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RESUMO

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

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

diferengas comportamentais observadas.

Palavras-chaves: Enriquecimento ambiental. Oxitocina. Etanol. Interacdo social.
Dependéncia.



ABSTRACT

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

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

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



1. INTRODUCAO

1.1. Dependéncia e etanol

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

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

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

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



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

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

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

Portanto, os estimulos ambientais tém grande influéncia sobre uso de drogas e
estudar a interacdo ambiente x dependéncia se mostra relevante. Um modelo adequado
para tal estudo é o do enriquecimento ambiental (EA), definido como “a combinagao de
complexos estimulos inanimados e sociais” (Rosenzweig et al., 1978).

1.2. Enriquecimento ambiental e dependéncia

Animais mantidos em um ambiente enriquecido sdo expostos a uma maior
complexidade de estimulos fisicos e sociais do que aqueles mantidos em caixas padrao,
ou seja, o EA propicia estimulacdo sensorial, motora e cognitiva (Nithianantharajah e



Hannan, 2006). Os animais ficam acondicionados em caixas maiores que as caixas
padrées com objetos para exploragdo (cubos, brinquedos, tuneis, casas) e atividade
fisica voluntaria, como rodas e escadas. Diversos estudos mostram que os animais
expostos ao enriquecimento apresentam maior neuroplasticidade, o que inclui aumento
do tamanho celular, maior neurogénese, ramificagdo dendritica, gliogénese e aumento
da formagao de sinapses em diversas estruturas cerebrais, como cortex pré-frontal e
hipocampo (Simpson et al., 2011; Van Praag et al., 2000). Além disso, o EA aumenta os
niveis de fatores neurotroficos, especialmente do fator neutréfico derivado do encéfalo
(BDNF), altamente ligado a aprendizado e memaria no hipocampo (Simpson et al., 2011).
Outros trabalhos mostram a importancia do EA para o estudo e desenvolvimento de
tratamento de diversas patologias, como doenga de Huntington (Van Dellen et al., 2000),
doenca de Alzheimer (Arendash et al., 2004), acidente vascular encefalico (AVE)
(Risedal et al., 2002), e cancer (Cao et al., 2010).

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

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

Os mecanismos pelos quais o EA atua na dependéncia ndo estdo totalmente
esclarecidos. Resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que camundongos
expostos ao EA por 21 dias sofreram modulagdo do sistema oxitocinérgico,
apresentando diminuicdo da ligagdo de receptores de OT em regides olfatérias e
corticais, no teste da autorradiografia. Além disso, também foi mostrado um aumento de



OT no hipotalamo inferindo que houve uma resposta fisiolégica ao aumento da
concentragdo de OT nessas regides, levando, portanto, a diminuigdo da quantidade de
receptores (Rae et al., 2018). E possivel que essas alteragdes contribuam para a acéo
do EA sobre a dependéncia, uma vez que é crescente o numero de trabalhos mostrando
efeito da oxitocina sobre abuso de drogas (McGregor e Bowen, 2012, Sarnyai, 2011).

1.3. Oxitocina e os mecanismos neuronais envolvidos na protecao frente

ao uso de drogas de abuso

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

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

Para que ocorra a interagdo social e formacado de lagos, € preciso que haja
diminui¢cdo da ansiedade e agressividade causada pelo encontro inicial com outro animal.
Em seguida, é preciso formar memoéria de reconhecimento desse animal, para que ele
deixe de ser visto como um animal “desconhecido” e evitar a reagcdo de ansiedade e
agressividade. Ambos comportamentos sdo mediados pela agdo da OT na amigdala e
no bulbo olfatério, respectivamente (Johnson e Young, 2015). Como os roedores sao
animais sociais, a interagédo social é interpretada como algo recompensador e ativa a
liberacdo de DA no NAc e estriado (Keverne e Curley, 2004; Oettl et al., 2016; Johnson
e Young, 2015). Dessa forma, fica clara a coparticipagdo da OT e DA na modulagao de

um mesmo comportamento. Além disso, ja foram descritas vias oxitocinérgicas que se



