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“Para achar agua é preciso descer terra adentro, encharcar-se
no lodo.

Mas ha os que preferem olhar os céus,

e esperar pelas chuvas...”

Oduvaldo Viana Filho
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RESUMO

O estresse provoca diversas alteracdes neurobioldgicas, enddcrinas e comportamentais
que nem sempre sdo percebidas por todos os individuos da mesma intensidade, talvez por
influéncia de fatores genéticos. Para estudarmos a inter-relacdo dos fatores genético e
ambiental no comportamento, fizemos uso de duas linhagens isogénicas contrastantes para
ansiedade e consumo de alcool (LEW e SHR). Estas linhagens foram submetidas a quatro
protocolos de estresse com caracteristicas distintas de estresse: imobiliza¢&o unica (IMOB-
2h), imobilizac&o repetida (IMOB-10d), variado severo (VARI-10d) e variado moderado e
prolongado (VARImM-28d) e, posteriormente, testadas para verificar o nivel de ansiedade (inata
e condicionada) no modelo do labirinto em cruz elevado (LCE). Os mesmos estressores,
exceto o IMOB-2h, foram utilizados para verificar o consumo de alcool destes roedores.
Nossos resultados indicaram que o IMOB-10d e 0 VARI-10d promoveram alteracfes do tipo
ansiogénico sendo que o IMOB-10d apareceu de modo mais pronunciado em ambas as
linhagens e sexo. A re-exposi¢do ao LCE ndo promoveu aumento da ansiedade nos animais
previamente estressado pelo IMOB-10d e em SHR fémeas previamente estressada nos demais
protocolos. Em contraste com os dados obtidos no LCE, um aumento do consumo de alcool
foi observado nos animais submetidos a0 VARImM-28d em SHR machos sugerindo que o
mesmo protocolo de estresse € capaz de promover alteracdes de comportamento distintas,
dependendo do protocolo pds estresse. Com isso, ficou demonstrado que caracteristicas
relacionadas a ansiedade parecem nao determinar o grau de consumo de alcool ja que o uso de
linhagens mais ‘ansiosas’ e protocolos de estresse que promovem estados elevados de

ansiedade ndo foram capazes de elevar o consumo de etanol.



ABSTRACT

Stress situations provoke neurobiological, endocrine and behavioral changes that not
always are perceived for all people perhaps in the same way maybe due to genetic influences.
To study the relationship of the genetic factors and the environment (stress situation) in the
behavior, we have used two contrasting inbred strains of rats for anxiety and in the alcohol
consumption (Lewis and SHR rats). These strains had been submitted to four different stress
protocols with distinct stress characteristics: acute immobilization (IMOB-2h), predictable
immobilization (IMOB-10d), variable and severe stress (VARI-10d) and variable, moderate
and chronic stress, and later tested to verify the level of anxiety (innate and condicionated) in
the elevated plus maze (EPM). Our results indicate that the IMOB-10d and the VARI-10d
promote anxiogenic-like alterations but the IMOB-10d produced a bigger alteration than
VARI-10d in both male and females. The re-exposition to the EPM did not promote an
increase of the anxiety level in animals when they were earlier stressed by the IMOB-10d and
in the stressed females SHR by any protocol. In contrast with our results in the EPM, an
increase of alcohol consumption were observed in the rodents submitted on VARImM-28d
stress protocol but only in male SHR suggesting that the same stress protocol is capable of
promote distinct alteration depending of the protocol after a stress situation. In conclusion, we
have demonstrated that the anxiety-like characteristic apparently do not determine the degree
of alcohol consumption once the use of more ‘anxious’ rodent strain and several stress

protocols that promote enhanced anxiety state did not increase of alcohol consumption.



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 Ansiedade

A ansiedade é um dos sentimentos mais experimentados pela espécie humana e aflige
0 homem desde a mais remota antiguidade. A ansiedade tem sido descrita como um estado
emocional de grande valor adaptativo, que é experimentado de maneira subjetiva como néo
prazeroso e desconfortavel, cuja expressao plena envolve alteracbes comportamentais,
psicofisioldgicas e cognitivas (Graeff, 1984; Pratt, 1992). Sendo a ansiedade um tipo de
emocdo, ndo é surpreendente que as estruturas cerebrais envolvidas pertencam ao sistema
limbico. Diversas estruturas desse sistema tém sido descritas como implicadas na regulacdo da
ansiedade, incluindo o sistema septo-hipocampal (Gray, 1987), o hipotdlamo (Schmitt et al.,
1986), a matéria cinzenta periaquedutal (Graeff, 1994), o coliculo inferior (Melo et al., 1992;
Brandao et al., 1993) e, principalmente, a amigdala (Hodges et al., 1987; Tomaz et al, 1993;
Graeff, 1994). A amigdala é composta por muitos nucleos que sdo reciprocamente conectados
com o hipotalamo e a formacdo hipocampal e hé varias evidéncias de que estados emocionais
aprendidos, como 0 medo e a ansiedade, tenham seu influxo sensorial através dos seus nucleos
basolaterais (Davis, 1992; LeDoux, 1994).

Os nucleos basolaterais da amigdala recebem informacgfes sensoriais da formacéo
hipocampal e as projetam para 0 nucleo central (responsavel pela expressdo das respostas
emocionais provocadas por estimulos aversivos). Danos aos nucleos centrais ou basolaterais
de animais de laboratério reduzem ou até mesmo eliminam uma grande variedade de
comportamentos emocionais e respostas fisioldgicas, tornando-os sem medo frente a situacdes
antes aversivas, deixando-os mais doceis quando manipulados (Carlson, 2002). Em
contrapartida, quando a amigdala central é estimulada, o animal apresenta sinais

comportamentais e fisiologicos relacionados ao medo e agitacao.



INTRODUCAO

A amigdala, especialmente os nucleos basolaterais, contém uma alta concentracdo de
receptores benzodiazepinicos. A infusdo de drogas ansioliticas (da classe dos
benzodiazepinicos) na amigdala reduz tanto a aprendizagem, quanto a expressdo de respostas

emocionais em animais de laboratério (Davis, 1992).

1.2 Estresse

Estresse pode ser definido como um evento ambiental que altera a homeostasia do
organismo, evocando uma cascata de respostas fisiolgicas, comportamentais e psicolégicas
que podem ser adaptativas se ocorrerem de maneira moderada e ndo continuada (Selye, 1936).
No entanto, estd bem reconhecido que eventos estressantes, dependendo da intensidade,
frequéncia, e de outros fatores, também estdo implicados na etiologia e fisiopatologia de uma
ampla variedade de doencas psiquiatricas incluindo a ansiedade, a depressdo e o abuso de
drogas, particularmente em individuos vulnerdveis (Starkman et al., 1992, 1999; Sinha, 2001;
Nestler et al, 2002; de Kloet et al., 2005). No entanto, muitos desses efeitos prejudiciais sao
resultantes ndo dos estimulos em si, mas das reaces a eles.

Quando um individuo estd em uma situacdo ameacadora, é requerida uma atividade
vigorosa, onde as respostas autonémicas e enddcrinas ajudam o individuo a mobilizar recursos
energéticos do corpo. Neste caso, a divisao simpatica do sistema nervoso autbnomo esta ativa
e as glandulas adrenais secretam adrenalina, noradrenalina e horménios esterdides do estresse.
A adrenalina afeta 0 metabolismo da glicose, tornando os estoques de nutrientes dos musculos
disponiveis para o fornecimento da energia necessaria durante exercicios exaustivos. Junto
com a noradrenalina, a adrenalina também aumenta o fluxo sanguineo para 0os musculos,
aumentando o débito cardiaco, acarretando um conseqliente aumento da pressao arterial e, a
longo prazo, doengas cardiovasculares. Além de funcionar como um hormdnio do estresse, a

noradrenalina € um neurotransmissor e alguns estudos mostraram que situagdes estressantes
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aumentam a liberacdo de noradrenalina no hipotalamo, cértex frontal e prosencéfalo (Yokoo
et al., 1990; Cenci et al., 1992). Por outro lado, a destruicdo de ax6nios noradrenérgicos que
partem do tronco encefalico para o prosencéfalo, impede o aumento da pressdo arterial,
situacdo geralmente produzida pelo estresse (Montero et al., 1990).

Quanto ao eixo hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA), na presenca de um agente
estressor, 0 nucleo paraventricular do hipotdlamo secreta o horménio liberador de
corticotrofina (CRH), que estimula a hipofise (anteriormente denominada pituitaria). Em
resposta ao CRH, a hipofise secreta o horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que atinge as
glandulas adrenais, via corrente sanguinea, e estimula a secrecdo de glicocorticdides (cortisol
em humanos; corticosterona, em roedores) que séo os efetores finais do eixo-HPA (de Kloet et
al., 2005).

