
Foram realizadas ANOVAs univariadas para cada teste comportamental considerando idade,
cepa e sexo como fatores, seguidas de ANOVAs de menor ordem quando houver interacgdes.
Para a analise comportamental, ANOVAs foram realizadas para cada uma das idades estudadas,
considerando como fatores o perfil fenotipico comportamental e sexo. ANOVAs de menor
ordem foram utilizadas toda vez que interacGes de fendtipo com sexo foram detectadas.
Diferencas entre grupos individuais foram analisadas utilizando FPLSD como teste post-hoc.
Entretanto, toda vez que ndo hé interacdo entre fenotipo e outros fatores, apenas o efeito do

fendtipo é considerado.
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil de consumo

3.1.1 Consumo de nicotina em animais da cepa Suica

Quando comparados a animais adultos, animais adolescentes apresentam maior
consumo de nicotina de forma independente do modelo de teste de escolha (sem e com
restricdo) e doses utilizadas (F64) = 20,6; P < 0,001; Grafico 9A). Este resultado pode ser
claramente evidenciado com a analise do consumo ao longo dos dias. Adolescentes tiveram
maior percentual de consumo de nicotina em todos os dias com a exce¢do do segundo, nono e
décimo (Figura 11B, nono e décimo P = 0,08 e P = 0,09, respectivamente). Vale ressaltar que
ndo foi observado efeito da dose ou do dia no percentual de consumo, indicando que ndo houve

efeito significativo da variacdo do modelo do teste ou da reducdo da dose.
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Figura 9 — Perfil de consumo de nicotina entre camundongos Suicos adolescentes e adultos com ou
sem restricdo do consumo de liquidos durante teste de livre-escolha entre duas garrafas considerando
a média por dose (A) ou por dia de experimento (B). * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001.
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3.1.2. Consumo de nicotina em animais da cepa C57BL/6

De modo geral, observamos um efeito da idade no consumo de nicotina em animais
C57BL/6 (F56) = 4,4; P < 0,05). Porém, de forma diferente ao observado nos animais da cepa
Suica, animais adultos C57BL/6 apresentam maior consumo que adolescentes principalmente
em 10 pg/ml no modelo sem restricdo de liquidos (Figura 10; Fq, s6) = 3,8; P = 0,05). Para esta
cepa observamos um efeito do dia de teste (ANOVAr: F(7,4:3874) = 4,1; P <0,001), gerado pela
reducdo do percentual de consumo de nicotina ao longo dos dias em ambas as idades (Figura
10B).
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Figura 10 — Perfil de consumo de nicotina entre camundongos C57BL/6 adolescentes e adultos com ou
sem restricdo do consumo de liquidos durante teste de livre-escolha entre duas garrafas considerando
a média por dose (A) ou por dia de experimento (B). * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

3.1.3 Comparacédo entre as cepas para consumo de nicotina

Para a comparacdo em relacdo ao consumo de nicotina foi observado um efeito da cepa
(Fa116) = 15,5; P < 0,001) e uma interagéo entre cepa e idade (F,116) = 22,0; P < 0,001). As
cepas foram diferentes em relacdo ao dia (Dia x Cepa: F(10,1150) = 2,1; P < 0,05) e a0 modelo/dose
(Dia x Dose: F7:3182) = 4,5; P < 0,01). Podemos perceber que animais adolescentes da cepa
Suica possuem maior percentual de consumo de nicotina quando comparados com
camundongos adolescentes C57BL/6 (Figura 11A e B). Ndo existem diferencas entre adultos

na comparacao entre as cepas estudadas (Figura 11C e D).
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Figura 11 — Comparacéo entre o perfil de consumo de nicotina entre cepas durante a adolescéncia (A
e B) e idade adulta (C e D) com ou sem restricdo do consumo de liquidos durante teste de livre-escolha
entre duas garrafas considerando a média por dose (A e C) ou por dia de experimento (B e D).

3.1.4 Consumo de etanol em animais da cepa Suica

Opostamente ao encontrado em relacdo ao consumo de nicotina, animais adultos
possuem um maior percentual de consumo de etanol em relagéo aos adolescentes (F(169) = 4,0;
P < 0,05). Esta diferenca se apresenta significativa quando utilizamos 0 modelo sem o estresse
de privacdo de liquido utilizando a dose de 10% de etanol (Figura 12A). Da mesma forma, a
reducdo da dose ndo acarretou o aumento do consumo de etanol (Figura 12B).
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Figura 12 — Perfil de consumo de etanol entre camundongos Suicos adolescentes e adultos com ou
sem restricdo do consumo de liquidos durante teste de livre-escolha entre duas garrafas considerando
a média por concentracéo (A) ou por dia de experimento (B). A direita do tracejado vertical é indicado
modelo de teste em que ocorreu a restricdo da ingesta de liquido ao periodo de 3 horas de avaliacéo
da livre-escolha. * P < 0,05.

3.1.5 Consumo de etanol em animais da cepa C57BL/6

De forma semelhante ao observado em Sui¢os, animais adultos C57BL/6 apresentam
maior consumo de etanol quando comparados aos adolescentes (Periodo: F1,700 = 11,1 ; P =
0,01). Essadiferenca se da de forma significativa em ambos modelos e doses estudadas (Figura

13A), da mesma forma que na maioria dos dias de avaliagdo (Figura 13B).
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Figura 13 — Perfil de consumo de etanol entre camundongos C57BL/6 adolescentes e adultos com ou
sem restricdo do consumo de liquidos durante teste de livre-escolha entre duas garrafas considerando
a média por concentracéo (A) ou por dia de experimento (B). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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3.1.6 Comparacdo entre as cepas para consumo de etanol

Né&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre as cepas tanto no consumo de
animais adolescentes (Figura 14A e B) quanto entre animais adultos (Figura 14C e D).
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Figura 14 — Comparagéo entre o perfil de consumo de etanol entre cepas durante a adolescéncia (A e
B) e idade adulta (C e D) com ou sem restricdo do consumo de liquidos durante teste de livre-escolha
entre duas garrafas considerando a média por concentracao (A e C) ou por dia de experimento (B e D).

3.2 Perfil comportamental
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3.2.1 Comportamento de busca pela novidade

Nossos dados mostram que animais adolescentes apresentam mais intenso
comportamento de busca pela novidade (Figura 15), sendo este observado pelo aumento do
namero de buracos explorados no teste do campo vazado (Periodo: F1,266) = 22,9 ; P < 0,001).
Além disso, observamos que animais Suicos apresentam maior comportamento de busca pela
novidade que animais C57BL/6 (Cepa: Fuz266) = 12,2; P < 0,001). Analises em separado
demonstram que em ambas as cepas de camundongos 0s animais adolescentes apresentam
maior comportamento de busca pela novidade quando comparados com adultos (Figura 15;
C57BL/6, Periodo: F,127) = 19,3 ; P < 0,001; Suico, Periodo: F,266 = 8,2 ; P < 0,01). Nao

observamos nenhum efeito do sexo ou interacdo significativa.
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Figura 15 — Perfil de comportamento de busca por novidade no teste do campo vazado entre
camundongos adolescentes e adultos das cepas Sui¢co e C57BL/6. ** P < 0,01; *** P < 0,001.

3.2.2 Comportamento social

Animais adultos apresentam maior nivel de sociabilidade observado pelo maior
percentual de tempo de permanéncia no lado contendo o animal estranho no teste social das trés
camaras (Figura 16, Periodo: F,257) = 16,4; P < 0,001). Também observamos efeito da cepa,
animais Suicos apresentam maior sociabilidade quando comparados aos C57BL/6 (Cepa:
F2s7 = 144,6; P < 0,001). Analises em separado para cada cepa demonstram que o efeito da
idade é mantido. Porém, evidenciamos que para a cepa C57BL/6 os efeitos séo influenciados
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pelo sexo (interacao Idade x Sexo — F1,124) = 4,6; P < 0,05). Neste caso, apenas animais machos
adultos apresentam maior sociabilidade que machos adolescentes (Box da Figura 16, F(,es5 =
20,1; P <0,001).
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Figura 16 — Perfil de comportamento de sociabilidade no teste social das trés camaras entre
camundongos adolescentes e adultos das cepas Suico e C57BL/6. Na caixa em destaque observamos
as diferencas sexuais existentes para a cepa C57BL/6. ** P < 0,01; *** P < 0,001.

3.2.3 Comportamento associado a ansiedade e tomada de decisdo

Observamos no estudo do comportamento no teste do labirinto em cruz elevado (LCE)
que animais Suicos possuem menor percentual de tempo (Figura 17; Cepa: Fq, 255 = 11,6; P <
0,001) e de entradas (Figura 17; Cepa: Fq, 255 = 35,1; P < 0,001) nos bragos abertos do
equipamento, sugerindo maior resposta ansiogénica. A idade também foi fator determinante da
resposta comportamental associada & ansiedade (% de tempo, Idade: F(1, 255 = 36,9; P < 0,001;
% de entradas, Idade: F, 255 = 39,79; P < 0,001). Em ambas as cepas animais adolescentes
permanenceram mais tempo (C57BL/6, F, 124) = 11,5; P < 0,001; Suico, Idade: F1, 124) = 7,8; P
< 0,001) e entraram mais vezes nos bracos abertos (C57BL/6, F(, 131) = 36,8; P < 0,01; Suico,

Idade: F(1, 131 = 46,9; P < 0,001), sugerindo menor comportamento associado a ansiedade.
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Figura 17 — Perfil de comportamento associado a ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado entre
camundongos adolescentes e adultos das cepas Suico e C57BL/6. (A) Percentual de tempo de
permanéncia nos bracos abertos (%tempo BA); (B) Percentual de entradas dos bracos abertos
(%entrada BA). ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Além disso, avaliamos no teste do labirinto em cruz elevado o percentual de tempo no
centro e 0 nimero de movimentos do tipo stretching, comportamentos que podem estar
associados a avaliagdo de risco e tomada de decisdo. Em relacdo ao comportamento de
stretching, animais C57BL/6 apresentam menor nimero quando comparados com Sui¢cos
(Figura 18; Cepa: F(1, 255y =52,5; P <0,001). Além disso, em nossa anélise observamos interacéo
significativa entre Cepa e Periodo (F(, 2s5) = 11,4; P <0,001). Animais C57BL/6 ndo apresentam
diferenca entre as idades estudadas, porém, em camundongos Suicos, adolescentes apresentam
maior numero de stretching quando comparados aos adultos (F, 124) = 7,8; P < 0,01). De modo
geral, animais Suicos possuem maior tempo de permanéncia no centro do equipamento (Figura
18; Cepa: F(1, 255) = 4,2; P < 0,05). Porém este efeito é determinado pelo maior tempo no centro
presente entre animais adolescentes (interacdo Cepa x Periodo: F(1, 255 = 35,1; P < 0,01; efeito
da idade nos Suico: F, 124y = 11,5; P < 0,001).
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Figura 18 — Numero de stretching realizados para o braco aberto (A) e percentual de tempo de
permanéncia no centro do aparelho (B) no teste do labirinto em cruz elevado entre camundongos
adolescentes e adultos das cepas Suico e C57BL/6. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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3.2.4 Comportamento associado a resposta a recompensas naturais

Apesar de ndo termos encontrado efeitos significativos da cepa ou da idade (Figura 19),
encontramos em animais Suicos uma interacdo entre os fatores idade e sexo (F,131 = 7,8; P <
0,05). Neste caso, animais adultos fémeas possuem maior percentual de consumo de sacarose

quando comparados aos adolescentes (Box da Figura 21; F64) = 4,5; P < 0,05).
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Figura 19 — Perfil de comportamento de busca por recompensa natural no teste de preferéncia pela
sacarose entre camundongos adolescentes e adultos das cepas Suico e C57BL/6. Na caixa em
destaque observamos as diferengas sexuais existentes para a cepa Suica. * para comparacdes entre
adolescentes e adultos. * P < 0,05.