conectam com o NAc (Xiao et al., 2017), em que neurdnios oxitocinérgicos se projetam
do PVN para o NAc (Ddlen et al. 2013), ou se projetam para a VTA, resultando no
aumento da liberacdo de DA também no accumbens (Melis et al., 2007). Em relagéo as
drogas de abuso, diversos trabalhos ja apontaram para o papel protetor da OT sobre a
dependéncia. Peters e colaboradores (2016) demonstraram que a OT pode atuar
diretamente diminuindo a liberagdo de DA no NAc frente ao estimulo recompensador,
como o etanol, por exemplo. Portanto, o papel da OT como protetor do desenvolvimento
da dependéncia parece estar ligado com seu papel como modulador da DA. Assim,
ambos esses sistemas interagem para afetar o valor recompensador do estimulo social
(Shahrokh et al., 2010; Young e Wang, 2004) e de recompensa de drogas (Young et al.,
2011). Essa interacdo pode ser responsavel pelo equilibrio entre recompensa social e de
drogas de abuso (Buisman-Pijiman et al., 2014), ou seja, reforgar os lagos afetivo-sociais
pode levar a um shift entre o comportamento de busca por recompensa oriunda do uso
da droga pela recompensa resultante da formag&o de vinculos sociais (McGregor e
Bowen, 2012).

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

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

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

1.3.1 Sistema oxitocinérgico e vasopressinérgico

A OT tem uma proximidade estrutural e funcional com a VP, um outro
neuropeptidio modulador do sistema nervoso central. Oxitocina e vasopressina entao
entre os primeiros peptideos a serem isolados e descritos. Em 1895, Oliver e Schafer
descreveram uma substancia pituitaria que aumentava a presséo arterial, que mais tarde
seria chamada de vasopressina. Sir Henry Dale, em 1906, isolou um peptideo
responsavel pela contragao uterina, que posteriormente foi denominado de oxitocina (do

grego “parto rapido”). Somente em 1953 du Vigneaud e colaboradores identificaram a



estrutura e sequencia de nove aminoacidos de ambos peptideos. No ano seguinte, du
Vigneaud descreveu suas sinteses (Jurek e Neumann, 2018). Ambos peptideos foram
descritos como tendo estruturas e sequencia de aminoacidos muito semelhantes,
tornando possivel uma interagao entre os sistemas. Os dois possuem 9 aminoacidos, e
a mesma sequéncia de aminoacidos, com excec¢édo dos aminoacidos (aa) da posigao 3
e 8. A OT possui os aa isoleucina e leucina, enquanto a VP possui fenilalanina e arginina,
respectivamente. Em ambos, cisteinas na posicdo 1 e 6 sao ligadas por pontes
dissulfeto, formando um anel (Song e Albers, 2018). Além disso, porcos e algumas
espécies de roedores possuem uma lisina na posi¢ao 8 da VP, por esse motivo a VP
humana é também conhecida por Arginina-VP e a outra como Lisina-VP (Stoop, 2012).
Neste trabalho, VP sera usada para se referir a Arg-VP. A semelhanga também é
encontrada nos receptores desses peptideos, que apresentam um nivel de 40-85% de
similaridade entre eles (Chini e Manning, 2007). Portanto, trabalhos que focam em
determinar a afinidade e a possivel ativagao cruzada entre OT, VP e seus receptores sao
extremamente validos e necessarios.

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

ao outro.
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Figura 1. Esquema da sequéncia de aminoacidos das moléculas de oxitocina e vasopressina. Os
aminoacidos destacados representam as diferengas entre as moléculas.

1.3.1.1 Sintese e liberagao dos peptideos

OT e VP s&o sintetizados primariamente em neurbnios magnocelulares e
parvocelulares localizados nos nucleos supraotico (SON) e paraventriclar (PVN) e
acessorios do hipotalamo, que possuem projecdes para a neurohipdfise (Lee et al.,
2009). De la, sao secretados na corrente sanguinea e atuam no sistema periférico,
regulando parto, lactacdo e fungdo renal, respectivamente (Kimura et al., 1992;
Koshimizu et al., 2012). Essas regides hipotalamicas também possuem projecdes para
diversas regides encefalicas, como cértex, amigdala, bed nucleus of the stria terminalis
(BNST), VTA, NAc e bulbo olfatério (Veenema and Neumann, 2008). Apesar de
estimulos externos, como estresse, estimularem a liberacdo de OT e VP tanto central
como periférica, existe uma dinamica temporal diferente no padrao de liberacdo desses
peptideos. Além disso, também ja foi descrita a sintese de VP na amigdala e na BNST
(Veenema and Neumann, 2008).