Os glicocorticoides exercem um importante papel na regulacéo da atividade basal do
eixo HPA, assim como no término da resposta de estresse. O feedback negativo dos
glicocorticéides na secre¢do de CRH e ACTH tem a funcdo de limitar a duracdo da resposta
de estresse. Em geral, a resposta de estresse e a ativacdo do eixo HPA devem ser de curta
duracdo, pois a ativacdo crbnica desse sistema pode levar a uma série de distdrbios que
resultam da secrecdo prolongada e/ou aumentada de CRH e/ou de glicocorticoides
(Charmandari et al., 2005). A exposicao prolongada ao estresse e/ou glicocortic6ides provoca
a destruicdo de neurdnios da formacdo hipocampal (Sapolski, 1986; Uno et al., 1989;
Magarinos & McEwen, 1995; McEwen, 1999). Outra estrutura limbica, a amigdala, que tem
um papel chave no medo e ansiedade, também estd envolvida na regulacdo do eixo HPA
(Allen & Allen, 1974; Davis, 1992; Davis et al., 1994; LeDoux, 1994). Diferentemente do que
ocorre com o hipocampo, estudos semelhantes com estresse tém mostrado um aumento da

arborizagdo dendritica em neurénios da amigdala (Vyas et al., 2002).
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1.3 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE, que consiste de um labirinto em forma de cruz com quatro bragos, sendo dois
abertos e dois fechados (com paredes), € um dos testes comportamentais de ansiedade mais
utilizados, havendo mais de 2500 trabalhos publicados com o uso deste equipamento
(Bertoglio & Carobrez, 2006). O LCE se baseia aversdo natural de roedores por espagos
abertos (Treit et al., 1993). Assim, quando um rato é exposto ao LCE pela primeira vez, eles
apresentam sinais de conflito, de esquiva e fuga, sendo que o animal considerado mais
“ansioso” vai menos vezes e permanece por menos tempo nos bracos abertos, além de reduzir
comportamentos de avaliacdo de risco (Rodgers & Cole, 1994). Esta esquiva dos bracos
abertos € diminuida através da administracdo de drogas ansioliticas (clordiazepoxido, etanol) e
aumentada por drogas consideradas ansiogénicas (escopolamina, flumazenil) (Pellow et al.,
1985; Rodgers et al., 1992; Handley & McBlane, 1993; Rodgers & Cole, 1994).

Neste aparato, pode-se realizar uma segunda exposicdo dos ratos algumas horas ou
dias da primeira exposigdo. Nestes casos, observar-se normalmente um grande aumento na
esquiva dos bragos abertos do LCE, sugerindo uma tendéncia ansiogénica (Rodgers et al.,
1992; Rodgers & Shepherd, 1993; Treit, 1993). No entanto, ainda ndo se sabe ao certo qual é
0 estimulo responsavel pela reducdo de entradas e do tempo de permanéncia nos bragos
abertos na segunda exposicdo ao LCE. Gonzales & File (1997) sugeriram que este fendbmeno
se deveria pela liberacdo de agonistas inversos enddgenos que se ligariam e alterariam a
conformacdo dos sitios de ligacdo nos receptores benzodiazepinicos. Isto poderia significar
que uma exposicao prévia, sem droga, no LCE induz uma mudanca qualitativa na reacdo de
medo/ansiedade, de uma resposta incondicionada, ou ansiedade inata, para uma resposta
fébica adquirida na segunda exposicao (File & Zangrossi, 1993; Holmes & Rodgers, 1998;
Rodgers et al., 1996; Treit, 1993). Por sua vez, Bertoglio & Carobrez (2000) sugerem em seu

estudo que é necessario que os ratos conhecam tanto os bracos abertos quanto os bracos
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fechados do aparato, para que eles adquiram medo dos bragos abertos. Com isso, a
consolidacdo da ansiedade durante a segunda exposicéo representaria uma forma de estado de
condicionado pela experiéncia aversiva da primeira exposicdo. Novamente, o n0cleo
basolateral da amigdala tem um importante papel na consolidacdo de experiéncias aversivas,
podendo modular a ansiedade da primeira para a segunda exposic¢ao (Vyas & Chattarji, 2004).
Varios autores tém sugerido que o estresse induz mudancas do estado emocional do individuo
similares ao observado apds o rato passar pela primeira vez ao LCE, e que estas mudancas
partiriam de uma cascata de eventos da amigdala culminando em uma remodelagdo dendritica
da porcdo basolateral o que provocaria facilitacdo do medo e ansiedade em ratos (LeDoux,

1994; File et al., 1998; Adamec et al., 1999; Vyas et al., 2002; Pawlak et al., 2003).

1.4 Estresse & Ansiedade

O estresse prolongado e/ou intenso pode causar alteragdes morfoldgicas e funcionais
no cérebro (McEwen & Sapolsky, 1995; McEwen, 1999) e contribuir para o aumento do risco
de desenvolvimento de psicopatologias afetivas como a depressdo e a ansiedade (Checkley,
1996; McEwen, 2002).

Diversos modelos animais foram desenvolvidos para um melhor entendimento dos
efeitos do estresse prolongado no desenvolvimento de psicopatologias, sendo que o estresse de
retencdo por varios dias, parece ser um dos mais eficazes, além de bastante utilizado (Perrot-
Sinal et al., 2004). Embora, de uma maneira geral, o efeito dos protocolos de estresse nos
prejuizos de processos de aprendizado e memdria esteja bem documentado (Bowman et al.,
2003), menos atencdo tem sido dada aos efeitos do estresse prolongado no comportamento
emocional. Enquanto alguns trabalhos sugerem que a exposicdo de ratos a situagdes
estressantes por um periodo prolongado, principalmente a imobilizagdo repetida, aumenta o

comportamento emocional, causando um estado ansiogénico no animal (Conrad et al, 1999;
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Sandi et al., 2001; Beck & Luine, 2002; Vyas et al., 2002; Wood et al., 2003), outros trabalhos
ndo conseguem confirmar esta hipotese (Faraday, 2002), sendo assim necessarios mais
estudos para esclarecer este assunto. Uma possivel explicacdo para as diferencas nos
resultados obtidos em varios laboratérios € o fato de ndo existir um protocolo de estresse
padrdo, mas sim protocolos que variam em varios aspectos (severidade, tempo e repetigdes,
por exemplo).

Enquanto a plasticidade hipocampal (atrofia neuronal) parece mediar 0s aspectos
cognitivos causados pelo estresse, mudancas no complexo amigdaldide provavelmente
contribuem para os transtornos afetivos decorrentes do estresse (LeDoux, 1994; Shors &
Mathew, 1998; Adamec et al, 1999). Como j& sabemos, a amigdala exerce um papel crucial
no processamento de varios tipos de emocBes como 0 medo e a ansiedade (Rogan & LeDoux,
1996). O envolvimento da amigdala com situacdes de estresse promovendo aumento da
emocdo se da de duas maneiras. Primeiro, dependendo da forma como a amigdala interpreta
as informacGes (ameacas) oriundas do meio, o eixo HPA pode, ou ndo, ser ativado e
desencadear as reacfes ao estresse. Segundo, os nucleos amigdaléides contém receptores
esterdides e, portanto, podem influenciar na resposta da amigdala em relacdo a ameaca do
meio (LeDoux, 1994). Por estes motivos, a amigdala é de extrema importancia nas respostas
ao estresse.

Eventos como potencializagdo de longo prazo e plasticidade neuronal tém sido
observados em animais sob condi¢Ges de medo, sugerindo que o desenvolvimento desta
emoc¢do envolve mecanismos de aprendizagem. Além disso, a exposi¢cdo de um rato ao
estresse causa remodelacdo neuronal na amigdala, especificamente na porcdo basolateral
(Vyas et al., 2002). Trabalhos posteriores a este ultimo identificaram marcadores moleculares
implicados na remodelacdo neuronal, que sdo ativados por estresse (Pawlak et al., 2003;

Cordero et al., 2005). Entretanto, os efeitos provocados pelo estresse no cérebro sdo
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dependentes do tipo de estressor utilizado (Vyas et al, 2002) e a hipertrofia amigdalar persiste
por vérias semanas depois da submissdo ao ultimo estressor (Vyas et al., 2004). Além disso, a
amigdala também é importante para a consolidacdo da ansiedade na re-exposicdo ao LCE, e
em um trabalho de Vyas & Chattarji (2004) envolvendo situacdes de estresse (estresse de
imobilizacdo repetida e estresse variado, ambos com 10 dias de duracéo), eles verificaram que
apenas ratos Wistar submetidos ao estresse variado e ndo ao estresse de imobilizagéo repetida
(considerada mais severa) apresentaram redugdo de entradas e tempo de permanéncia nos
bracos abertos na re-exposi¢cdo ao LCE. Isso poderia ser explicado pela aversividade do
estresse de imobilizacdo repetida, que produziria um estado do tipo ansiogénico elevado na
primeira exposi¢do, ndo possibilitando mais uma redugdo do nivel de medo/ansiedade
experimentado. Confirmando a hip6tese acima, 0 mesmo grupo verificou em Wistar fémeas
que elas ndo eram afetadas por nenhum dos estresses utilizado. J& na re-exposicdo todos 0s
grupos tiveram reducdo de entradas e de tempo nos bragos abertos, quando comparados a

primeira exposicdo (Mitra et al., 2005).