3.2.5 Comportamento no teste do nado forcado

Em relacéo ao teste do nado forgado, nossos dados indicam efeito de cepa para todas as
variaveis estudadas (Tempo de escalada: F 260y = 8,8; P < 0,01; Tempo de nado: F1,260) = 18,5;
P < 0,001; Tempo de imobilidade: Fq260) = 23,0; P < 0,001). Animais Suicos apresentaram
menor tempo de escalada, maiores tempos de nado e ndo apresentaram comportamento de
imobilidade (Figura 20A, B e C). Além disso, observamos uma interacdo entre Cepa e ldade
para tempo de escalada (F.260) = 3,9; P < 0,05) e tempo de nado (F1,260) = 4,7; P < 0,05). A
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idade so foi relevante em animais da cepa Suica (Idade: F(1,135 = 4,9; P < 0,05). Neste caso,
animais adolescentes apresentam maior tempo realizando o comportamento de escalada e

menor tempo de nado quando comparado a animais adultos (Figura 20A e B).
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Figura 20 — Perfil de comportamento no teste do nado forcado entre camundongos adolescentes e
adultos das cepas Suigco e C57BL/6. (A) Tempo total de comportamento de escalada; (B) Tempo total
de tempo de nado; e (C) Tempo total de imobilidade. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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3.3. Relacgéo entre as variaveis comportamentais

A fim de entender as possiveis associagdes entre as variaveis comportamentais,
utilizamos o coeficiente de correlacdo de Pearson. Neste caso consideramos relevante, mesmo
quando significativa, somente quando uma correlacdo se apresenta com valor acima de 0,7
(Mukaka, 2012).

De forma interessante, somente observamos fortes correlac@es entre variaveis de mesmo
contetdo categorico (%tempo nos bragos abertos vs. %entradas nos bragos abertos do LCE) ou,
como obviamente esperado, entre variaveis complementares (tempo de escalada e tempo de
nado no NF). Devido a este fato realizamos a analise do efeito dos niveis de ansiedade sobre o
consumo das drogas utilizando apenas o percentual de tempo no braco aberto. Da mesma forma,
utilizamos o tempo de escalada como parametro da andlise quando considerado o fendtipo
comportamental no teste do nado for¢cado. A matriz de correlacdo geral é apresentada na tabela

1 e, em particular, para cepa C57BL/6 na tabela 2 e cepa Suica na tabela 3.
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Correlations

%sucrose HEB %TBA %TC stret S%ENtBA ST Tempo Esc Tempo Mado Tempo Imob
%sucrose Pearson Correlation 1 047 -.069 -043 -026 124 021 123 -100 -.049
Sig. (2-tailed) 445 274 495 B79 048 736 048 108 A3
N 271 265 254 254 254 254 256 259 259 259
HB Pearsan Correlation 047 1 256 141 359" 2507 122 050 025 -073
Sig. (2-tailed) 445 000 025 000 .000 052 420 691 242
N 265 266 253 253 253 253 255 258 258 258
%TBA Pearson Carrelation -.069 256 1 a1 108 7637 -19g” 095 -.089 032
g. (2-tailed) 274 .000 000 085 .000 002 136 421 614
N 254 253 255 255 255 255 246 248 248 248
%WTC Pearson Carrelation -.043 417 a21” 1 4637 257 -028 o -.008 -.038
Sig. (2-tailed) 495 025 .000 000 .000 B57 737 899 561
N 254 253 255 255 255 255 246 248 248 248
stret Pearson Correlation 026 R 108 4637 1 044 3307 027 060 -1
Sig. (2-tailed) 679 .000 085 000 483 .000 670 347 082
N 254 253 255 255 255 255 246 248 248 248
%ENBA Pearson Correlation 124 2507 763 257 044 1 EEITh 084 -.096 056
Sig. (2-tailed) 048 .000 000 .000 483 .000 186 130 376
N 254 253 255 255 255 255 246 248 248 248
ST Pearson Correlation 0 122 -199” -.028 3307 T 1 -.089 147 -1927
Sig. (2-tailed) 736 052 002 B5T .000 .000 160 025 002
N 256 255 246 246 246 246 257 251 251 251
Tempo Esc Pearson Correlation 123 050 095 021 -027 084 -08g 1 -953" 061
Sig. (2-tailed) 048 420 136 737 B70 186 160 000 325
N 259 258 248 248 248 248 251 260 260 260
Tempo Mado Fearson Correlation -100 -.025 -099 -.008 080 -096 147 -953" 1 -361"
Sig. (2-tailed) 108 691 421 899 347 130 025 .000 .000
N 259 258 248 248 248 248 251 260 260 260
Tempo Imob Fearson Correlation -.049 -073 032 -038 -111 056 -192" 061 -3817 1

431 242 614 551 082 376 002 325 .000

259 258 248 248 248 248 251 260 260 260

Tabela 1: Matriz de correlagio geral dos comportamentos estudados
considerando ambas as cepas. *P<0.05; **P=0.01

Yesucrose: percenfual de consvmo de sucrose;

HB: Niumerode buracos expiosulo e leste d: Vazads (CHole Boare Test);
2% TBA: Percentual de tempono braco abertono Teste doLabrmto em Crvz Elevado:
2% TC: Percentual de tempono centrono Taste do Labirmto em Cruz Elevado;

Stret: Nomero de streiching raalzados para ov bragos abertos 20 Teite doLabamio e
CruzElevado;

ST: Percentualde tempono ldo zocialpo Teste de socrabiuiade das 3 cémaras;
Tempo Esc: Tempo de escalada no Teste do nado forgado;

Tempo Nado: Tempo de nadoao Teste d
Temp Imob: Tempo de mmobilida de

I

w
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Correlations®

%suc HEBE %TEA %TC stret WENBA ST Temp Esc Tempo nado Tempo Imob
Yosuc Pearson Carrelation 1 -.048 -110 -.020 -074 -104" 122 87 - 126 -043
Sig. (2-tailed) 596 226 825 418 03 179 081 162 633
N 131 126 123 123 123 123 123 124 124 124
HB Pearson Correlation - 048 1 268 048 284" EIER -.052 -.050 043 -006
Sig. (2-tailed) 596 003 279 .00 .000 566 578 591 046
N 126 127 123 123 123 123 123 124 124 124
%TBA Pearson Correlation -110 269 1 2917 135 7307 -122 -015 025 -027
Sig. (2-tailed) 226 003 0m 134 .000 182 867 784 768
N 123 123 124 124 124 124 121 122 122 122
%TC Pearson Correlation -020 098 2017 1 AT 305 -102 -015 020 -014
Sig. (2-tailed) 825 279 001 .000 001 267 868 829 877
N 123 123 124 124 124 124 121 122 122 122
strat Pearson Correlation -074 284" 135 A77 1 153 064 -018 006 026
Sig. (2-tailed) 418 001 134 .000 090 486 544 848 778
N 123 123 124 124 124 124 121 122 122 122
%ENBA Fearson Correlation -194 39 7307 305 153 1 -074 -.091 107 - 056
Sig. (2-tailed) 03 .000 .000 0m 080 A17 317 243 542
N 123 123 124 124 124 124 121 122 122 122
ST Pearson Correlation 122 -082 -122 -102 064 -074 1 086 -072 -018
Sig. (2-tailed) 179 566 182 267 486 A7 344 431 543
N 123 123 121 121 121 121 124 122 122 122
Tempo Esc Fearson Correlation 167 -.050 -.015 015 -018 -.091 086 1 -B18 -002
Sig. (2-tailed) 081 578 867 868 844 A7 344 .000 882
N 124 124 122 122 122 122 122 125 125 125
Tempo nado Pearson Correlation -126 049 025 020 006 107 -072 -85 1 401”7
Sig. (2-tailed) 162 591 784 529 948 243 431 .000 000
N 124 124 122 122 122 122 122 125 125 125
Tempo Imob Fearson Correlation 043 -.006 -.027 014 026 -.D56 -018 -.002 4017 1
Sig. (2-tailed) 633 946 768 877 778 542 843 582 .000
N 124 124 122 122 122 122 122 125 125 125

Tabela 2: Matniz de correlacio geral dos comportamentos estudados
considerando cepa C5T7BL/6. *P<0.05; **P=0.01.

%esucrose: percentral de consumo de sucrose;

HB: Nimero de buracos explomdos no teste do Campo Vazado (“Hole Board Test™);
2% TBA: Percentual de tempono brago abertono Teste doLabirmto em Cruz Elevado;

%TC: Percentual de tempono centrono Teste do Labamto em Cruz Elevado;

Stret: Nomero de strefching realizados para oz bragos abertos do Teste doLabirmto em

CruzElevado;
ST: Percentual de tempono lado socialno Teste de sociabibidade das 3 camaras;
Tempo Esc: Tempo de escalada no Teste do nado forgado;

Tempo Nado: Tempo de nadono Teste do nado forgado;

Temp Imob: Tempo de immobilidade no Teste de nado forgado.
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Correlations®

%suc HEBE %TEA %TC stret %ENtBA ST Tempo Esc Temp nado Tempo Imoh

%suc Pearson Correlation 1 080 o -.074 -.087 .00 -113 123 -123 b

Sig. (2-tailed) 348 811 370 448 592 194 156 156 .

N 140 139 131 131 131 131 133 135 135 135

HE Pearson Correlation 080 1 383" 130 305 390" -012 210 =210 b

Sig. (2-tailed) 348 .000 141 000 000 88T 015 015 .

N 139 139 130 130 130 130 132 134 134 134

%HTEA Pearson Correlation 021 383" 1 448" 285 824" -136 104 -194" b

Sig. (2-tailed) 21 .000 .000 001 .000 130 030 030 .

M 131 130 131 131 131 131 125 126 126 126

%TC Pearson Correlation -.079 130 4487 1 4607 3247 -.098 092 -.082 b

Sig. (2-tailed) 370 141 .000 000 .000 277 308 308 .

N 131 130 131 131 131 131 125 126 126 126

strat Pearson Correlation - 067 305" 285" 4607 1 246 154 113 -113 b

Sig. (2-tailed) 448 .000 001 .000 005 087 208 208 .

N 131 130 131 131 131 131 125 126 126 126

%ENBA Pearson Correlation 001 a90” 8247 3247 248 1 -.085 70 -170 b

Sig. (2-tailed) 802 .000 .000 .000 005 347 057 057 .

N 131 130 131 131 131 131 125 126 126 126

5T Pearson Correlation -113 -012 -136 -.098 154 -.084 1 .004 -.004 b

Sig. (2-tailed) 104 BET 130 277 087 347 065 865 .

M 133 132 125 125 125 125 133 129 129 129

TempoEsc  Pearson Correlation 123 210 194" 082 113 70 004 1 -1.000" b

Sig. (2-tailed) 156 015 030 308 208 057 965 000 .

M 135 134 126 126 126 126 129 135 135 135

Temponado  Pearson Correlation -123 -0 -194” -092 -113 170 -.004 -1.000" 1 b

Sig. (2-tailed) 156 015 030 308 208 057 965 .000 .

N 135 134 126 126 126 126 129 135 135 135

Tempo Imob  Pearson Gorrelation b b b b b b b b b b
Sig. (2-tailed)

N 135 134 126 126 126 126 129 135 135 135

Tabela 3: Matriz de correlagio geral dos comportamentos estudados
considerando cepa Suiga. *P<0,05; **P<0,01.