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

Os genes de OT e VP sdo expressos n0O mesmo Cromossomo, mas em ordem
inversa (Donaldson and Young, 2008). A ativagdo do gene de OT se traduz em pré-
oxitocina, que contém um peptideo de sinalizagao, a OT propriamente dita e a neurofisina
|. Por sua vez, a VP é traduzida em pro-vasopressina, que contém um peptideo de

sinalizagdo, a vasopressina, neurofisina Il e uma cadeia de glicoproteina. Ambos s&o



clivados dentro da vesicula secretora em OT e VP, respectivamente. As neurofisinas
auxiliam no trafego desses peptideos para as vesiculas secretoras, mas uma vez que a
clivagem acontece, parece nao terem fungdo bioldgica por si s6 (Stoop, 2012). A
liberagéo desses peptideos ocorre por um processo dependente de Ca?* (Koshimizu et
al., 2012).

1.3.1.2 Receptores e mecanismos de sinalizagao

Receptores de OT e VP sao receptores acoplados a proteina G (GPCR). A
ativacao desse tipo de receptor inicia uma sinalizagdo downstream, via ativagao
enzimatica (Rosenbaum et al., 2009).

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

A ativacado das diferentes proteinas G parece ser dose-dependente. Busnelli e
colaboradores (2012) mostraram que concentragdes baixas de OT facilitam ativagao de
OTR Gg, enquanto doses maiores sao necessarias para a ativagao de G; ou Go. Essa
informacgéao é relevante, pois pode ajudar a explicar os diferentes efeitos da ativagao do
sistema oxitocinérgico, dependendo do contexto em que a OT é liberada.

Em relacdo a VP, trés tipos de receptores foram clonados: V1a, V1b e V2. O
receptor V2 se encontra no sistema periférico, portanto ndo sera discutido aqui
(Koshimizu et al., 2012). Ambos V1a e V1b também sao acoplados a proteina Gq/11 €
causam as mesmas alteragdes intracelulares citadas acima (Zingg e Laporte, 2003).
Entretanto, no caso do receptor V1b, ja foi descrito que sua densidade pode afetar o tipo
de proteina G que ele se acopla. Por exemplo, uma baixa densidade de V1b facilita o
acoplamento com proteina Gq, enquanto alta densidade facilitaria o acoplamento com

proteina Gs, que também induz ativagao celular, mas via aumento de AMPc e PKA



(Thibonnier et al., 1998). Como e se ativagdo dos receptores via acoplamento a
diferentes proteinas G afeta comportamento e respostas fisiologicas ainda precisa ser
elucidado.

Agonista

!

GPCR
RN
v G, }

I X

PRA PKC CamKiIl

Figura 2. Esquema da resposta celular downstream apos ligacdo do agonista com receptor acoplado a
proteina Gs, Gi e Gq.

Depois de serem ativados, GPCRs s&o dessensibilizados via um mecanismo de
fosforilagdo. Isso € importante para encerrar a resposta e prevenir que a célula responda
por mais tempo que o necessario. Frente a ativagcao continua, OTRs e VPRs sao
internalizados via mecanismo dependente de clatrina, que tem inicio com o recrutamento
de B-arrestina (Busnelli et al., 2013). Depois de internalizados, a maioria dos OTRs n&o
s&o reciclados, e a sintese de novos receptores € necessaria. Por outro lado, -arrestina
se dissocia rapidamente de receptores V1a, permitindo que este volte a membrana
celular (Birnbaumer, 2000; Stoop, 2012). Em relag&o ao receptor V1b, utilizando ensaio
em células CHO, foi demonstrado que apds o tratamento com o agonista (VP) cerca de
80% de receptores V1b foram internalizados, enquanto apenas cerca de 30% de V1a
nao estavam na superficie celular (Kashiwazaki et al., 2015). Essas diferengas no



processo de internalizagdo e reciclagem podem ser responsaveis pelas diferengas em
expressao e ativacao dos receptores e consequentemente do comportamento modulado
por eles.

1.3.1.3 Afinidade de ligantes pelos receptors

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

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

1.3.1.4 Localizagao dos receptors

OTR é expresso de forma ampla no encéfalo incluindo, mas ndo de forma

exclusiva, amigdala central e basolateral, bulbo olfatério, NAc, VTA, hipotalamo,



hipocampo, BNST, cértex frontal, cortex piriforme, septo lateral e estriado em roedores.
Essas regibes estdo envolvidas em comportamentos como ansiedade, sociabilidade,
memaoria, recompensa, motivacao e estresse, que podem ser modulados pela OT (Gimpl
et al., 2012; Viero et al., 2010).