1.5 Alcool

Talvez por suas propriedades farmacoldgicas e facilidade de obtencdo, esta seja uma
das drogas mais consumidas atualmente, estando inserida nas mais diferentes culturas, sendo
que, apesar da vasta aceitagdo mundial, o consumo de etanol ndo é isento de danos ao
individuo. O alcoolismo e suas consequéncias (patologias psiquicas e somaticas, além da
dependéncia) tém uma etiologia complexa, onde varidveis farmacoldgicas, genéticas e
ambientais estdo bem estabelecidas em humanos e em animais de laboratério (Cloninger,
1987; Crabbe, 1999; Foroud e Li, 1999; Terenina-Rigaldie et al, 2003a; Terenina-Rigaldie et

al, 2003b).
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Uma das abordagens acerca da vulnerabilidade ao efeito do etanol mais
extensivamente estudada € aquela que a coloca como a causa central do abuso/dependéncia.
Esta linha de investigacdo tenta identificar efeitos comportamentais (ansiolitico ou
estimulante, dependendo da dose) (Gingras e Cools, 1996; Bertoglio e Carobrez, 2002) e
neurobioldgicos (aumento extracelular de dopamina no sistema mesolimbico; Imperato e Di
Chiara, 1986; Weiss et al, 1993; Koob e LeMoal, 1997; Nestler e Aghajanian, 1997) que
seriam responsaveis por estas propriedades, que poderiam levar o individuo do uso a
dependéncia (Nestler, 1992).

Uma outra viséo, que leva em consideracéo o fato do etanol ser um depressor do SNC
através da facilitacdo da abertura dos canais de cloreto acoplados aos receptores GABA (que
acaba resultando em um decréscimo de tensdo e inibicdo da ansiedade) € aquela que considera
as caracteristicas apresentadas pelo individuo como fator de vulnerabilidade ao abuso e
dependéncia de drogas (Piazza e Le Moal, 1996). Em sua reviséo, Cappell e Herman (1972)
descrevem a hipotese de reducdo de tensdo que prediz que individuos normalmente ansiosos
ou estressados (em um estado sem droga), sdo mais sensiveis aos efeitos ansioliticos do etanol
e, portanto, mostram uma maior predisposi¢do para consumirem esta droga.

Entretanto, a relagdo entre ansiedade e consumo de etanol em modelos experimentais é
altamente controversa. Alguns estudos mostram uma correlacdo positiva entre a ansiedade
experimental e um maior consumo de etanol, sugerindo uma ligacdo genética entre elas
(Colombo et al., 1995; Vendrusculo et al., 2006), enquanto outros trabalhos, ndo menos
importantes, concluem ndo haver relacdo entre o estado ansioso do individuo e a sua
preferéncia pelo alcool (Terenina-Rigaldie et al., 2002; Fernandez-Teruel et al., 2002;

Henniger et al., 2002; Da Silva et al., 2004).
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1.6 Estresse & éalcool

Diversos trabalhos vém documentando a importancia de situagfes estressantes na
motivacdo ao abuso de drogas (Russell & Mehrabian, 1975; Koob & Le Moal, 1997) e varias
hipo6teses tém sido formuladas. O estresse aumenta a liberacdo de dopamina (DA) no nucleo
accumbens (estrutura chave nos processos motivacionais e de refor¢o produzido por drogas de
abuso), um efeito que tende a ser reduzido quando se bloqueia a liberacdo de glicocorticdides
(Piazza et al, 1996).

A liberacdo de glicocorticOides pelo estresse e suas acdes no sistema dopaminérgico
mesolimbico leva a neuroadaptacdes que conferem aos individuos uma maior suscetibilidade
aos futuros efeitos de drogas de abuso. O estresse parece também favorecer a auto-
administracdo de drogas em animais e humanos (Kalivas e Stewart, 1991; Piazza e Le Moal,
1998; Goeders, 2002) e a recorréncia destes eventos pode promover aumento significativo
gradativo e duradouro na liberacdo de DA em areas mesocorticolimbicas (Kalivas e Stewart,
1991). A liberacdo de DA induzida por drogas também é aumentada em individuos
estressados (Kalivas e Stewart, 1991). Além disso, os individuos dependentes de drogas
frequentemente exibem padrdes anormais de atividade do eixo HPA (Mello e Mendelson,
1997).

O estresse também facilita a aquisicdo do consumo de &lcool e pode induzir um
aumento na ingestdo de alcool durante a manutencdo de seu consumo (Pohorecky, 1990),
possivelmente via liberagcdo de corticdides (Fahlke e Hansen, 1999). Esta correlacdo entre
estresse e dependéncia parece ocorrer com uma ampla variedade de drogas com potencial de
abuso (Piazza & Le Moal, 1998). Em estudos com ratos, constatou-se que a sensibilidade a
cocaina pode ser correlacionada positivamente com o aumento de corticosterona plasmatica
induzida pelo estresse (Goeders e Guerin, 1996; Goeders, 2002), achado similar ao encontrado

em humanos usudrios de cocaina, que tém a secrecdo de cortisol aumentada (Mello &
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Mendelson, 1997). No entanto, em ratos adrenalectomizados ou com a sintese de
corticosterona inibida, os efeitos comportamentais de drogas de abuso sdo atenuados (Rouge-
Pont et al, 1995; Prasad et al, 1998).

Pesquisadores vém postulando hipo6teses no sentido de integrar a participagdo do
estresse na vulnerabilidade & dependéncia. Koob e Le Moal (2001) verificaram que em
individuos ndo dependentes o impacto de estressores seria adequado a situacdo, as
experiéncias de reforco também seriam normais e 0s circuitos cerebrais relacionados a
liberagdo dos hormonios do estresse (cortisol/corticosterona) ndo estariam ativados. No
entanto, durante a transicdo para dependéncia, tanto o sistema de reforco como o de estresse
estariam ativados e o individuo comecaria a experimentar as sensa¢cdes emocionais negativas
da abstinéncia da droga. Entretanto, na dependéncia, o sistema de refor¢o estaria em um
estado de sub-ativacdo, enquanto que os sistemas cerebrais do estresse e das respostas
emocionais estariam ativados demasiadamente, facilitando o abuso de drogas (Koob e Le
Moal, 2001).

Schuckit (1994) demonstrou que individuos com baixa sensibilidade aos efeitos
subjetivos do etanol (isto €, que precisavam de doses maiores para obter os efeitos),
apresentavam risco cerca de 75% maior de se tornarem dependentes de alcool. Além disso,
individuos mais sensiveis ao estresse, podem ser mais propensos ao uso de drogas de abuso.
Por outro lado, algumas evidéncias sugerem que o aumento da vulnerabilidade ao abuso de

drogas, depende do tipo de estresse vivenciado pelo individuo (Sinha, 2001).

1.7 Uso de Linhagens Isogénicas
O uso de modelos animais na pesquisa basica tem proporcionado uma ampliacdo do
conhecimento na area da biologia humana, apontando a importancia da influéncia de fatores

genéticos e ambientais no comportamento e no desenvolvimento neurobioldgico. Entretanto,
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ndo ha modelo animal perfeito, completo e abrangente o suficiente para modelar os mais
variados aspectos envolvidos em algum tipo especifico de transtorno psiquiatrico como a
ansiedade (van der Staay, 2006). Por este motivo, debates contraditorios sobre a validade e a
utilidade de modelos animais especificos ainda persistem. No entanto, o estudo de populacGes
extremas (ou claramente contrastantes em comportamentos, por exemplo) em relagéo a tragos
de interesse pode trazer uma maior contribuicdo a compreensao de processos psicopatologicos
(Trullas & Skolnick, 1993).