Ysucrose; percentual de consumo de suorose;

HB: Nimero de buracos explotados no teste do Campo Vazado (“Hole Board Test™);
% TBA: Percentual de tempono brago abertono Teste do Labrmto em Cruz Elevado;
9 TC: Percentual de tempono centrono Teste do Labwmto em Cruz Elevado;

Stret: Namero de sirefe hing reabizados para os bragos abertos do Teste doLabomto em Cruz
Elevado;

ST: Percentual de tempono lado socalno Teste de sociabibdade das 3 cimaras;
Tempo Ese: Tempo de escalada no Teste do nado forgado;

Tempo Nado: Tempo de nadono Teste do nado farcado;

Temp Imob: Tempo de mmobibdade no Testede nado forcado,
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3.3.1. Formacdo dos grupos experimentais para andlise da susceptibilidade ao consumo de
drogas

Como descrito na se¢do de material e métodos, foi utilizado o valor da mediana
considerada para cada cepa e idade como ponto de corte entre animais considerados com baixa
e alta expressao do fenotipo, sendo excluidos os animais com mesmo valor da mediana. A Unica
excecao a esse critério aconteceu na formacdo dos grupos relacionados ao comportamento
associado a ansiedade. Devido ao fato de adultos possuirem muitos animais que ndo entraram
nos bracos abertos (zero percentual de entrada nos bracos abertos), a mediana foi igual a zero.
Neste caso todos os animais com escore zero foram considerados altamente ansiosos e 0s

demais com baixa ansiedade.

3.4. Estudo dos fendtipos comportamentais na susceptibilidade ao consumo das drogas

3.4.1. Efeito da sociabilidade

Os efeitos da sociabilidade foram dependentes da cepa estudada, de forma que somente
em animais outbred Suigos os niveis de sociabilidade afetaram o consumo de drogas. Em
nenhum caso observamos efeitos dependentes do sexo dos animais.

Adolescentes Suicos que apresentam baixa sociabilidade apresentam no geral maior
consumo de nicotina (F29) = 4,1, P < 0,05). Este efeito pode ser observado pelas diferengas
encontradas na dose de 10 pg/kg sem (F,29) = 5,9, P < 0,05) e com restricdo de liquido (F,29)
=5,9, P <0,05), como também, na dose de 7,5 pg/kg (F,29) = 6,2, P < 0,05; Figura 21A e B).

Em adultos ndo observamos qualquer efeito para essa variavel (Figura 21C e D).
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Figura 21 — Efeito da sociabilidade no consumo de nicotina em animais da cepa Suica adolescentes (A
e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliacao
(B e D). *P <0,05; * P <0,01; PS, préximo da significancia onde P < 0,09.

Em relagdo aos animais inbred C57BL/6, ndo observamos nenhum efeito da

sociabilidade no consumo de nicotina tanto em adolescentes (Figura 22A e B) quanto em
adultos (Figuras 22C e D).
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Sociabilidade — C57BL/6 - Nicotina
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Figura 22 — Efeito da sociabilidade no consumo de nicotina em animais da cepa C57BL/6 adolescentes
(A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliagédo
(B eD).

Em relacdo ao consumo de etanol, os niveis de sociabilidade ndo afetaram o consumo
em animais adolescentes Suicos (Figura 23A e B). Em adultos observamos uma tendéncia a um
maior consumo de etanol na condigdo sem estresse de privacao de liquido em animais com altos
niveis de sociabilidade (F,38 = 3,5, P = 0,07; Figura 23C e D).
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Sociabilidade — Suigos - Etanol
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Figura 23 — Efeito da sociabilidade no consumo de etanol em animais da cepa Sui¢ca em adolescentes
(A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliacéo
(B e D). PS = préximo da significancia, P = 0,07; * P < 0,05.

Da mesma forma ao observado para a nicotina, os niveis de sociabilidade ndo afetaram
0 consumo de etanol em animais inbred C57BL/6 tanto em adolescentes (Figura 24A e B)

quanto em adultos (Figuras 24C e D).
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Figura 24 — Efeito da sociabilidade no consumo de etanol em animais da cepa C57BL/6 adolescentes
(A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliacdo
(B eD).

3.4.2. Efeito da resposta a recompensa natural (consumo de sacarose)

Os efeitos da resposta a recompensa natural foram dependentes da cepa e da droga

estudada, sendo os efeitos mais robustos apresentados para o consumo de etanol. Em nenhum

caso observamos interacGes entre grupo e sexo dos animais.

Em relagdo ao consumo de nicotina, ndo observamos diferengas entre 0s grupos com

alto ou baixo consumo de sacarose em animais adolescentes (Figura 25A e B) ou adultos
(Figura 25C e D).
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Recompensa natural — Suigos - Nicotina
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Figura 25 — Efeito da resposta a recompensa natural no consumo de nicotina em animais da cepa Suica
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avaliacéo (B e D).

Em animais da cepa C57BL/6, 0 consumo de nicotina foi maior em animais adolescentes
com baixo perfil de consumo de sacarose quando ndo ha estresse por restricao de liquidos (F1,22)
= 5,3, P < 0,05; Figura 28A). A analise pos hoc por dia indicou que apenas no 4° dia esta
diferenga se mostrou significativa (Figura 26B). Em animais adultos, ndo observamos efeitos

significativos (Figura 26C e D).
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Recompensa natural — C57BL/6 - Nicotina
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Figura 26 — Efeito da resposta a recompensa natural no consumo de nicotina em animais da cepa
C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou
ao longo dos dias de avaliagéo (B e D). * P < 0,05.

Animais Suicos adolescentes com o perfil de grande procura por recompensa natural
apresentam maior consumo de etanol em todas as condigdes e doses estudadas (10% sem
restri¢do, F,30) = 6,6, P < 0,05; 10% com restri¢do, F(1,30) = 6,2, P < 0,05; 5% com restricao,
10% sem restrigdo, F,30) = 7,7, P < 0,05; Figura 27A e B). Em animais adultos ndo ha efeito
do perfil de procura por recompensas naturais no consumo de etanol em ambas as cepas (Figura
27C e D).
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Figura 27 — Efeito da resposta a recompensa natural no consumo de etanol em animais da cepa Suica
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avaliacdo (B e D). PS = proximo da significancia, P = 0,07; * P < 0,05; ** P < 0,01.

Os animais adolescentes da cepa C57BL/6 com alto consumo de sacarose também

apresentam maior consumo de etanol quando ndo ha o estresse por privagdo de liquidos (10%

sem restrigdo, F,25) = 2,7, P = 0,05; Figura 28A e B). Em adultos animais com alto consumo

de sacarose também apresentam maior consumo de etanol, mas neste caso somente quando ha

0 estresse por privacao de liquidos (10% sem restricdo, F(1,47) = 4,3, P < 0,05; Figura 28C).
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Figura 28 — Efeito da resposta a recompensa natural no consumo de etanol em animais da cepa
C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou
ao longo dos dias de avaliagdo (B e D). PS = préximo da significancia, P = 0,07; * P < 0,05.

3.4.3. Efeito do comportamento de busca pela novidade

Em relacdo ao consumo de nicotina, os niveis de busca pela novidade avaliada através
do nimero de buracos explorados no teste do campo vazado ndo foi fator relevante para
nenhuma das cepas em qualquer idade (Suicos, Figura 29; C57BL/6, Figura 30). Da mesma
forma, no presente trabalho o nivel de busca pela novidade ndo serviu como fendtipo preditor
do consumo de etanol em ambas as cepas em qualquer idade (Suigos, Figura 31; C57BL/6,
Figura 32).
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Figura 29 — Efeito dos niveis de busca por novidade no consumo de nicotina em animais da cepa Suica
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avaliacéo (B e D).
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Figura 30 — Efeito dos niveis de busca por novidade no consumo de nicotina em animais da cepa
C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou
ao longo dos dias de avaliacéo (B e D).
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Figura 31 — Efeito dos niveis de busca por novidade no consumo de etanol em animais da cepa C57BL/6
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avalia¢éo (B e D).
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Figura 32 — Efeito dos niveis de busca por novidade no consumo de etanol em animais da cepa Suica
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avalia¢éo (B e D).

3.4.4. Efeito do comportamento associado a ansiedade

O nivel prévio de ansiedade foi fator significante para determinar o consumo de nicotina

na cepa Suica apenas em animais adolescentes (Figura 33A e B). Nesta idade animais com

elevados niveis de ansiedade (baixo % de tempo nos bragos abertos) apresentam maior consumo

de nicotina quando ndo ha estresse por restri¢do de liquidos (F,29) = 3,4, P < 0,05). Em animais

adultos desta cepa os niveis prévios de ansiedade ndo foram relevantes em nenhuma dose e/ou

condicéo (Figura 33C e D).
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Figura 33 — Efeito da ansiedade no consumo de nicotina em animais da cepa Suica em adolescentes
(A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliagdo
(B eD).*P <0,05.

De forma oposta, na cepa C57BL/6 ndo observamos efeito dos niveis de ansiedade no
consumo de nicotina em animais adolescentes (Figura 34A e B). Em adultos observamos efeito
dos niveis de ansiedade, mas apenas em uma dose e condi¢do (F(1,30 = 5,1, P < 0,05), na qual
animais com baixo niveis de ansiedade apresentam maior consumo de nicotina na dose de 10
pg/ml no modelo de restricdo de liquido (Figura 34C). Vale ressaltar que neste caso a analise a
posteriori por dias indicou que apenas no primeiro dia apds abstinéncia (6° dia de teste de

escolha) esse efeito foi significativo (Figura 34D).
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Figura 34 — Efeito da ansiedade no consumo de nicotina em animais da cepa C57BL/6 em adolescentes
(A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliacdo
(B eD).*P <0,05.

Em relag&o ao consumo de etanol, os niveis de ansiedade avaliados através do percentual
de tempo nos bragos abertos nao foi fator relevante para nenhuma das cepas em qualquer idade
(Suicos, Figura 35; C57BL/6, Figura 36).
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Figura 35 — Efeito da ansiedade no consumo de etanol em animais da cepa Sui¢ca em adolescentes (A
e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliacédo
(BeD).
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Figura 36 — Efeito da ansiedade no consumo de etanol em animais da cepa C57BL/6 em adolescentes
(A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo dos dias de avaliagédo
(BeD).

10% 5%

3.4.5. Efeito do comportamento de tomada de decisio

A avaliacdo do comportamento de tomada de decisdo pelo tempo de permanéncia do
animal no centro do aparelho do Labirinto em Cruz Elevado indicou que este fendtipo
comportamental pode estar relacionado ao consumo de etanol em animais adolescentes quando
ndo ha estresse por restricdo de liquidos. No entanto, os dados divergiram entre as cepas
utilizadas no presente estudo. Animais adolescentes da cepa Suica que apresentam menor tempo
de tomada de decisdo possuem maior consumo de etanol (F(,30) = 4,4, P < 0,05; Figura 37A e
B), j& animais adolescentes da cepa C57BL/6 ocorre o oposto (F21) = 4,6, P < 0,05; Figura
38A e B). Em animais adultos de ambas as cepas nenhum efeito foi observado (Suigo, Figura
37C e D; C57BL/6, Figura 38C e D).
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Figura 37 — Efeito do tempo de tomada de decisédo no consumo de etanol em animais da cepa Suica
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo

dos dias de avaliagéo (B e D). * P < 0,05



% de consumo

% de consumo

3>

60

50

40

30

20

10

80
70
60
50
40
30
20
10

Sem restrigdo

*

73
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Figura 38 — Efeito do tempo de tomada de decisédo no consumo de etanol em animais da cepa C57BL/6
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avaliacéo (B e D). *P < 0,05

Em relacdo ao consumo de nicotina, o comportamento de tomada de decisao pelo tempo

de permanéncia do animal no centro do aparelho do Labirinto em Cruz Elevado néo foi fator

relevante para nenhuma das cepas em qualquer idade (Suicos, Figura 39; C57BL/6, Figura 40).
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Figura 39 — Efeito do tempo de tomada de decisdo no consumo de nicotina em animais da cepa Suica
em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao longo
dos dias de avaliacéo (B e D).
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Figura 40 — Efeito do tempo de tomada de decisdo no consumo de nicotina em animais da cepa
C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou
ao longo dos dias de avaliacéo (B e D).