Em relagdo aos VPRs, apesar dos trés subtipos (V1a, V1b e V2) terem sido
caracterizados, no sistema nervoso central, a maior parcela da modulagdo causada por
VP se da por meio da ativagao do receptor V1a (Johnson e Young, 2017). Assim como
OTRs, V1a também ¢ altamente expresso no cérebro em regides como: bulbo olfatério,
hipocampo, septo lateral (LS), nucleo supraquiasmatico, habenula lateral, VTA, nucleo
da rafe, locus coeruleus e substancia negra (Caldwell et al., 2008). A colocalizagéo de
OTRs e VPRs pode ser responsavel pelos efeitos de VP e OT em comportamentos
comuns, além de permitir que haja ativagdo cruzada entre os peptideos e seus
receptores (Song e Albers, 2018).

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

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

para avangar os estudos nessa area.

1.3.1.5 OT, VP e comportamento

Devido a semelhanga estrutural e co-localizagdo dos receptores em regides
encefdlicas, € esperado que ambos os peptideos atuem sobre modulacdo de
comportamentos em comum. De fato, trabalhos realizados sobre ansiedade,
comportamento social, aprendizado e memoéria, além de dependéncia a diversas drogas



de abuso mostram que OT e VP podem atuar de forma sinérgica ou antagénica,
dependendo do comportamento e situagao estudados.

De forma resumida, estudos sugerem que tanto VP quanto OT s&o responsaveis
pela memoria social e comportamento materno (OT esta envolvida na formagao de lagos
entre mae e filhotes, enquanto a VP age aumentando a agressividade necessaria para a
mae proteger seus filhotes) (Bosch e Neumann, 2012). Em relagdo a formagao de pares,
a distribuicdo de receptores de OT no encéfalo difere entre espécies monogamicas e
poligdmicas (Insel e Shapiro, 1992). Por sua vez, a maioria dos estudos sobre
comportamento social em machos foca no papel da vasopressina como mediador,
incluindo comportamento agressivo e “flank marking” (fenbmeno que envolve liberagado
de feroménios através de glandulas, geralmente com a finalidade de marcar territério)
(Albers e Bamshad, 1998).

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

Ja em relacdo aos efeitos sobre transtornos por uso de substancias (substance
use disorders), os resultados sdo controversos, possivelmente pelas diferengcas em
protocolo, testes realizados, linhagem animal e droga estudados. Por exemplo, OT foi
capaz de reduzir o consumo de etanol no modelo de auto-administragdo (King et al.,
2017), mas aumentou a preferéncia pela mesma droga no teste de CPP (Rae et al.,
2018). Ja com cocaina, a VP diminuiu a sensibilizagdo comportamental de maneira dose
dependente, enquanto a OT aumentou o efeito de sensibilizagdo da droga (Sarnyai et



al., 1992). Portanto, estudos adicionais se mostram necessarios para elucidar os efeitos
desses peptideos sobre comportamentos relacionados a dependéncia.

Diante do exposto acima, esse estudo se propds a avaliar a influéncia do EA nos
efeitos recompensadores induzidos pelo etanol, frente a um outro estimulo
recompensador, que € a interagdo social. Como a sociabilidade também é
recompensadora, foi levantada a hipétese de que a recompensa social pudesse ser um
fator protetor e induzisse um desvio de interesse do animal de uma recompensa pela
droga para uma recompensa social. Considerando que a oxitocina a) apresenta um efeito
pré-social (Rae et al, 2018); b) é responsavel pelo aumento dos efeitos recompensadores
ao etanol induzido pelo EA (Rae et al, 2018), avaliamos a modulagcdo do EA sobre o
sistema oxitocinérgico no hipotalamo e estriado, regides que participam da sintese da
oxitocina e do sistema da recompensa, respectivamente. A fim de avaliar se o EA
aumenta o valor hedbnico de recompensas de forma generalizada, testamos sua
influéncia na busca por recompensas naturais com diferentes valores heddnicos.
Finalmente, em decorréncia do balanco da participacdo da oxitocina e vasopressina
como mediadores de comportamentos sociais, foram avaliadas as interagdes cruzadas

entre esses peptideos num modelo in vitro.



CONCLUSOES

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

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

in vitro, através do teste de liberagédo de Ca?*.
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