O uso de linhagens isogénicas que séo produzidas por cruzamentos sucessivos entre
irm&os e irmé&s ou progenitores e descendentes, parece promissor para o estudo de populacoes
extremas, pois cada linhagem geralmente possui caracteristicas comportamentais e
neuroquimicas que lhes parece peculiar. Com aproximadamente 20 geracBes por
endocruzamento, os individuos de uma mesma linhagem apresentam mais de 98% de
homozigose, podendo ser considerados isogénicos. As vantagens de utilizar estes animais é
que as diferencas fenotipicas encontradas entre individuos de uma mesma linhagem podem ser
consideradas de origem ambiental, devido a sua alta homogeneidade genotipica. Sendo assim,
as diferencas entre populagdes de linhagens isogénicas diferentes, mantidas sob as mesmas
condigdes ambientais, podem ser consideradas de origem genética.

Em 1997, em um trabalho fundamental nesta area, Ramos e colaboradores, a partir de
um estudo com seis linhagens isogénicas de ratos, propuseram um novo modelo genético para
0 estudo da ansiedade. Este modelo era composto de duas linhagens de ratos, Lewis (LEW) e
ratos espontaneamente hipertensos (spontaneously hipertensive rats - SHR), contrastantes em
comportamentos relacionados a este transtorno em humanos. Neste trabalho, os pesquisadores
demonstraram que a linhagem SHR possuia caracteristicas do tipo ansiolitica e a linhagem
LEW, do tipo ansiogénica, quando submetidas a varios testes comportamentais de ansiedade

ou emocionalidade como o labirinto em cruz elevado, campo aberto, caixa claro/escuro e
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interacd@o social, confirmando a importancia do fator genético nas respostas comportamentais
em situacOes aversivas.

Originada através de cruzamentos consanglineos de ratos da linhagem Wistar,
realizados pelo Dr. Lewis (que deu nome a linhagem), os ratos LEW sdo freqiientemente
usados como modelo de doencas autoimunes (Stohr et al, 1999, Castro et al, 2006). Esta
vulnerabilidade a doengas autoimunes decorre principalmente da baixa reatividade do eixo
HPA (Glowa et al, 1992). Assim, os ratos LEW tém sido usados para avaliar a influéncia
genética na resposta imune, regulacdo do eixo-HPA (Calogero et al, 1992; Sternberg et al,
1992; Armario et al., 1995), distarbios afetivos e de ansiedade (Berton et al., 1998; Ramos et
al, 1998; Hinojosa et al, 2005) e, até mesmo, na dependéncia a drogas, tais como cocaina,
morfina e etanol (Suzuki et al, 1988a; 1988b; Kosten et al, 1994), pois os ratos LEW parecem
ter uma alta propensdo ao abuso de drogas (Camp et al, 1994) embora nestes casos, 0S ratos
LEW néo foram comparados com SHR. Quando ratos LEW foram comparados com SHR, a
linhagem LEW consumiu menos etanol em testes de auto-administracdo (Da Silva et al., 2004;
2005; lzidio, 2005).

Por outro lado, a linhagem SHR foi originalmente selecionada para o estudo da
hipertensdo essencial humana por Okamoto & Aoki (1963), a partir do cruzamento de um
macho Wistar que exibia pressdo arterial muito elevada (“hipertenséo espontanea”) com uma
fémea também Wistar com presséo arterial um pouco acima da média. Além das alteracdes
cardiovasculares, diversos estudos tém descrito diferengas significativas no perfil
comportamental dos animais SHR em relagdo a linhagens normotensas. Esta linhagem foi
proposta como modelo para o estudo do transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH) (Sagvolden et al., 1992; Sagvolden et al., 1993; Mormede et al, 2002; Fujita et al.,
2003) e para disturbios de aprendizado e memdria (Meneses & Hong, 1998). Levando-se em

consideracdo que a memdria e a ansiedade sdo fenémenos intimamente relacionados (LeDoux
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& Muller, 1997), Calzavara e colaboradores (2004) sugeriram um importante papel dos niveis
de ansiedade dos animais SHR em seu desempenho na esquiva discriminativa no LCE (um
modelo comportamental que avalia simultaneamente o aprendizado, a memoria e
comportamento relacionados a ansiedade).

Em estudos utilizando testes animais de depressdo, os ratos SHR exibiram um menor
tempo de imobilidade (perfil “anti-depressivo”), comparando-se com ratos LEW (Berton et
al., 1998; Hinojosa et al, 2005). Animais SHR também apresentam respostas comportamentais
de medo/ansiedade reduzidas (independente do sexo) nos testes de campo aberto, labirinto em
cruz elevado, interacdo social e medo condicionado (Gentsch et al.,1987; Goto et al., 1993);
Ramos et al., 1997, 2002). Desta forma, seria razoavel supor que as alteracGes
comportamentais observadas nestas linhagens, LEW e SHR, pudessem ser decorrentes da
hipertensdo observada nesta ultima. Entretanto, uma populacdo F, originaria de um
cruzamento entre as linhagens LEW e SHR, mostrou que a pressao arterial ndo esta associada
aos comportamentos relacionados a ansiedade nestas linhagens (Ramos et al, 1998).
Curiosamente, em outro estudo, apenas animais SHR adultos (e ndo jovens de 45 dias)
apresentaram aumento do tempo de exploragdo nos bragos abertos do LCE, quando
comparados com Wistar (Calzavara et al., 2004).

Diferentemente do que ocorre aos ratos LEW, que apresentam uma hiporesponsividade
no eixo HPA, os ratos SHR exibem um aumento maior e mais prolongado nos niveis de
adrenalina e noradrenalina, uma maior liberacdo de corticosterona e também um maior
aumento na freqliéncia cardiaca e pressao sangliinea em resposta a situacdes estressantes,
quando comparados a outras linhagens de ratos, inclusive a LEW (Kirby et al, 1989; Hendley

e Ohlsson, 1991; Armario et al, 1995).
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Em todos estes casos, ansiedade versus estresse, e ansiedade versus consumo de alcool
Versus estresse, parece ocorrer, a0 menos em parte, a influéncia de fatores genéticos para que
essas diferencas interindividuais ocorram (Lesch, 2001; Hiroi & Agatsuma, 2005). Além
disso, diferencas entre sexo também ocorrem na ansiedade e no consumo de etanol. Com isso,
a inter-relacdo entre estes aspectos merece, portanto, ser melhor investigada em populagdes

distintas (linhagem LEW e SHR), que reajam de forma diferente a estes fatores.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
e O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia de fatores estressantes e sua
interacdo com fatores genéticos em medidas comportamentais relacionadas a

ansiedade e a possivel influéncia destes no consumo/preferéncia de alcool.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar os efeitos comportamentais produzidos por diferentes protocolos de estresse
em animais de ambos os sexos das linhagens SHR e LEW avaliados no labirinto em
cruz elevado.

e Avaliar os efeitos comportamentais provocados pelos diferentes estressores na re-
exposicdo ao LCE nas duas linhagens.

e Analisar os efeitos dos diferentes estressores no consumo/preferéncia de alcool e sua

eventual relacdo com os niveis de ansiedade experimental destas linhagens.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 CONSIDERAGOES ETICAS

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais delineados de maneira tal
que o sofrimento dos animais utilizados fosse minimizado. Procuramos usar um tamanho de
amostra minimo e adequado para as analises estatisticas e extrair o maximo de informacdes
relevantes para o cumprimento dos objetivos propostos, de acordo com os procedimentos
éticos internacionais e nacionais estabelecidos na Assembléia Geral da SBNeC — Caxambu
(1992). Os procedimentos aqui realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da UFSC (#23080.027554/2004-49/UFSC).

3.2 ANIMAIS

A colbnia dos ratos SHR utilizada neste estudo é originaria da Universidade de
Harvard (Boston, MA, EUA), sendo obtida a partir da UNESP (Botucatu, SP, Brasil). A
linhagem LEW utilizada € originaria da Harlan Spreague Dowley Inc, (Indianapolis, IN,
EUA), sendo obtida a partir da UNICAMP (Campinas, SP, Brasil) pelo Laboratério de
Genética do Comportamento, cujas matrizes foram gentilmente cedidas e reproduzidas em
nosso laboratério sob um sistema de acasalamento irmao/irma, como recomendado para todas
as linhagens consangtineas.

Os animais foram desmamados e separados por sexo com quatro semanas de idade e,
apos isso, foram mantidos em gaiolas de plastico coletivas (42 x 24 x 17 c¢cm) com, no
maximo, seis ratos por caixa. Todos os animais foram mantidos sob um o ciclo de luz
claro/escuro de 12 h (luz ligada das 07:00 as 19h), com temperatura controlada (22 + 2°C) e
agua e racdo ad libitum. Os animais foram usados entre 11 e 13 semanas de idade na época

dos experimentos
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3.3 DROGAS
Foi utilizada solucdo alcodlica 10% (v/v) elaborada com &gua a partir de alcool

absoluto 99,5% p.a. (Nuclear).