3.4.6. Efeito do comportamento de avaliacdo de risco

O comportamento de risco foi avaliado pelo nimero de stretching para o brago aberto

do teste do Labirinto em Cruz Elevado. O comportamento de risco s foi relevante para animais

da cepa C57BL/6 adolescentes em relagdo ao consumo de etanol. Em rela¢do ao consumo de

nicotina nenhum efeito significativo foi observado (Suigos, Figura 41; C57BL/6, Figura 42).
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Figura 41 — Efeito do comportamento de avaliagdo de risco no consumo de nicotina em animais da
cepa Suica em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C)
ou ao longo dos dias de avalia¢éo (B e D).
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Figura 42 — Efeito do comportamento de avaliagdo de risco no consumo de nicotina em animais da
cepa C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C)
ou ao longo dos dias de avalia¢éo (B e D).

Em relagdo ao consumo de etanol, como mencionado anteriormente, o0 comportamento
de avaliacdo de risco s foi relevante em animais da cepa C57BL/6. Animais adolescentes desta
cepa que apresentam baixo nivel de avaliacdo de risco tendem a apresentar maior consumo de

etanol quando nédo ha estresse de privacao de liquidos (F(1,18) = 3,5, P = 0,07; Figura 44A e B).
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Figura 43 — Efeito do comportamento de avaliag&o de risco no consumo de etanol em animais da cepa
Suica em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao
longo dos dias de avaliagéo (B e D).
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Figura 44 — Efeito do comportamento de avaliagéo de risco no consumo de etanol em animais da cepa
Suica em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e C) ou ao
longo dos dias de avaliacéo (B e D). PS = 0,07; * P < 0,05

3.4.7. Efeito do comportamento no teste do nado forcado

O comportamento no teste do nado forgado ndo foi relevante para o consumo de nicotina
em nenhuma das condic@es estudadas, como pode ser observado nas Figuras 45 (Cepa Suicga) e
46 (Cepa C57BL/6).
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Figura 45 — Efeito do comportamento de escalada no nado forcado no consumo de nicotina em animais
da cepa Suica em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e
C) ou ao longo dos dias de avaliacdo (B e D).
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Figura 46 — Efeito do comportamento de escalada no nado for¢ado no consumo de nicotina em animais
da cepa C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A
e C) ou ao longo dos dias de avaliagéo (B e D).

Em relacdo ao consumo de etanol, o comportamento em animais adultos foi relevante
para a cepa inbred. Animais adultos C57BL/6 que apresentam maior tempo de escalada
possuem maior consumo de etanol quando ndo ha estresse por privacao de liquidos (F(1,48) =
9,2, P <0,01; Figura 48A e B). Em animais Sui¢os, o comportamento no nado for¢ado néo foi

relevante (Figura 47).
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Figura 47 — Efeito do comportamento de escalada no nado forgado no consumo de etanol em animais
da cepa Suica em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A e
C) ou ao longo dos dias de avaliacdo (B e D).
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Figura 48 — Efeito do comportamento de escalada no nado forgado no consumo de etanol em animais
da cepa C57BL/6 em adolescentes (A e B) e adultos (C e D) considerando modelo do teste e dose (A
e C) ou ao longo dos dias de avaliacdo (B e D). * P < 0,05; * P < 0,01
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4. DISCUSSAO

4.1. Resumo dos resultados

4.1.1. Comparacdes no consumo das drogas entre cepas e idade

Em relagcdo ao consumo de nicotina, observamos que os animais adolescentes da cepa
Suica consomem mais nicotina independente da dose utilizada e da disponibilidade de liquidos
guando comparados com a cepa C57BL/6. Quando adultos, o efeito de cepa deixa de existir.
Animais adolescentes da cepa Suica consomem mais nicotina quando comparados com 0s
adultos. J& na cepa C57BL/6 animais adultos apresentam maior consumo que adolescentes
principalmente na dose de 10 pg/ml quando néo ha restricdo de liquidos. Quanto ao consumo
de etanol, em ambas as cepas os animais adultos apresentam maior consumo de etanol quando
comparados aos adolescentes. Nos animais adultos da cepa C57BL/6, tal diferenca aparece em
ambos modelos e doses estudadas. JA nos animais adultos da cepa Suica esta diferenca se
apresenta significativa quando utilizamos o0 modelo sem o estresse de privacao de liquido com
dose de 10% de etanol. Em resumo, as comparac¢des no consumo das drogas entre as idades sdo
apresentadas na tabela 4. Em relacdo ao modelo de escolha entre duas garrafas, 0s nossos
resultados indicaram que em nosso modelo de estudo a restricdo de liquido néo foi capaz de
aumentar o consumo de ambas as drogas, sugerindo que o estresse da restricdo ndo intensificou
a busca pela recompensa gerada pelas drogas. Da mesma forma, a preferéncia pelo consumo
também ndo aumentou em funcdo da reducdo da concentracdo da droga disponibilizada,

indicando que ndo ocorreu o padrao “fading” de consumo.
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Tabela 4 — Comparagfes no consumo das drogas entre idades.

TABELA 4
NICOTINA ETANOL
SUicos 1 l
PN40
C57BL/6 ! !
suicos ! 1
PN120
T
C57BL/6 | (10 pg/ml, sem 1
restricao)

1: aumento; |: diminuicdo; -: sem diferencgas

4.1.2. Comparacdes nos comportamentos entre cepas e idade

Para o comportamento de busca pela novidade nossos dados mostram que em ambas as
cepas animais adolescentes apresentam comportamento de busca pela novidade mais intenso
guando comparados com adultos. Além disso, observamos que animais Suicos apresentam
maior comportamento de busca pela novidade que animais C57BL/6.

Para 0 comportamento social, os animais adultos apresentam maior nivel de
sociabilidade. Porém, evidenciamos que para a cepa C57BL/6 os efeitos sdo influenciados pelo
sexo, onde apenas animais machos adultos apresentam maior sociabilidade que machos
adolescentes. Também observamos efeito da cepa, animais Suicos apresentam maior
sociabilidade quando comparados aos C57BL/6.

Observamos no estudo do comportamento no teste do Labirinto em Cruz Elevado que
animais Suicos possuem maior resposta ansiogénica. A idade também foi fator determinante da
resposta comportamental associada a ansiedade. Em ambas as cepas animais adolescentes
possuiram menor comportamento associado a ansiedade. Em relagdo ao comportamento de
stretching, animais C57BL/6 apresentam menor numero quando comparados com Suicos. Além

disso, em nossa anélise observamos interagdo significativa entre Cepa e Periodo. Animais
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C57BL/6 ndo apresentam diferenca entre as idades estudadas, porém, adolescentes apresentam
maior nimero de stretching quando comparados aos adultos em camundongos Suigos. De modo
geral, animais Suigos possuem maior tempo de permanéncia no centro do equipamento. Porém
este efeito é determinado pelo maior tempo no centro presente entre animais adolescentes.

Para o comportamento associado a resposta a recompensas naturais, apesar de nao
encontramos efeitos significativos da cepa ou da idade, encontramos em animais Sui¢cos uma
interacdo entre os fatores Idade e Sexo. Neste caso, animais adultos fémeas possuem maior
percentual de consumo de sacarose quando comparado aos adolescentes.

Em relacéo ao teste do nado forgado, nossos dados indicam efeito de cepa para todas as
variaveis estudadas. Animais Suigcos apresentaram menor tempo de escalada, maiores tempos
de nado e ndo apresentaram comportamento de imobilidade. Além disso, observamos uma
interacdo entre Cepa e Idade para tempo de escalada e tempo de nado. A idade sé foi relevante
em animais da cepa Suica. Neste caso, animais adolescentes apresentam maior tempo
realizando o comportamento de escalada e menor tempo de nado quando comparado a animais
adultos.

A tabela 5 apresenta de forma resumida as comparagdes nos comportamentos entre as

diferentes idades.
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Tabela 5 — Comparag¢Ges nos comportamentos entre idades.

TABELAS
PN40 PN120
SUICOS | C57BL/6 | SUICOS | C57BL/6
Comportamento
de busca pela 1 1 1 !
novidade
Comportamento 1 1 1 1
social Machos
Comportamento
associado a ! ! 0 0
ansiedade
Stretching 1 1 0 l
Comportamento
associado a 1 - ! -
resposta a Fémeas Fémeas
recompensas
naturais
Comportamento
associado ao teste 1 1 i l
do nado forcado

1: aumento; |: diminuicdo; -: sem diferencgas

4.1.3. Resumo dos resultados de susceptibilidade de consumo

Considerando o efeito da sociabilidade, pudemos observar que a sociabilidade afetou o
consumo de nicotina somente na cepa Suica, de forma que os adolescentes Suicos
caracterizados com baixa sociabilidade apresentam no geral maiores consumo de nicotina. Em
adultos ndo observamos qualquer efeito para essa variavel. Em relagdo aos animais C57BL/6,
ndo observamos nenhum efeito da sociabilidade no consumo de nicotina tanto em adolescentes
quanto em adultos. Em relacdo ao consumo de etanol, os niveis de sociabilidade ndo afetaram

o consumo de etanol em animais adolescentes Suicos. Em adultos observamos uma tendéncia
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a um maior consumo de etanol na condi¢do sem estresse de privacdo de liquido em animais
com altos niveis de sociabilidade. Da mesma forma ao observado para a nicotina, os niveis de
sociabilidade n&o afetaram o consumo de etanol em animais inbred C57BL/6 tanto em
adolescentes quanto em adultos.

Considerando o efeito da resposta a recompensa natural, pudemos observar que em
relagdo ao consumo de nicotina ndo houve diferengas entre os grupos com alto ou baixo
consumo de sacarose em animais Suigcos adolescentes ou adultos. Em animais da cepa
C57BL/6, o consumo de nicotina foi maior em animais adolescentes com baixo perfil de
consumo de sacarose quando ndo ha estresse por restricao de liquidos. Em animais adultos, ndo
observamos efeitos significativos. Animais Suicos adolescentes com o perfil de grande procura
por recompensa natural apresentam maior consumo de etanol em todas as condi¢cfes e doses
estudadas. Em animais adultos ndo ha efeito do perfil de procura por recompensas naturais no
consumo de etanol em ambas as cepas. Os animais adolescentes da cepa C57BL/6 com alto
consumo de sacarose também apresentam maior consumo de etanol quando ndo ha o estresse
por privacdo de liquidos. Em adultos animais com alto consumo de sacarose também
apresentam maior consumo de etanol, mas neste caso somente quando h& o estresse por
privacdo de liquidos.

Considerando o efeito do comportamento associado a ansiedade, o nivel prévio de
ansiedade foi fator significante para determinar o consumo de nicotina na cepa Suica apenas
em animais adolescentes. Nesta idade, animais com elevados niveis de ansiedade apresentam
maior consumo de nicotina quando nao ha estresse por restri¢ao de liquidos. Em animais adultos
desta cepa, 0s niveis prévios de ansiedade ndo foram relevantes em nenhuma dose e/ou
condigdo. De forma oposta, na cepa C57BL/6 ndo observamos efeito dos niveis de ansiedade
no consumo de nicotina em animais adolescentes. Em adultos observamos efeito dos niveis de
ansiedade, onde animais com baixos niveis de ansiedade apresentam maior consumo de nicotina
na dose de 10 pg/ml no modelo de restri¢do de liquido. Em relacdo ao consumo de etanol, os
niveis de ansiedade avaliados ndo foi fator relevante para nenhuma das cepas em qualquer
idade.