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.4.1 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi baseado no modelo validado por Pellow (1985) e
consiste de dois bragos abertos opostos (50 x 10 cm) e dois fechados (50 x 10 cm), também
opostos, de acrilico transparente (Anseloni et al., 1995). Os bragos abertos e fechados estéo
conectados por uma plataforma central (10x 10 cm). A plataforma e o assoalho sdo de acrilico
preto, enquanto que as paredes laterais dos bragos fechados, de 42 cm de altura, sdo de acrilico
transparente. O aparelho esta elevado a uma altura de 52 cm do nivel do chdo. Para evitar a
queda dos animais dos bragos abertos, esses foram circundados por 0,5 cm de acrilico
transparente. O labirinto usado nos experimentos estava localizado numa sala com luz
vermelha (15W) com luminosidade de 1 lux em todo o aparato. Apoés o teste de cada animal, o
aparelho foi limpo com solucdo de etanol a 10%.

Os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados e o seu comportamento foi observado por 5 min (Pellow et al., 1985). As
medidas comportamentais registradas no LCE foram os parametros classicos: freqtiéncia total
de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados. A freqiiéncia total de
entradas foi obtida pela soma simples das frequéncias de entradas nos bragos abertos e nos
fechados (para se considerar que o rato entrou no braco aberto ou fechado, ele deveria colocar
as 4 patas e para sair, as 4 patas deveriam estar fora do braco aberto ou fechado). Para analise
estatistica dos dados e confeccdo dos graficos a percentagem de entrada no brago aberto foi

calculada dividindo-se a freqliéncia de entradas nos bragos abertos pela frequéncia total de
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entradas, e esse indice foi multiplicada por 100. De maneira semelhante, foi calculada a
percentagem do tempo em que 0s animais permaneceram nos bragos abertos e fechados, sendo
0 quociente obtido multiplicado por 100. O parametro etol6gico “imersGes de cabeca
desprotegida” também foi registrado neste modelo (considerou-se quando o rato imergia a
cabeca abaixo da superficie dos bracos abertos) (Rodgers et al., 1997). A exposicdo ao LCE
ocorreu 24h apds o ultimo estressor. A reexposicdo ao LCE ocorreu 24h ap6s a primeira

exposicao.

3.4.2 auto-administracéo de etanol
Neste teste os animais permanecem isolados em caixas plasticas (21 x 28 x 19 cm)

com grade metélica e chdo coberto com maravalha. A caixa permitia que os animais tivessem
movimentos livres e acesso ad libitum a racdo e as duas garrafas de liquido. O protocolo de
auto-administracdo, adaptado de Spanagel e colaboradores (1995), consistiu em 12 dias com a
presenca de duas garrafas com liquido, uma contendo agua e outra contendo solu¢éo alcoodlica
10%. O consumo de liquido (agua ou &lcool) foi medido a cada dois dias sempre a partir das
14h, através da pesagem das garrafas. No periodo da pesagem os animais permaneciam sem
qualquer tipo de liquido para consumo. Sempre apés a pesagem das garrafas, as mesmas eram
cuidadosamente trocadas de lado para evitar qualquer tipo de efeito da posi¢cdo. O peso dos
animais foi medido trés vezes durante o protocolo (dias 1, 6 e 12). Os dados estdo
apresentados sob a forma de consumo por peso do animal (g de etanol/ 48h/ 100g do peso do
animal), ou ainda de preferéncia do animal pela solugdo em relagdo ao consumo total de
liguido (consumo da solucdo/ consumo total dos liquidos) x 100. O inicio do protocolo

ocorreu 24h ap6s o ultimo estressor empregado.
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3.5 PROCEDIMENTOS DE ESTRESSE

3.5.1 Tipos de estressores

Gaiola molhada = adicdo de 400mL de &4gua a gaiola moradia do rato.

Gaiola inclinada = inclinacdo da gaiola moradia, podendo variar de 30 ou 45°.

Exposicao ao barulho = uma radio FM fora de sintonia.

Pareamento = dois ratos do mesmo sexo/linhagem colocados na mesma caixa, sendo que
0s animais eram desconhecidos entre si.

Luz continua = interrupcédo do ciclo claro-escuro normal, deixando a luz acesa durante um
periodo inteiro da fase escura.

Inversdo do ciclo de luz = realizada ap6s a iluminagdo continua, consiste em inverter o
ciclo claro-escuro de 12h.

Privacdo de racdo = retirar toda a ra¢do da gaiola moradia.

Exposicdo a garrafa vazia = colocacdo de uma garrafa vazia, realizada logo apds a
privacdo de agua.

Luz estroboscopica = introducdo de luz piscante no ciclo claro mas com luz ambiente
apagada. Pode variar entre 150 e 300 piscadas por minuto.

Isolamento = retirada dos animais das gaiolas coletivas e colocacdo em gaiolas
individuais.

Luz apagada = manutencao da luz apagada durante a fase clara do ciclo.

Imobilizagdo e imobilizacdo no frio = colocagdo dos ratos em tubos plésticos perfurados
(diametro de 16 cm para fémeas ou 19 cm para machos), impossibilitando a
movimentacdo dos animais e, depois, os tubos foram colocados na geladeira (4°C) no

grupo de imobilizacédo no frio.
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e Nado forcado = colocacdo dos animais em cilindros de PVC contendo &gua. A

temperatura da agua variava entre 15 e 25° C.

Tabela 1: Estressores aplicados no protocolo de estresse variado.

DIA ESTRESSOR DURACAO

1 e Nado forgado 25°C 4 min

e Isolamento noite toda (12h)
2 e Luz continua noite toda

e Privacdo agua e ragdo noite toda
3 e Luzapagada 3h

e Nado forgado 15°C 3 min
4 e Imobilizacéo 1h

e Privagdo 4gua e racéo noite toda
S e Caixa inclinada 30° 50 min

e Luz apagada 2h
6 e Imobilizacdo 15 min

e Luz continua noite toda
7 e Luz apagada 3h

e Privacéo agua e ragao noite toda
8 e Imobilizagéo no frio 1h

e Luz continua noite toda
9 e Caixa inclinada 30° 5h

e Isolamento noite toda
10 e Imobilizacéo no frio 15 min

e Nado forgado 25°C 4 min

3.5.2 Estresse de Imobilizagéo Agudo (IMOB-2h)
Consistiu em expor 0s animais a um unico estimulo estressante, a imobilizacdo (inicio

as 14h) com duracéo de 2h.
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3.5.3 Estresse de Imobilizagdo Repetido de 10 dias (IMOBr-10d)
O estresse de imobilizacdo repetido consistia em expor 0s animais a um mesmo
estimulo estressante (imobilizacdo) sempre no mesmo horario (inicio as 9h) e com a mesma

duracéo (2h) por 10 dias consecutivos (Vyas et al., 2002).

3.5.4 Estresse Variado de 10 dias (VARI-10d)

Adaptado de Ortiz e colaboradores (1996), o protocolo de estresse variado consistiu
em expor 0s animais a situacdes variadas e, as vezes, dependendo do estressor aplicado,
severas de estimulos estressantes (tabela 1) por 10 dias consecutivos.

Os animais submetidos ao IMOr-10d e VARI-10d tiveram 0 mesmo grupo controle.

3.5.5 Estresse Variado e Moderado (VARImM-28d)
Este protocolo foi adaptado tomando como base varios trabalhos da literatura (Willner

et al., 1987; Bielajew et al., 2002; Papp et al., 2003; Bekris et al., 2005). Consistiu em expor
0s animais a situacdes moderadas e variadas de estimulos estressantes. Durante todo o
protocolo, 0 grupo que estava sendo estressado permaneceu em gaiolas individuais e sem
contato visual com outro animal. Para o grupo submetido ao consumo de etanol, o grupo
controle também permaneceu isolado, mas mantendo contato visual com outros ratos. Um

estressor de cada vez era aplicado aos animais. A ordem de estressores consta na tabela 2.

3.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

No primeiro bloco experimental, um total de 288 ratos LEW e SHR de ambos 0s sexos
foram usados. Destes, 147 eram LEW (80 machos e 67 fémeas) e 141 eram SHR (68 machos e
73 fémeas). Os animais foram distribuidos ao acaso e submetidos a 4 protocolos de estresse

(IMOB-2h, IMOBr-10d, VARI-10d e VARImM-28d). Apds a exposicdo dos estressores, 0S
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animais tinham entre 11 e 13 semanas de idade e entdo, foram submetidos no LCE 24h apds o
ultimo estressor. A andlise estatistica utilizada foi individualizada para cada situacdo de
estresse com a ANOVA de uma via para verificar efeito de linhagem (LEW e SHR), e
ANOVA de duas vias dentro de cada grupo de linhagem (LEW ou SHR) para verificar efeito
de tratamento e de sexo. Havendo significancia de p<0,05 o teste post hoc de Newmann Keuls

foi efetuado.