A avaliacdo do comportamento de tomada de decisdo, avaliado pelo tempo de
permanéncia do animal no centro do aparelho do labirinto em cruz elevado, indicou que este
fendtipo comportamental pode estar relacionado ao consumo de etanol em animais adolescentes
quando ndo h& estresse por restricdo de liquidos. Animais adolescentes da cepa Suica que
apresentam menor tempo de tomada de decisdo possuem maior consumo de etanol, ja animais

adolescentes da cepa C57BL/6 ocorre 0 oposto. Em animais adultos de ambas as cepas nenhum
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efeito foi observado. Em relagdo ao consumo de nicotina, 0 comportamento de tomada de
decisdo n&o foi fator relevante para nenhuma das cepas em qualquer idade.

O comportamento de risco, em relacdo ao consumo de etanol, so foi relevante para
animais C57BL/6 adolescentes. Animais que apresentam baixo nivel de avaliacdo de risco
tendem a apresentar maior consumo de etanol quando ndo ha estresse de privagdo de liquidos.
Em relacdo ao consumo de nicotina nenhum efeito significativo foi observado.

Considerando o efeito do comportamento de busca pela novidade, pudemos observar
em relacdo ao consumo de nicotina e ao consumo de etanol que os niveis de busca pela novidade
avaliada através do numero de buracos explorados no teste do campo vazado ndo foi fator
relevante para nenhuma das cepas em qualquer idade.

Considerando o efeito do comportamento no teste do nado forcado, esse comportamento
ndo foi relevante para o consumo de nicotina em nenhuma das condicGes estudadas, como pode
ser observado nas cepas estudadas. Em relacdo ao consumo de etanol, o comportamento em
animais adultos foi relevante para a cepa inbred. Animais adultos C57BL/6 que apresentam
maior tempo de escalada possuem maior consumo de etanol quando ndo ha estresse por

privacao de liquidos. Em animais Suicos, o comportamento no nado forcado néo foi relevante.



Tabela 6 — ComparacGes na susceptibilidade de consumo entre idades.

TABELAG6
sSuicos C57BL/6
PN40 PN120 PN40 PN120
Nicotina 1 - - -
Efeito da (Baixa)
sociabilidade Etanol - 1 - -
(Alta)
Efeito da Nicotina - - 1 -
resposta a (Baixa)
recompensa Etanol 1 - 1 T
natural (Alta) (Alta) (Alta)
Efeito do Nicotina 1 - - 1
comportamento (Alto) (Baixo)
associado a Etanol - - _ _
ansiedade
Efeito do Nicotina - - — _
comportamento
de tomada de Etanol 1 - 1 _
deciséo (Baixo) (Alta)
Efeito do Nicotina - — - -
comportamento
de avaliacdo de Etanol - - 1 _
risco (Baixo)
Efeito do Nicotina - - - -
comportamento
de busca pela Etanol - - — _
novidade
Efeito do Nicotina - - — _
comportamento
no teste do nado Etanol - - - 1
forcado (Alta)

1: aumento; |: diminuigdo; -: sem diferengas
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4.2. Discussao da comparacao entre as cepas

Neste projeto foram utilizados camundongos de duas cepas diferentes: a cepa Suica e a
cepa C57BL/6. Animais de cepas outbred, como a cepa Suiga, apresentam na constituicdo
genética uma alta heterozigose, o que permite a manutencdo numa mesma col6nia uma grande
diversidade genética; enquanto animais de cepas inbred, como a cepa C57BL/6, provém de
cruzamentos consanguineos com um altissimo indice de homozigose, 0 que torna tais animais
0s mais idénticos possiveis que se pode obter e que a propagacdo da linhagem sempre tente
diminuir a0 méaximo a divergéncia genética. Ou seja, 0 genotipo de cepas outbred manifesta
maior variabilidade genética quando comparado com cepas inbred. Se a variabilidade genética
é uma forca estabilizadora na determinacdo dos fenotipos, a variabilidade observada em animais
Suicos pode ser considerada uma fuga desses mecanismos estabilizadores (Tuttle et al., 2018).

Em nossos experimentos encontramos que 0s animais outbred Suicos adolescentes
consumiram mais nicotina que adultos da mesma cepa. Considerando que muitos estudos em
humanos ja consolidaram a ideia que individuos adolescentes possuem consumo com perfil
abusivo mais frequente e que possuem maior probabilidade de se tornarem adictos do tabaco
(Grant et al., 2004), nossos dados sugerem que a cepa Suica pode representar um melhor
modelo que represente a resposta em humanos. Além disso, ndo encontramos diferencas
significativas nas variancias entre as cepas para as variaveis estudadas, o0 que vai de encontro
com a ideia de que animais inbred s3o mais “estaveis” em relagdo ao seu fendtipo pelo menos

para as variaveis utilizadas no presente estudo.

4.3. Discussdo da comparacao entre idades

A adolescéncia é um periodo de transicdo entre a infancia e a fase adulta, sendo nesse
periodo onde frequentemente € iniciado o uso de drogas (Spear, 2016). Durante essa janela de
desenvolvimento, o cérebro fica mais sensivel a novas experiéncias devido sua plasticidade
(Yuan et al., 2015). O alcool e outras drogas exercem muitos de seus efeitos através da agédo
em areas como as regifes mesolimbicas e corticais frontais, passando por remodelacGes
particularmente marcantes durante a adolescéncia. Assim, o estado de maturagéo dessas regides

poderia influenciar a propenséo a experimentacdo e ao uso continuado de drogas durante a
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adolescéncia (Spear, 2016). Entretanto, estas mesmas diferencas neurobioldgicas podem
resultar nos jovens maiores niveis de conflito com os pais e a formacdo de amizades afiliativas
com outros jovens com alto risco de abuso de drogas. Neste sentido, 0 uso de modelos animais
permite avaliar a susceptibilidade ao uso das drogas sem a influéncia das questdes sociais. O
presente estudo demonstrou em ambas as cepas que animais adolescentes apresentam
caracteristicas fenotipicas tipicas, como maior comportamento de busca por novidade, menores
niveis de ansiedade e maior perseveranca em situacdo aversiva (coping no teste do nado
forcado). Além disso, observamos caracteristicas fenotipicas que tornaram o animal
adolescente mais susceptivel ao consumo das drogas estudadas.

O sistema dopaminérgico também esta criticamente envolvido nos efeitos reforgadores
das drogas de abuso e no estabelecimento da dependéncia (Thomsen et al., 2011). O sistema
dopaminérgico, em particular, experimenta uma reorganizacao profunda durante a adolescéncia
que € importante para o desenvolvimento de comportamentos motivadores e aprendizagem
associativa (O’Donnell, 2010; Wahlstrom et al., 2010). Logo, € na adolescéncia que
encontramos a fase crucial de susceptibilidade ao uso de drogas, sendo um periodo sensivel
para 0 amadurecimento de circuitos cerebrais que regulam a cognicdo e a emocao, como
resultado, temos a vulnerabilidade aos efeitos da nicotina e do tabaco (Yuan, 2015). Talvez por
iSs0, observamos em nossos resultados que os camundongos adolescentes, independentemente
da dose e da restricdo ou ndo de liquidos, foram maiores consumidores de nicotina do que 0s
camundongos adultos. Além disso, podemos perceber que de modo geral as caracteristicas
fenotipicas comportamentais estdo mais associadas a susceptibilidade ao uso das drogas durante
a adolescéncia do que quando comparado com a idade adulta. A sociabilidade, o perfil de busca
por recompensas naturais, o perfil de tomada de decisdo e avaliagdo de risco s6 foram relevantes
no consumo das drogas em animais adolescentes. Nos proximos tdpicos apresentaremos a

discussdo dos possiveis mecanismos envolvidos nestes resultados.

4.4. Animais adolescentes menos sociaveis consomem mais nicotina

Em nossos experimentos encontramos que 0s animais Suicos adolescentes de baixa
sociabilidade consumiram mais nicotina. O comportamento de fumar é afetado por uma miriade
de fatores ambientais e genéticos. Seu uso é difundido entre os seres humanos adolescentes e

adultos, pois facilita as interagdes sociais, sendo a adolescéncia a idade mais critica para o inicio
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do tabagismo (Eissenberg e Balster, 2000). A forte influéncia do ambiente social na iniciagcdo
do tabagismo, especialmente durante a adolescéncia, estd bem documentada com estudos em
humanos que revelaram que a maioria dos fumantes iniciou este habito dentro de um ambiente
social e a motivacdo inicial para consumir tabaco esta intimamente ligada ao contexto social
(Greenlund et al., 1997; Trezza et al., 2009; White et al., 2008).

Estudos clinicos prospectivos sugeriram que a exposi¢cdo ao estresse psicossocial
durante a adolescéncia € um importante fator de risco para o inicio do uso de nicotina (Koval
et al., 2004; Finkelstein et al., 2006). Da mesma forma, interacdes reciprocas entre drogas de
abuso e comportamentos sociais foram amplamente documentadas em estudos em humanos e
animais (Young et al., 2011). Niveis mais altos de sociabilidade tém sido associados a um maior
uso de substancias (Brook et al., 1986; Chassin et al., 1993; Jessor e Jessor, 1977), embora em
alguns estudos o efeito é oposto (Tarter, 1988; Tarter et al., 2002; Wills et al., 1994), sugerindo
um possivel efeito bimodal. A sociabilidade é um componente importante da extroversao, que
esta associada ao tabagismo em adultos (Gilbert, 1995).

A oxitocina € um neuropeptidio envolvido em comportamentos sociais. Uma ampla
gama de estudos mostrou que diferencas individuais nos niveis de ocitocina enddgena,
polimorfismos do gene do receptor de oxitocina (OXTR) e mesmo ocitocina administrada
exogenamente (por exemplo, intranasal) podem influenciar uma série de efeitos relacionados
ao dominio social. Além disso, alguns dos resultados tém gerado implicagdes potenciais para o
desenvolvimento atual de novas abordagens clinicas para transtornos mentais associados a
déficits sociais, como o transtorno do espectro autista, transtorno de ansiedade social e
transtorno de personalidade borderline (Heinrichs et al., 2009). Recentemente, a oxitocina
demonstrou ter diversos efeitos protetores em maltiplos aspectos relacionados com o abuso de
drogas (Stevenson et al., 2017). Além disso, a oxitocina demonstrou ser eficaz na reducéo do
consumo, em respostas fisioldgicas e comportamentais relacionadas ao etanol (Stevenson et al.,
2017). Entretanto, em nosso estudo o consumo do etanol ndo sofreu influéncia da sociabilidade.

No presente estudo, os animais adolescentes menos sociaveis (ndo formadores de
vinculos) foram os mais vulneraveis e, consequentemente, consumiram mais nicotina. A
interacdo social pode reduzir o consumo de nicotina (Lee et al., 2017). Nesse sentido, a baixa
sociabilidade pode torna-lo mais susceptivel ao seu uso. Nosso estudo indica que o grau de
sociabilidade pode ser um fator relevante para determinar o consumo de nicotina em modelos
animais de adolescéncia, bem como sugere que a preferéncia por maior contato social pode
estar associada ao consumo de nicotina em adolescentes. Logo, considerando que o horménio

oxitocina é um importante facilitador da sociabilidade, acreditamos que o sistema
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oxitocinérgico desempenhe um papel relevante nestes efeitos. De fato, foi demonstrado
supraregulacdo dos receptores de oxitocina apos exposi¢do subcrbnica de nicotina na amigdala,
regido moduladora das respostas emocionais associadas a dependéncia a nicotina (Zanos et al.,
2015). Além disso, recentemente foi demonstrado que a administracdo de oxitocina reduz o
consumo de cigarros em adultos fumantes regulares (Van Hedger et al., 2018). Tomados em
conjunto, podemos elaborar a hip6tese do sistema oxitocinérgico possuir papéis dependentes
da idade na geracéo das respostas agudas da nicotina, como também, na sua capacidade de gerar
dependéncia. Futuros estudos que avaliem a influéncia da oxitocina no consumo de nicotina e

seus efeitos nas diferentes idades serdo importantes na elucidagéo desta questéo.