Tabela 2: Estressores aplicados no protocolo de 28 dias

DIA DA SEMANA ESTRESSORES
Segunda-feira Barulho (2h) Luz estroboscopica Gaiola molhada
150ppm (3h) (A7h)*
Terca-feira Privacdo racdo (7h) | Gaiola inclinada 30°
(17h)*
Quarta-feira Privacdo agua e ragdo | Pareamento (17h)*
(7h)
Quinta-feira Luz estroboscopica Privacdo de dgua
300ppm (7h) (16h)*
Sexta-feira Garrafa vazia (1h) Luz continua (12h)
Sabado e Domingo Inverséo de ciclo
(48h)

* estressores que iniciavam em um dia e terminavam em outro.

No segundo bloco, os mesmos animais do primeiro bloco foram utilizados e re-
testados 24h apds no mesmo aparato. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA de duas vias
(linhagem e tratamento) com a incluséo de medidas repetidas (primeira e segunda exposicao).
Havendo significancia igual a p<0,05 ou havendo tendéncia estatistica (entre p=0,05 e p<0,09)

com diferenca visual clara nos gréaficos, o teste post hoc de Newman Keuls foi efetuado.
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No terceiro bloco experimental, um total de 174 ratos LEW e SHR de ambos 0s sexos
foram usados. Destes, 94 eram LEW (45 machos e 49 fémeas) e 80 SHR (40 machos e 40
fémeas). Os animais foram distribuidos e submetidos a 3 protocolos de estresse (IMOBr-10d,
VARI-10d e VARImM-28d). Vinte e quatro horas ap6s a exposi¢do do ultimo estressor, 0s
animais tinham entre 10 e 12 semanas de idade e entdo, iniciaram 0 experimento de auto-
administracdo de etanol. A anélise estatistica utilizada foi ANOVA de duas vias (linhagem e
tratamento) com a inclusdo de medidas repetidas (dias de consumo de etanol = 12 dias).
Havendo significancia (p<0,05) ou havendo tendéncia estatistica (p=0,05 a p<0,09) com
diferenca visual clara nos graficos, o teste post hoc foi efetuado.

O programa estatistico utilizado foi Statistica ® 6.0 e os graficos foram elaborados

pelo programa Prism ® 4.0.
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4. RESULTADQOS

4.1 EFEITO DOS PROTOCOLOS DE ESTRESSE EM MACHOS E FEMEAS DAS

LINHAGENS SHR E LEW AVALIADAS NO LCE

4.1.1 Objetivos especificos
e Analisar o comportamento provocado pelos protocolos de estresse no LCE nas

linhagens contrastantes para ansiedade.

4.1.2 Delineamento
Os animais foram submetidos ao protocolo de IMOB-2h, IMOB-10d, VARI-10d e

VARIM-28d e, 24 h apds o ultimo estressor, seus comportamentos foram avaliados no LCE.

SHR LEW
IMOB-2h IMOB-10d | | VARI-10d VARIM-28d
LCE
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4.2 DESCRICAO DOS RESULTADOS

4.2.1 Estresse de Imobilizacdo aguda (IMOB-2h)

Os resultados do IMOB-2h estéo descritos na figura 1. No parametro porcentagem de
tempo nos bragos abertos, a ANOVA de uma via revelou um efeito geral de linhagem (SHR >
LEW; F=90,85 e p<0,001). Ao analisarmos cada linhagem independentemente, a ANOVA de
duas vias ndo revelou efeito geral de tratamento e sexo em SHR, entretanto, um efeito geral de
sexo foi observado em LEW (Fémeas > Machos; F=7,25 e p<0,05). Para o parametro
porcentagem de entrada nos bracgos abertos, a ANOVA de uma via revelou um efeito geral de
linhagem (SHR > LEW,; F= 29,35 e p<0,001). A ANOVA de duas vias dentro de cada
linhagem nd&o mostrou efeito geral de tratamento e sexo em ambas as linhagens. Foi
observado para a medida de ndmero de entradas nos bracos fechados um efeito geral de
linhagem (SHR < LEW; F=20,53 e p<0,001). Além disso, foi observado um efeito geral de
sexo (Fémeas > Machos; F=4,95 e p<0,05) em SHR, enquanto que em LEW, nenhum efeito
foi observado. No pardmetro etoldgico imersdes de cabeca desprotegida, a ANOVA de um via
revelou um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=19,67 e p<0,001). Dentro de cada
linhagem, a ANOVA de duas vias ndo mostrou efeito geral de tratamento e sexo em SHR. O
contrério ocorreu em LEW, onde um efeito geral de tratamento (Estressado < Controle;
F=12,93 e p<0,01), de sexo (Fémeas > Machos; F=8,86 e p<0,01) e uma interagdo tratamento

e sexo (F=6,02 e p<0,05) foi observado.
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Figura 1 — Influéncia do estresse IMOB-2h no comportamento de ratos LEW e SHR de ambos
0s sexos avaliados no LCE. Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam os
e.p.m. (***p<0,001 na comparagdo entre controle e estressado; "p<0,05 na comparaco entre

machos e fémeas;

#it#

p<0,001 na comparacao entre macho e fémea; ANOVA de duas vias). M

= macho e F = fémeas. NUmero de animais por grupo: SHR (M) = 9, 10; LEW (M) = 11, 11.
SHR (F) =9, 9; LEW (F) = 7,8, controle e estressado, respectivamente.
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4.2.2 Estresse de imobilizagdo repetida (IMOB-10d)

Os dados referentes ao estresse IMOB-10d estéo representados na figura 2. A ANOVA
de uma via revelou um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=27,54 e p<0,001) na % de
tempo nos bragos abertos. Dentro de cada linhagem, a ANOVA de duas vias revelou um efeito
geral de tratamento em SHR e LEW (Estressado < Controle; F=10,32 e p<0,01 e F=17,16 e
p<0,001, respectivamente). No pardmetro % de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de
uma via revelou um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=16,14 e p<0,001). A ANOVA
de duas vias mostrou um efeito geral de tratamento (Estressado < Controle; F=16,19 e
p<0,001 em SHR e F=16,20 e p<0,001 em LEW). No pardmetro nimero de entradas nos
bragos fechados, a ANOVA de uma via indicou um efeito geral de linhagem (SHR < LEW;
F=21,49 e p<0,001) e na analise dentro de cada linhagem, a ANOVA de duas vias revelou um
efeito de tratamento em SHR (Estressado > Controle; F=8,96 e p<0,01) e de sexo em LEW
(Fémeas > Machos; F=11,99 e p<0,01). A ANOVA de uma via mostrou no parametro
etologico imersdes de cabeca um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=15,21 e p<0,001)
enquanto a ANOVA de duas vias revelou, dentro de cada linhagem, um efeito geral de
tratamento e sexo em animais SHR (Estressado < Controle; F=9,51 e p<0,01 e Fémeas >
Machos; F=6,28 e p<0,05) e apenas de tratamento em animais LEW (Controle > Estressado;

F=16,78 e p<0,001).
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Figura 2 — Influéncia do estresse IMOB-10d no comportamento de ratos LEW e SHR de
ambos 0s sexos avaliados no LCE. Cada coluna representa a média e as barras verticais
indicam os e.p.m. (**p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle; "p<0,05; *"p<0,01
entre sexo; ANOVA de duas vias). M = macho e F = fémeas. NUumero de animais por grupo:
SHR (M) = 9,8; LEW (M) = 9,9. SHR (F) =9,8; LEW (F) = 9,8, controle e estressado,
respectivamente.
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4.2.3 Estresse variado de 10 dias (VARI-10d)