4.5. Animais adolescentes com alta resposta a recompensas naturais consomem mais

etanol em ambas as cepas

No presente estudo, camundongos Suicos adolescentes com o perfil de grande procura
por recompensa natural apresentam maior consumo de etanol em todas as condi¢des e doses
estudadas, bem como os animais adolescentes da cepa C57BL/6 com alto consumo de sacarose
também apresentam maior consumo de etanol quando ndo ha o estresse por privacdo de
liquidos.

Sistemas neurais envolvidos no processamento de recompensas naturais e drogas de
abuso mostram uma sobreposi¢do na via de recompensa mesocorticolimbica do cérebro, que
sdo moduladas por sistemas de neurotransmissores e circuitos neurais similares (Krebs et al.,
2011). Estudos recentes investigaram um possivel papel das orexinas na busca de recompensa
por alimentos e drogas de abuso, independentemente da privacdo. Os neurdnios orexigenicos
estdo localizados em uma regido limitada do hipotalamo dorsal, consistindo nas areas
hipotalamicas lateral, perifornical e dorsomedial (de Lecea et al., 1998; Peyron et al., 1998;
Sakurai et al., 1998). Esses neurdnios projetam-se por todo o cérebro (Sakurai et al., 2005;
Yoshida et al., 2006) e acredita-se que regulam uma ampla gama de funcdes, incluindo a
excitacdo e a motivacdo de recompensa (Aston-Jones et al., 2010; Li et al., 2014; Mahler et al.,
2014; Sakurai, 2007; Sakurai, 2014). Os neurdnios orexigenicos produzem dois peptideos,
orexina-A e orexina-B (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). Esses peptideos se ligam
diferencialmente a dois receptores orexigénicos: o receptor OX1R e o receptor OX2R (de Lecea

et al., 1998; Sakurai et al., 1998). O OX1R exibe uma seletividade mais forte para o orexina-
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A, enquanto 0 OX2R exibe uma seletividade aproximadamente igual para o orexina-A e 0
orexina-B (Sakurai et al., 1998). Esses receptores sdo distribuidos diferencialmente pelo
cérebro (Marcus et al., 2001) e varios estudos indicaram que provavelmente desempenham
papéis diferentes na funcdo e no comportamento fisioldgicos (Mahler et al., 2012; Mahler et
al., 2014).

Evidéncias recentes sugerem um papel dicotdmico dos receptores OX1R e OX2R no
cérebro. Os receptores OX1R sdo importantes para os efeitos neurobioldgicos que direcionam
a busca de morfina (Harris et al., 2005; 2007), cocaina (Harris et al., 2005; Borgland et al.,
2006), nicotina (Pasumarthi et al., 2006; Hollander et al., 2008; Plaza-Zabala et al., 2010; 2012)
e alcool (Lawrence et al., 2006; Dayas et al., 2008; Richards et al., 2008; Moorman e Aston-
Jones, 2009; Jupp et al., 2011; Kim et al., 2012; Srinivasan et al., 2012). Em contraste, 0s
receptores OX2R foram implicados mais fortemente na regulacdo e excitagdo do ciclo
sono/vigilia (Willie et al., 2003). Enquanto alguns estudos sugerem que os receptores OX2R
desempenham um papel menor na busca por drogas (Smith et al., 2009; Shoblock et al., 2011),
0 papel dos receptores OX2R no reforco do etanol e no comportamento de busca por etanol é
menos claro. Para determinar o papel dos receptores OX2R no comportamento de consumo e
busca de etanol, ratos adultos foram treinados para auto-administrar etanol (10% p/v) ou
sacarose (0,7-1% p/v), a administracdo do antagonista seletivo do receptor de OX2R reduziu a
autoadministracdo de etanol (Brown et al., 2013). Nossos resultados podem sugerir que 0
sistema da orexina pode desempenhar papéis diferentes entre adolescentes e adultos, ja que a
resposta a recompensas naturais foi determinante somente em animais adolescentes. Desta
forma, temos como hipotese que o antagonismo dos receptores de orexina pode representar um
potente mecanismo de reducdo do uso de etanol em adolescentes e, desta forma, pode
representar um alvo terapéutico potencial para o tratamento de disturbios do uso de alcool nesta
idade.

4.6. Busca pela novidade e ansiedade possuem pouco ou nenhuma importancia no

consumo das drogas em nosso modelo

A busca por novidade (ou busca de sensac¢ao) € um trago de personalidade definido como

uma tendéncia a buscar sensacfes e experiéncias emocionais novas e intensas (Zuckerman,



96

1979). Conforme definido por Zuckerman e colaboradores, a busca por sensacdo é uma
“caracteristica definida pela busca de novas sensagdes e a disposi¢do de assumir riscos fisicos,
sociais, legais e financeiros em prol de tais experiéncias” (Zuckerman et al., 1993). A busca por
novidade é um construto comportamental multifacetado que inclui busca por emocao,
preferéncia por novidades, assuncéao de riscos e preven¢do de danos, e essas caracteristicas de
personalidade estdo presentes em individuos com risco de desenvolver um transtorno por uso
de drogas (Jupp e Dailey, 2014).

A novidade serve como um sinal que fornece motivacdo para buscar recompensas.
Individuos que buscam novas experiéncias exibem uma for¢a motivacional avassaladora que
leva a uma menor capacidade de controlar suas agdes, como no uso compulsivo de drogas.
Individuos caracterizados com alta busca de sensacbes geralmente tém alta impulsividade,
excitabilidade exploratoria, extravagancia e desordem (Zuckerman e Neeb, 1979; Cloninger,
1987; Hiroi e Agatsuma, 2005). Pessoas com alta busca por novidades costumam exibir
comportamentos elevados em busca de experiéncias, suscetibilidade ao tédio e maiores taxas
de transtorno bipolar (Zuckerman e Neeb, 1979; Zuckerman et al., 1993; Howard et al., 1997).

Um paralelo entre a caracteristica de busca de sensacdes em humanos € o
comportamento de busca de novidades entre os animais. Em roedores, a busca por novidades
foi definida como uma preferéncia por novos objetos ou ambientes; roedores com alta procura
de novidade exibem um comportamento exploratorio aprimorado em relacdo a situacdes,
objetos ou estimulos novos (Piazza et al., 1989). Em ratos e camundongos, a preferéncia pela
novidade foi correlacionada com maior sensibilidade aos efeitos refor¢adores de muitas drogas
de abuso, incluindo anfetamina, cocaina, nicotina e alcool (Piazza et al., 1989; Hooks et al.,
1991; Ambrosio et al., 1995; Suto et al., 2001; Nadal et al., 2002; Belin e Deroche-Gamonet,
2012; Manzo et al., 2014). Medir o comportamento de busca de novidades em modelos de
roedores que imitam distdrbios psiquiatricos humanos, incluindo dependéncia, ajudara a
elucidar os detalhes neurocomportamentais destas condicGes psicopatoldgicas.

A conexdo entre o comportamento de busca de novidades e a dependéncia de drogas
tem sido amplamente estudada em cepas de ratos outbred e inbred, usando vérias drogas de
abuso. Diferengas individuais na vulnerabilidade ao vicio foram investigadas em estudos com
animais iniciados had mais de 20 anos. Até o momento, poucos estudos avaliaram
comportamentos em camundongos separados em subpopulacdes com base em diferencgas na
resposta a nicotina ou etanol apés avaliacdo comportamental. Ao investigar essa lacuna com o
presente trabalho, observamos que os niveis de busca pela novidade ndo serviram como

fenotipo preditor do consumo de etanol ou de nicotina em ambas as cepas em qualquer idade.
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A relacdo entre a procura de novidades e a ingestdo de alcool em ratos é ambigua. A
procura de novidades é medida em roedores como aumento da locomogdo em um novo
ambiente, tipicamente camaras de atividade ou campo aberto. Em ratos outbred, existem
trabalhos prévios com relacdo positiva (Karatayev et al., 2010) ou negativa (Gingras e Cools,
1995) ou nenhuma relacdo (Bisaga e Kostowski, 1993; Fahlke et al., 1995; Koros et al., 1998)
entre atividade induzida por novidade e ingestdo de &lcool. Inconsisténcias semelhantes foram
observadas em ratos selecionados para alto e baixo consumo de alcool. Ratos que preferem
alcool exibem maior atividade locomotora que os que nao preferem (Badishtov et al., 1995); no
entanto, ratos que preferem alcool apresentam menos (Fahlke et al., 1993) ou 0s mesmos niveis
de atividade locomotora induzida por novidade (Badishtov et al., 1995) do que as linhas néo-
preferenciais de alcool. Nem a atividade locomotora induzida pela novidade nem a
aprendizagem reversa / discriminacdo previram o consumo de alcool em sessbes de acesso
limitado ou continuo. Embora a alta reatividade a novidade preveja a auto-administracdo de
estimulantes (Piazza et al., 1990) e opiaceos (Pelloux et al., 2006) em roedores, efeitos
semelhantes ndo foram observados com o alcool (Bisaga e Kostowski, 1993).

Contrariando os resultados encontrados nesse estudo, um trabalho anterior do nosso
grupo demonstrou que a resposta a novidade conseguiu prever o consumo oral de nicotina em
ratos adolescentes (Abreu-Villagca et al., 2006). Neste trabalho a relacdo entre busca por
novidade e consumo de nicotina ndo é intensa e apena ocorre em alguns dias ap6s o inicio do
teste de dupla escolha. Desta forma, o presente trabalho sugere que esta relacdo parece ndo ser
consistente o suficiente para que se sustente que esse fendtipo possa ser um bom preditor para
0 consumo de nicotina. Outro estudo sobre varias medidas comportamentais de busca de
novidades descobriu que elas ndo compartilhavam um conjunto comum de causalidade
genética, indicando que diferentes comportamentos relacionados a novidade podem ser
determinados por diferentes caminhos (Kliethermes e Crabb, 2006). Esses achados podem
explicar por que head dips ndo sdo indicadores confiaveis da ingestdo subsequente de nicotina,
mesmo que ambos estejam relacionados a novidade. Mais estudos sdo necessarios para testar a
utilidade do aparato como uma ferramenta para investigar a relacdo entre a vulnerabilidade a
dependéncia da nicotina e a reatividade da novidade.

A ansiedade, por outro lado, pode ser entendida como um estado emocional adaptativo
decorrente de uma condicao aversiva, gerando antecipagdo mental de possiveis adversidades e,
consequentemente, surgimento de estratégias eficazes de fuga e enfrentamento, funcionando
assim como mecanismo de defesa com duragéo e intensidade apropriadas na presenca do perigo.

E até certo ponto uma condicéo fisiologica, porém quando essas reacdes de defesas se tornam
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exageradas, a ansiedade passa a ser considerada patoldgica; ou seja, essas rea¢fes se tornam
desproporcionais em relagdo ao estimulo, afetando o estado emocional, funcional e desempenho
dos individuos (Allen et al., 1995; DSM-V; Craske e Stein, 2016).

A ansiedade relaciona-se a sintomas emocionais e fisiol6gicos como medo, inseguranca,
perda de sono, taquicardia, respiracio ofegante e rigidez muscular. E apresentado ainda
sintomas cognitivos como irritabilidade e insegurancga, autondmicos como sudorese e diarreia,
comportamentais como fobias e compulsdes, e ainda manifestacbes emocionais que se
apresentam de modo subjetivo, gerando um conjunto de alteragbes comportamentais e
psicofisiologicas (Nutt, 1990; DSM-V; Braga et al., 2010). Atualmente muitos modelos animais
sdo utilizados para investigagdo dos comportamentos relacionados a ansiedade, fornecendo,
assim, um entendimento dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos nos transtornos de
ansiedade (Gray e McNaughton, 2000; Graeff et al., 1998; Hart et al., 2010; Bourin, 2015). Um
dos modelos mais largamente utilizados na pesquisa da ansiedade em ratos e camundongos é o
Labirinto em Cruz Elevado, que é baseado em respostas incondicionadas a ambientes
potencialmente perigosos. Derivou do trabalho de Montgomery (1955) e a premissa basica é
gue ambientes novos evocam curiosidade e medo, criando desta forma, um tipico conflito de
aproximacao/esquiva. Posteriormente, Lister (1987) validou o0 modelo para camundongos.

Em nosso estudo, o nivel prévio de ansiedade foi fator significante para determinar o
consumo de nicotina em situagdes especificas e de forma ndo consistente, da mesma forma os
niveis prévios de ansiedade nao foram capazes de afetar o consumo de etanol. Na cepa Suica,
os animais adolescentes com elevados niveis de ansiedade apresentam maior consumo de
nicotina quando ndo ha estresse por restricao de liquidos, porém este sé se apresenta em alguns
dias de avaliagdo. Na cepa C57BL/6, os animais adultos com baixos niveis de ansiedade
apresentam maior consumo de nicotina na dose de 10 pug/ml no modelo de restricdo de liquido.
De fato, tem sido reportada a existéncia de cepas com diferentes sensibilidades a efeitos
ansiogénicos/ansioliticos no teste do LCE (Hogg, 1996). Trabalhos anteriores do nosso grupo
mostraram que a ansiedade basal parece ndo prever o padrdo subsequente de consumo de
nicotina em camundongos naives (Abreu-Villaca et al., 2006). No entanto, a resposta
ansiogénica patoldgica, como aquela definida pela retirada das drogas, pode ser fator crucial.
Por exemplo, Manhé&es e colaboradores demonstraram que a ansiedade sé e fator preditor do
consumo de nicotina em animais adolescentes ap0s periodo de retirada desta droga (Manhées
et al., 2008).
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4.7. Diferengas no efeito do tempo de tomada de decisdo entre os adolescentes das

diferentes cepas no consumo de etanol

As medidas comportamentais no Labirinto em Cruz Elevado foram avaliadas pela
anélise de componentes principais. Diversas pesquisas anteriores usando analise fatorial
sugerem que as diferencas no comportamento no LCE podem ser descritas como trés construtos,
em ordem de importancia explicativa: comportamento semelhante a ansiedade, atividade
locomotora e avaliagdo de risco/tomada de decisdo (Anseloni ¢ Branddo, 1997; Boguszewski
e Zagrodzka, 2002; Doremus et al., 2006). Estudos sugerem que os comportamentos de
avaliacdo de risco parecem estar relacionados a ansiedade, mas representam um padrdo
comportamental mais complexo que provavelmente também esta relacionado a tomada de
decisdo e a abordagem em lidar com conflitos.

O tempo gasto no centro do labirinto é particularmente importante, pois denota a
possibilidade de tomada de decisdo do camundongo. O centro do labirinto proporciona ao
animal a possibilidade em explorar ou ndo o aparato, recuar ou nao para os bracos fechados
(Rodgers e Cole, 1994; Rodgers e Johnson, 1995; Rodgers et al., 1997; Graeff e Zangrossi,
2002; McNaughton e Corr, 2004). A tomada de decisdo refere-se ao processo de formacéo de
preferéncias, selecdo e execucdo de acdes, bem como avaliacdo de resultados em escolhas
relacionadas a estimulos separados, cada um prevendo resultados mensuraveis ou
recompensadores ou aversivos (Ernst e Paulus, 2005). Como tal, a tomada de decisdo é um
aspecto importante do controle comportamental e pode representar uma dimenséo
neurocomportamental intimamente relacionada a outras dimensfes que refletem o
comportamento impulsivo e, consequentemente, o uso de drogas.

Em nosso estudo, a avaliagdo do comportamento de tomada de decisdo pelo tempo de
permanéncia do animal no centro do Labirinto em Cruz Elevado indicou que os animais
adolescentes da cepa Suica com menor tempo de tomada de decisdo possuem maior consumo
de etanol, ja animais adolescentes da cepa C57BL/6 ocorre o oposto. O resultado visto com 0s
adolescentes da cepa Suica corrobora estudos anteriores onde a tomada de deciséo prejudicada
e a impulsividade foram associados a suscetibilidade ao uso abusivo de alcool (Bates e
Labouvie, 1997; Dom et al., 2006; Ernst et al., 2006; Verdejo-Garcia et al., 2008; de Wit, 2009;
Fernie et al., 2010; Goudriaan et al., 2011; King et al., 2011; Fernie et al., 2013). Estes estudos,
guando vistos em paralelo com outros onde foi demonstrado que o uso excessivo de alcool

resulta em impulsividade exagerada e tomada de decis6es prejudicadas (Vuchinich e Simpson,



100

1998; Petry, 2001; Field et al., 2007; Perry e Carroll, 2008; Salgado et al., 2009; Kim et al.,
2011; MacKillop et al., 2011; Tomassini et al., 2012; Voon et al., 2013), sugerem uma
bidirecionalidade complexa entre prejuizos no controle de impulso e na tomada de decisdo com
0 alcoolismo.

Além disso, a tomada de decisdo é uma area particularmente importante para estudo,
porque muitas decisdes sdo tomadas sob condicdes estressantes, como quando as circunstancias
exigem um curso rapido de acdo. De fato, o processo de tomada de decisdo por si s6 pode ser
estressante, como quando uma decisao envolve alto risco e seu resultado é incerto. Assim, a
relacdo entre estresse e tomada de decisdo pode ser bidirecional, porque o estresse pode afetar
a qualidade da decisdo e também ser evocado pelo processo de tomada de decisdo. Estudos
anteriores mostraram que o LCE ativa o sistema de estresse de roedores e aumenta os niveis de
corticosterona (File et al., 1994).

Mais recentemente, estudos experimentais sugerem que o estresse potencialmente
exacerba vieses comportamentais na tomada de decisOes, induzindo escolhas mais
conservadoras para aqueles que geralmente sdo avessos ao risco e mais arriscadas para aqueles
que tendem a ser candidatos a risco (Porcelli e Delgado, 2009; Lighthall et al., 2009). Assim,
diferenca vista entre as cepas Suica e C57BL/6 pode ser explicada pelo fato de a cepa C57BL/6
ser resiliente (ou seja, pouco suscetivel ao estresse), enquanto a cepa Sui¢a tem mais propensao
as estratégias de resposta baseadas em habitos e, portanto, mais responsiva as mudancas no
ambiente. Assim, um repertorio de comportamentos passivos seria inicialmente exibido para
lidar com o estresse da novidade e, uma vez que a situacdo de estresse se torna familiar, um
repertorio de comportamentos ativos seriam exibidos para lidar com a situagdo. Esses fatores
de risco distintos e os padrdes diferenciais de comportamentos excessivos de consumo sugerem
que diferentes fatores neuroanatdbmicos e neuroquimicos estdo subjacentes as deficiéncias
comportamentais. E possivel que, estudando os dois modelos animais selecionados com base
no mesmo fendtipo comportamental de preferéncia de etanol de escolha livre, importantes
fatores predisponentes genéticos e fenotipicos para o desejo e 0 consumo excessivo de alcool

possam ser identificados e direcionados para intervencdo farmacoldgica ou comportamental.

4.8. Adolescentes C57BL/6 com baixa avalia¢do de risco consomem mais etanol
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Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela simples exposi¢do do animal a um
novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou defensivos, andlogos a manifestagdes
ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade. Como dito anteriormente, no Labirinto
em Cruz Elevado sdo avaliados trés tipos diferentes de respostas: locomocdo, ansiedade e
avaliacdo de risco (Pellow et al., 1985; Rodgers e Cole, 1993). Este Gltimo é geralmente visto
como uma medida de ansiedade (Lister, 1987) e refere-se a um padréo de respostas (stretching,
head-dipping e retornos aos bracos fechados) invariavelmente observadas em situacfes
potencialmente perigosas (Blanchard et al., 1990; Griebel et al., 1995). No LCE para roedores,
a medida de avaliacdo de risco mais proeminente é o stretching.

Considera-se geralmente que a avaliacdo de risco é um grupo de comportamentos que
representa uma antecipacdo de um perigo potencial e facilitam a coleta de informacGes em
situacbes potencialmente perigosas, sendo um comportamento defensivo de grande valor
adaptativo. Foi sugerido anteriormente que a avaliacdo de risco estd positivamente ligada a
ansiedade (Lister, 1987), onde individuos ansiosos parecem mais frequentemente tentar
antecipar tal ameaca no intuito de lidar melhor com isto, 0 que acaba por trazer prejuizos para
0s mesmos. Em uma analise fatorial do comportamento no LCE com ratos, a avaliacdo de risco
(medida somente pela investigagéo nos arredores dos bracos fechados) foi relacionado a fatores
como ansiedade, tomada de decisdo e deslocamento (Cruz et al., 1994). Em uma andlise fatorial
semelhante em camundongos, o stretching estava relacionado a avaliagdo de risco, enquanto o
head-diping se relacionava forte e exclusivamente ao comportamento exploratério. Além disso,
o stretching no brago fechado, mas néo o stretching total, foi relacionado a ansiedade (Rodgers
e Johnson, 1995).

Verificou-se que o stretching é mais sensivel aos efeitos dos ansioliticos classicos (ou
seja, ligantes do receptor BZ) e atipicos (ou seja, ligantes do receptor 5-HT1A) do que os indices
espacgo-temporais tradicionais no LCE em murinos (Griegel et al., 1997; Rodgers et al., 1999),
0 que faz a inclusdo de medidas etoldgicas como o stretching no labirinto em cruz elevado
fornecer um perfil mais abrangente sobre os efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de um
tratamento (Rey et al., 2012; Rodgers et al., 1999; Calatayud et al., 2004). Esses estudos
sugerem que os comportamentos de avaliacdo de risco parecem estar relacionados a ansiedade,
mas representam um padrdo comportamental mais complexo que provavelmente também esta
relacionado a tomada de deciséo e a abordagem em lidar com conflitos. A avaliacéo de risco
parece ser um comportamento complexo que constitui uma parte crucial da maneira do animal

de lidar com situacdes desafiadoras.
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Em nosso estudo, os fendtipos da linhagem inbred diferiram significativamente dos
camundongos Suicos no Labirinto em Cruz Elevado, especificamente, os animais C57BL/6
adolescentes que apresentam baixo nivel de avaliacdo de risco tendem a apresentar maior
consumo de etanol quando ndo ha estresse de privacdo de liquidos. ObservacGes anteriores
(Rodgers et al., 2002) consideram que esse perfil de baixa avaliacdo de risco reflete um nivel
basal mais baixo de ansiedade em camundongos C57BL/6. De fato, o surgimento de uma
resposta relacionada a ansiedade semelhante a um adulto em ratos foi relatado apenas com o
inicio da puberdade (Primus e Kellogg, 1989). Um grau diferencial de maturacéo funcional dos
substratos neurais subjacentes ao comportamento relacionado a ansiedade pode, portanto,
explicar esse perfil (Kellogg et al., 1998).