Os dados referentes ao VARI-10d estéo representados na figura 3. A ANOVA de
uma via no parametro porcentagem de tempo nos bracos abertos revelou um efeito geral de
linhagem (SHR > LEW; F=26,36 e p<0,001). Uma ANOVA subseqiiente dentro de cada
linhagem néo revelou efeito significante no tratamento e sexo em ambas as linhagens (SHR e
LEW). Na porcentagem de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de uma via revelou
novamente um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=11,31 e p<0,01) e a ANOVA de
duas vias dentro de cada linhagem revelou somente um efeito geral de tratamento apenas na
linhagem SHR (Controle > Estressado; F=6,80 e p<0,05). A ANOVA de uma via realizada no
numero de entradas nos bracos fechados revelou um efeito geral de linhagem (SHR < LEW;
F=67,79 e p<0,001) e a andlise subseqtiente com a ANOVA de duas vias dentro de cada
linhagem revelou um efeito geral de sexo tanto em SHR como em LEW (Fémeas > Machos;
F=4,17 e p<0,05; F=8,94 e p<0,01, respectivamente). O numero de imersdes de cabeca
desprotegida também sofreu um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=14,36 e p<0,001).
Uma ANOVA de duas vias realizada posteriormente dentro de cada linhagem revelou um
efeito geral de tratamento e sexo na linhagem SHR (Controle > Estressado; F=9,39 e p<0,01;
Fémeas > Machos; F=6,46 e p<0,05, respectivamente). J4 em LEW, apenas um efeito geral de
tratamento foi observado (Estressado > Controle; F=9,43 e p<0,01). Em nenhuma anélise,

houve interagdo entre tratamento e sexo.
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Figura 3 — Influéncia do estresse VARI-10d no comportamento de ratos Lewis e SHR de
ambos os sexos avaliados no LCE. Cada coluna representa a média e as barras verticais
indicam os e.p.m. (*p<0,05; **p<0,01 em relacdo ao grupo controle; "p<0,05; "*p<0,01
comparando macho e fémeas; ANOVA de duas vias). M = macho e F = fémeas. Nimero de
animais por grupo: SHR (M) 9,8; LEW (M) 9,11. SHR (F) 9,9; LEW (F) 9,9, controle e
estressado, respectivamente.
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4.2.4 Estresse variado e moderado de 28 dias (VARIM-28d)

Os dados referentes a0 VARIM-28d estdo monstrados na figura 4. Eles mostram,
através de analise por ANOVA de uma via, que o0 VARImM-28d provocou um efeito geral de
linhagem nos parametros porcentagem de tempo (SHR > LEW,; F=89,21 e p<0,001) e de
entradas nos bragos abertos (SHR > LEW; F=43,11 e p<0,001). A andlise posterior de
ANOVA de duas vias dentro de cada grupo de linhagem né&o revelou qualquer efeito de
tratamento ou sexo em ambas as linhagens. O nimero de entradas nos bragos abertos teve um
efeito geral de linhagem (SHR < LEW; F=32,13 e p<0,001) e a ANOVA subseqtiente de duas
vias revelou efeitos significativos apenas na linhagem LEW (efeito de tratamento — Controle >
Estresssado; F=5,03 e p<0,05 e efeito de sexo — Fémeas > Machos; F=22,08 e p<0,001). No
ultimo parametro analisado, imersdes de cabeca desprotegida, a ANOVA de uma via revelou
um efeito geral de tratamento (SHR > LEW; F=38,03 e p<0,001) e, em analise subseqliente, a
ANOVA de duas vias dentro de cada linhagem revelou um efeito geral de tratamento
(Controle > Estressado; F=13,48 e p<0,001) e de sexo (Machos < Fémeas; F=8,86 e p<0,01)
apenas em animais SHR. Nenhuma interagdo entre tratamento e sexo foi observado nos

animais experimentais.
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Figura 4 — Influéncia do estresse VARIM-28d no comportamento de ratos LEW e SHR de
ambos os sexos avaliados no LCE. Cada coluna representa a média e as barras verticais
indicam os e.p.m. (*p<0,05;**p<0,01 em relacdo ao grupo controle; *"p<0,01; *"p<0,001
entre sexo; ANOVA de duas vias). M = macho e F = fémeas. NUmero de animais por grupo:
SHR (M) = 7,8; LEW (M) 10,10. SHR (F) 9,10; LEW (F) 9,8, controle e estressado,
respectivamente.
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4.3 INFLUENCIA DOS ESTRESSORES SOBRE A RE-EXPOSICAO AO LCE

4.3.1 Objetivos especificos

e Verificar o efeito dos protocolos de estresse sobre a re-exposic¢do ao LCE

4.3.2 Delineamento

Os animais foram submetidos aos diferentes protocolos de estresse e 24 h ap6s o

ultimo estressor, foram analisados no LCE. Ap0s outras 24h, estes animais foram re-expostos

ao LCE e seus dados comparados com a primeira exposi¢éo.

SHR

LEW

IMOB-2h

IMOB-10d

VARI-10d

VARIM-28d

NN A

LCE

u24h

33



RESULTADOS

4.4 DESCRICAO DOS RESULTADOS

4.4.1 Estresse de imobilizacdo aguda (IMOB-2h)

Os efeitos do IMOB-2h na re-exposicdo ao LCE estdo mostrados nas figuras 5
(machos) e 6 (fémeas). Em machos, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas nos
mostrou que houve um efeito geral de linhagem (SHR > LEW,; F=90,44 e p<0,001) e
repeticdo (Teste > Reteste; F=67,41 e p<0,001), além de uma interacdo entre linhagem e
tratamento (F=17,64 e p<0,001), no pardmetro porcentagem de tempo nos bragos abertos,
indicando uma diminuicdo da permanéncia nos bracos abertos em SHR e LEW quando
expostos pela segunda vez ao LCE. No numero de entradas nos bracos abertos houve apenas
um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=26,89 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste;
F=50,00 e p<0,001). No parametro nimero de entradas nos bracos fechados, apenas uma
interacé@o entre repeticdo e linhagem foi observada (F=22,55 e p<0,001), mostrando que SHR
re-expostos ao LCE entram mais nos bracos fechados. Ja o nimero de imersdes de cabeca teve
um efeito geral em linhagem (SHR > LEW; F=22,35 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste;
F=39,00 e p<0,001), além de uma interacao entre repeticao e linhagem (F=4,29 e p<0,05).

Ja em fémeas, a porcetagem de tempo nos bracos abertos teve um efeito geral de
linhagem (SHR > LEW; F=64,31 e p<0,001) e de repeticdo (Teste > Reteste; F=10,50 e
p<0,01). Também foi observado uma tendéncia entre repeticdo e linhagem (F=3,35 e p<0,08)
mostrando que apenas a linhagem LEW teve o tempo de permanéncia nos bragos abertos
diminuidos na segunda exposi¢cdo ao LCE. No numero de entradas nos bracos abertos, um
efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=71,94 e p<0,001), repeticdo (Teste > Reteste;
F=15,55 e p<0,001) e uma interagdo entre repeticdo e linhagem (F=12,69 e p<0,01) foi
observado, sendo que a interacdo entre repeticdo e linhagem mostrou que apenas a linhagem
LEW teve o comportamento alterado ao passar pela segunda vez ao LCE. O numero de

entradas nos bragos fechados teve apenas um efeito geral de linhagem (SHR < LEW; F=8,96 e
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p<0,01). J& no nimero de imersdes de cabeca, foi encontrado um efeito geral de linhagem
(SHR > LEW; F=22,50 e p<0,001), um efeito geral de tratamento (Controle > Estressado;

F=16,48 e p<0,001) e um efeito geral de repeticdo (Teste > Reteste; F=23,57 e p<0,001).
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Figura 5 — Efeito da re-exposicdo ao LCE em ratos machos submetidos ao protocolo de
estresse IMOB-2h. Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam os e.p.m.
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle; ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida de teste post hoc Newman Keuls). Nimero de animais utilizados:
SHR =9,10 e LEW = 11,11, controle e estressado, respectivamente.
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Figura 6 — Efeito da re-exposi¢cdo ao LCE em fémeas submetidas ao protocolo de estresse
IMOB-2h. Cada coluna representa a porcentagem relativa aos 100% da primeira exposicéo e
as barras verticais indicam os e.p.m. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacéo a primeira
exposicdo; ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post hoc Newman
Keuls). Numero de animais utilizados: SHR=9,9 e LEW=7,8, para grupo controle e
estressado, respectivamente.
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4.4.2 Estresse de imobilizagédo repetida por 10 dias (IMOB-10d)

As figuras 7 e 8 apresentam os dados obtidos na re-exposicdo ao LCE de machos e
fémeas, respectivamente, que foram submetidos ao estresse IMOB-10d. Em machos,
observou-se um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=17,53 e p<0,001), tratamento
(Controle > Estressado; F=13,44 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste; F=26,92 e p<0,001)
para porcentagem de tempo nos bracos fechados, além de uma interacdo entre linhagem e
tratamento (F=5,35 e p<0,05), mostrando que a linhagem SHR controle permanece mais
tempo nos bragos abertos do que SHR estressado. Além disso, uma interacdo entre repeticao e
tratamento (F=6,28 e p<0,05) revelou em teste post hoc que a re-exposi¢do ao LCE promoveu
efeito de reducdo de tempo nos bracos abertos apenas em grupos controle. Em relagdo a
porcentagem de entradas nos bracos abertos, observou-se um efeito geral de linhagem (SHR >
LEW; F=10,63 e p<0,01), tratamento (Controle > Estressado; F=18,36 e p<0,001) e repeticao
(Teste > Reteste; F=21,67 e p<0,001). Também foram observadas interacGes entre linhagem e
tratamento (F=4,54 e p<0,05), mostrando que a linhagem SHR controle vai mais aos bragos
abertos do que SHR estressado e uma interacdo entre repeticdo e tratamento (F=7,75 e
p<0,01), indicando que a re-exposi¢cdo ao LCE promoveu diminuicdo na porcentagem de
entradas nos bracgos abertos apenas em grupos controle. No pardmetro nimero de entradas nos
bracos fechados, foi observado um efeito geral de linhagem (SHR < LEW; F=5,47 e p<0,05),
tratamento (Controle < Estressado; F=5,47 e p<0,05) e repeticdo (Teste < Reteste; F=4,27 e
p<0,05), além de uma interacdo entre repeti¢do, linhagem e tratamento (F=5,51 e p<0,05),
sem qualquer significancia estatistica em testes post hoc. J& no pardmetro etol6gico nimero de
imersbes de cabeca, observou-se um efeito de linhagem (SHR > LEW; F=6,73 e p<0,05),
tratamento (Controle > Estressado; F=15,04 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste; F=26,53
e p<0,001), além de uma interacdo repeticdo e tratamento (F=7,18 e p<0,05), demonstrando

que apenas 0s grupos controle tiveram uma reducdo das imersdes de cabeca na re-exposicao.