A resposta comportamental no teste do LCE durante a adolescéncia difere da tipica aos
animais adultos, na medida em que os camundongos adolescentes expressam um aumento na
motivacao para a exploracdo, juntamente com uma reducéo na prevencao de riscos (Laviola et
al., 2003; Macri et al., 2002). Parece que os camundongos adolescentes foram realmente
capazes de perceber e sondar riscos potencialmente associados aos bracos abertos, no entanto,
demonstraram uma motivacdo consideravel para a exploracdo dos bragcos abertos e
desprotegidos do labirinto e, portanto, estavam propensos a correr riscos para esse objetivo. Em
outras palavras, os camundongos adolescentes podem estar igualmente ansiosos e perceber o
mesmo nivel de medo que 0s outros grupos etarios, mas na verdade se importam menos com
iSS0.

Os comportamentos de risco e impulsivos em excesso estdo ligados a muitos distdrbios
neuropsiquiatricos, como a dependéncia de drogas (Bechara, 2003; de Wit, 2009). Um grande
namero de estudos corrobora que a impulsividade e a assuncao de riscos estdo associadas a uma
ampla gama de comportamentos problematicos, como uso e abuso de substancias de risco
(Moeller e Dougherty, 2001; Lejuez et al., 2003; Bornovalova et al., 2005; Perry e Carroll,
2008; Verdejo-Garcia et al., 2008; de Wit, 2009; Dick et al., 2010; MacKillop et al., 2011,
Smith et al., 2014). Além disso, a gravidade do vicio em drogas esta positivamente
correlacionada com o grau de impulsividade (Dom et al., 2006; Heyman e Gibb, 2006). Uma
hipotese emergente é que o vicio resulta da interacdo de mecanismos de recompensa e inibicdo
prejudicada (Finn, 2002; Goldstein e Volkow, 2002; Olmstead, 2006; Perry e Carroll, 2008; de
Wit e Richards, 2004). Além disso, pode-se razoavelmente supor que uma parte significativa
da atividade do animal durante a descoberta inicial do aparelho ndo é motivada por
"curiosidade"”, mas pela busca de um meio de escapar do labirinto. Essa hipotese foi

previamente apresentada para interpretar o comportamento de um animal durante a exposicao
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inicial a um campo aberto (Boissier e Simon, 1969; Denenberg, 1969; Misslin et al., 1976; Roy
e Chapillon, 2004); também esta de acordo com a alta secre¢do de corticosterona observada em
resposta a uma sessao do Labirinto em Cruz Elevada (Rodgers et al., 1999).

A resposta da corticosterona foi correlacionada positivamente com medidas de
comportamentos de avaliagdo de risco, mas ndo com medidas de bragos abertos ou atividade
locomotora geral (Albrechet-Souza et al., 2007; Mikics et al., 2005; Rodgers et al., 1999).
Entdo, a principal associacdo comportamental com a resposta da corticosterona ao LCE
parecem ser tentativas abortadas de entrar nos bracos abertos, em vez da exploracéo real dessas
areas potencialmente ameacadoras (Rodgers et al., 1999). Uma vez que 0s comportamentos de
avaliacdo de risco sdo normalmente realizados durante a sessdo experimental e a resposta ao
esterdide ocorre cerca de vinte minutos ap6s o final do teste, parece que quanto maior o nivel
de comportamentos de avaliacdo de risco, maior a resposta glicocorticoide. Assim, essa
ativacdo hormonal parece basear-se ndo na exploragéo real do ambiente estressante (Pellow et
al., 1985), mas na deteccgéo do perigo. Do mesmo modo, em humanos, a antecipacao de eventos
ameacadores produz uma elevacdo tdo acentuada no cortisol quanto o proprio evento (Mason,
1968).

A esse respeito, os efeitos rapidos dos glicocorticides podem desempenhar um papel
na determinacdo dos estilos de enfrentamento (Koolhaas et al., 1999). O comportamento no
LCE se correlaciona bem com os estilos de enfrentamento (Ducottet e Belzung, 2004). Estudos
demonstram que os camundongos C57BL/6 possuem fendtipo menos emocional e menos
sensivel ao estresse comparados com outras cepas murinas (Griebel et al., 2000; Rodgers et al.,
2002; Van Gaalen e Steckler, 2000). Uma vez que 0 estresse ativa respostas emocionais em
camundongos C57BL/6, o aumento das caracteristicas emocionais da tarefa (por exemplo,
condicionamento do medo) revelard um comportamento de coping mais ativo e respostas claras
ligadas a estimulos nessa cepa de camundongo.

Alem disso, em vista das crescentes evidéncias de estudos em animais e humanos sobre
o envolvimento de glicocorticéides na funcdo cognitiva (De Quervain et al., 1998; Roozendaal
et al.,, 1996), € valido investigar sobre o possivel envolvimento do corticosterona no
aprendizado emocional que é caracteristico do paradigma da LCE e sua relagdo com o

estabelecimento do consumo de etanol (Holmes e Rodgers, 1998).
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4.9. Somente comportamento de ""coping ativo' foi relevante em adultos no consumo de

etanol e somente na cepa inbred

Humanos e animais adotam respostas apropriadas ao medo quando expostos a situagdes
ameacadoras (LeDoux, 2000; Blanchard et al., 2001). A capacidade de lidar eficientemente
com potenciais perigos influencia fortemente as consequéncias de estimulos aversivos nos
organismos (Hartley e Phelps, 2010). Estudos em humanos e animais revelaram diferencas
individuais na maneira de dominar desafios ambientais iminentes (Blanchard et al., 2001;
Lazaro-Mufoz et al., 2010; Schlund et al., 2010). Embora estudos anteriores tenham enfatizado
diferencas individuais na suscetibilidade e resiliéncia ao desenvolvimento de comportamentos
patoldgicos sob estresse cronico (por exemplo, comportamentos semelhantes a depressdo)
(Russo et al., 2012), menos estudos examinam como animais individuais se adaptam e
respondem a estressores agudos. Os padrdes alternativos de resposta que ocorrem em reacao a
um ambiente desafiador sdo frequentemente descritos como estilo de enfrentamento (ou coping)
e depende de muitos fatores, incluindo genoétipo, desenvolvimento, experiéncia inicial e suporte
social. O enfrentamento pode ser dividido em duas categorias amplas, ativa ou passiva, de
estratégias comportamentais baseadas na presenca ou auséncia de tentativas de agir sobre o
estressor (Southwick et al., 2005; Koolhaas et al., 2010).

A resposta predominante aos estimulos aversivos de animais de coping passivo € a
imobilidade, enquanto os animais de enfrentamento ativo tendem a adotar comportamentos com
0 objetivo de remover a fonte de perigo (De Boer e Koolhaas, 2003; Cain e LeDoux, 2007).
Essas diferentes estratégias comportamentais dependem de mecanismos fisioldgicos distintos
(Koolhaas et al., 2010). Em ambientes naturais, estratégias “ativas” ou “passivas” representam
as respostas mais eficazes para evitar perigos em potencial (Blanchard et al., 2011). A adocéo
de tais estilos de enfrentamento depende da natureza da ameaca, mas eles também séao
amplamente favorecidos pela propensao individual as respostas ativas ou passivas do medo
(Koolhaas et al., 2010). Os comportamentos de escalar e permanecer imovel observados no
teste do nado forcado representam, respectivamente, um estilo ativo ou passivo de lidar com a
situacdo estressante. Um comportamento ativo como escalar pode levar ao escape da situacao
aversiva, enquanto um comportamento passivo como a imobilidade permite preservar energia
que pode ser utilizada quando e se aparecer uma chance de escapar (Cryan et al., 2005).

As diferentes estratégias sdo caracterizadas por padrdes distintos de alteragdes

fisiologicas e neuroenddcrinas, mas pouco é conhecido atualmente sobre 0s mecanismos
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bioldgicos que controlam as estratégias de enfrentamento. Sugere-se que o enfrentamento ativo
esteja associado a alta reatividade simpdtica aos estressores, enquanto o estilo passivo
geralmente esté associado a maior reatividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (Koolhaas,
2008). Em nosso estudo, animais adultos C57BL/6 que apresentam maior tempo de escalada
possuem maior consumo de etanol quando ndo ha estresse por privacdo de liquidos. Neste
sentido, a investigacdo da susceptibilidade a resposta alta reatividade simpatica aos estressores

pode ser fator relevante para o estabelecimento do consumo de etanol.
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CONCLUSAO

A influéncia de fatores genéticos sobre o comportamento de roedores chama a atencao
para a importancia do background genético nas diferentes linhagens utilizadas e como essa
diferenca poderia influenciar na analise dos resultados encontrados nos diferentes estudos.
Porém, de nosso conhecimento, existem poucos trabalhos que comparem animais da linhagem
Suica com linhagens isogénicas.

Nossos dados apontam diferengas marcantes entre adolescentes e adultos das cepas
estudadas. Adultos apresentaram maior consumo de etanol em todas as cepas e condicdes de
teste, 0 mesmo ndo foi observado para o consumo de nicotina, onde os animais adultos da cepa
inbred e os animais adolescentes da cepa Suica apresentaram alto consumo. Além disso, as
linhagens apresentaram diferencas significativas em relagdo aos comportamentos estudados. A
influéncia dos perfis fenotipicos estudados variou em funcéo da idade e também da droga.

A preferéncia pelo consumo de sacarose prediz consumo de etanol em ambas as cepas
e de nicotina na cepa Suica durante a adolescéncia. Animais com grande preferéncia pela
solugéo de sacarose possuem maior consumo de etanol. Considerando que o consumo de
sacarose é indicativo do comportamento motivacional em funcdo de uma recompensa natural,
este resultado indica que existe em adolescentes uma relagcdo entre a susceptibilidade a
recompensas naturais e uso de drogas. Estudos anteriores j& demonstraram que a exposi¢do a
nicotina e ao etanol altera a resposta a recompensas, no entanto esta é a primeiro trabalho que
indica que variagdes na resposta das vias limbicas a recompensa natural pode ser um fator
preditivo somente durante a adolescéncia.

O grau de sociabilidade também ¢é relevante ao consumo de nicotina, porém so para a
cepa Suica. Durante a adolescéncia, animais com baixo grau de sociabilidade apresentaram
maior preferéncia para o consumo de nicotina, sugerindo que a preferéncia por maior contato
social esta associada ao consumo de drogas em adolescentes. Interessantemente, em adultos a
influéncia da sociabilidade foi oposta em relacdo ao consumo de etanol, onde animais
considerados de baixa sociabilidade apresentaram maior consumo. Desta forma, o papel do
comportamento social no consumo de drogas parece ser dependente da fase da vida em que o
individuo esta exposto.

A cepa C57BL/6 possui maior resiliéncia, ou seja, um fendtipo menos emocional e
menos sensivel ao estresse, manifestando um comportamento de coping mais ativo frente

situacOes de estresse e condicionadas ao medo. Esse perfil, visto em ambas as idades, parece
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explicar as diferengas entre as cepas nos comportamentos avaliados no teste do labirinto em
cruz elevado e no teste do nado forcado. Entretanto, esse € o primeiro trabalho a indicar que a
resiliéncia vista na cepa ndo protege os individuos da susceptibilidade ao consumo de nicotina
e de etanol.

De forma geral, os resultados do presente estudo indicam que o perfil fenotipico
comportamental em adolescentes esta associado ao consumo de drogas. Além disso, os dados
indicam que entre 0s comportamentos tipicos da adolescéncia avaliados aqui (menor ansiedade,
menor sociabilidade e maior resposta a recompensas naturais), a resposta a recompensas
naturais e o comportamento social parecem ser os mais relevantes no estabelecimento do perfil

de consumo de nicotina e etanol.
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