38



RESULTADOS

Ja em fémeas (figura 8), no parametro de porcentagem de tempo nos bracos abertos,
observou-se um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=34,31 e p<0,001), efeito geral de
tratamento (Controle > Estressado; F=6,33 e p<0,05) e de repeti¢do (Teste < Reteste; F=16,26
e p<0,001). Além disso, uma tendéncia na interacdo repeticdo, linhagem e tratamento
(F=16,26 e p<0,09) onde se observou ap0s teste post hoc que apenas o grupo SHR estressado
e LEW controle tiveram o tempo de permanéncia nos bracos abertos diminuidos apds a
primeira exposicdo ao LCE. No pardmetro nimero de entradas nos bragos abertos também
houve um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=41,65 e p<0,001), tratamento (Controle >
Estressado; F=6,18 e p<0,05) e repeticdo (Teste > Reteste; F=7,64 e p<0,01). No nimero de
entradas nos bracos fechados, um efeito geral de linhagem foi observado (SHR < LEW;
F=50,12 e p<0,001). Também se observou um efeito geral de repeticdo (Teste < Reteste;
F=9,07 e p<0,01) e uma forte tendéncia na interacdo entre repeticdo e linhagem (F=3,82 e
p<0,06), mostrando que apenas em animais LEW se observou um aumento nas entradas aos
bracos fechados na re-exposicdo. No nimero de imersdes de cabeca, ocorreu um efeito geral
de linhagem (SHR > LEW; F=22,91 e p<0,001), tratamento (Controle > Estressado; F=5,16 e
p<0,05) e de repeticdo (Teste > Estressado; F=13,01 e p<0,01). Além disso, uma tendéncia na
interacdo entre repeticdo e tratamento mostrou, em teste post hoc (F=3,20 e p<0,09), que
apenas nos grupos controle houve uma reducdo das imersdes de cabeca quando os animais

foram expostos pela segunda vez ao LCE.
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Figura 7 — Efeito da re-exposicdo ao LCE de ratos machos submetidos ao protocolo de
estresse IMOB-10d. Cada coluna representa a média da primeira exposi¢cdo e as barras
verticais indicam os e.p.m. (***p<0,001 em relacdo a primeira exposi¢do; “'p<0,001 entre
controle e estressado; ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida teste post hoc
Newman Keuls). Numero de animais utilizados: SHR = 9,8 e LEW = 9,9, controle e

estressado, respectivamente.
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Figura 8 — Efeito da re-exposicdo ao LCE em ratas fémeas submetidos ao protocolo de
estresse IMOB-10d. Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam os e.p.m.
(*p<0,05, **p<0,01 em relagdo a primeira exposi¢cdo; ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc Newman Keuls). Nimero de animais utilizados: SHR =
9,9 e LEW = 9,8, controle e estressado, respectivamente.
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4.4.3 Estresse variado de 10 dias (VARI-10d)

Os dados obtidos estdo representados nas figuras 9 (machos) e 10 (fémeas). Com
relacdo aos machos, na permanéncia nos bragos abertos ocorreu um efeito geral de linhagem
(SHR > LEW; F=22,49 e p<0,001) e de repeticdo (Teste > Reteste; F=28,09 e p<0,001). No
numero de entradas nos bracos abertos, houve um efeito geral de linhagem (SHR > LEW;
F=12,53 e p<0,01), tratamento (Controle > Estressado; F=5,37 e p<0,05) e repeticdo (Teste >
Reteste; F=23,02 e p<0,001) além de uma interacdo entre linhagem e tratamento (F=4,29 e
p<0,05). Com esta interacdo, um teste post hoc foi realizado e se verificou que apenas em
SHR houve diferenca entre controle e estressado (Controle > Estressado). No ndmero de
entradas nos bragos fechados, foi verificado um efeito geral de linhagem (SHR > LEW,;
F=15,22 e p<0,001). Também se observou uma interacdo entre repeticao e linhagem (F=10,30
e p<0,01), onde no teste post hoc se verificou que apenas em animais SHR houve diferencas
significativas em relacdo a repeticdo (Teste < Reteste). Com relacdo ao numero de imersdes de
cabeca, um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=7,58 e p<0,01), tratamento (Controle >
Estressado; Teste > Reteste; F=20,49 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste; F=45,92 e
p<0,001) foi observado, além de uma interacdo entre repeticao e tratamento (F=7,19 e p<0,05)
apesar do teste post hoc indicar significancia para todos os animais re-expostos ao LCE, em
comparacao a primeira exposicao.

Jé as fémeas tiveram no parametro porcentagem de tempo nos bragos abertos um efeito
geral de linhagem (SHR > LEW; F=20,85 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste; F=22,61 e
p<0,001). No pardmetro de nimero de entradas nos bracos abertos, foi verificado um efeito
geral de linhagem (SHR > LEW; F=18,95 e p<0,001) e repeticdo (Teste > Reteste; F=18,10 e
p<0,001), além de uma interacdo entre repeticdo e linhagem (F=6,00 e p<0,05); interacao esta,
que demonstrou que ratos LEW re-expostos ao LCE tinham o numero de entradas nos bracos

abertos diminuidos em relacdo ao grupo controle. J& 0 nimero de entradas nos bracos
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fechados teve um efeito geral de linhagem (SHR < LEW,; F=80,84 e p<0,05) e repeticdo
(Teste < Reteste; F=6,67 e p<0,05). Por outro lado, no nimero de imersdes de cabega, um
efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=21,22 e p<0,001), tratamento (Controle >
Estressado; F=6,29 e p<0,05) e repeticdo (Teste > Reteste; F=26,63 e p<0,001) foi observado.
Além disso, foi observada uma interacdao entre linhagem e tratamento (F=4,79 e p<0,05), o
que mostrou que ha uma diferenca entre animais SHR controle e estressado (Controle >

Estressado).
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Figura 9 — Efeito da re-exposi¢cdo ao LCE de ratos machos submetidos ao protocolo de
estresse VARI-10d. Cada coluna representa a média da primeira exposicdo e as barras
verticais indicam os e.p.m. (**p< 0,01, ***p<0,001 em relagio a primeira exposi¢do; "p<0,05
em relacdo ao grupo controle; ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida teste post
hoc Newman Keuls). Numero de animais utilizados: SHR = 9,8 e LEW = 9,11, controle e
estressado, respectivamente.
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Figura 10 — Efeito da re-exposicdo ao LCE em fémeas submetidas ao protocolo de estresse
VARI-10d. Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam os e.p.m.
(***p<0,001 em relacdo a primeira exposicdo; “"p<0,01 comparando controle e estressado;
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post hoc Newman Keuls).
NUmero de animais utilizados: SHR = 9,9 e LEW 9,9, controle e estressado, respectivamente.
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4.4.4 Estresse variado e moderado por 28 dias (VARImM-28d)

Os dados referentes a0 VARImM-28d estdo representados nas figuras 11 (machos) e 12
(fémeas). O VARI-28d promoveu em machos, no parametro porcentagem de tempo nos
bracos abertos um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=36,00 e p<0,001) e um efeito
geral de repeticdo (Teste > Reteste; F=36,01 e p<0,001). O mesmo ocorreu com a
porcentagem de entradas nos bragos abertos, isto é, um efeito geral de linhagem (SHR >
LEW; F=19,44 e p<0,001) e de repeticdo (Teste > Reteste; F=17,96 e p<0,001). Com relagao
ao parametro numero de entradas nos bracos fechados, observamos um efeito geral de
repeticdo (Teste < Reteste; F=9,03 e p<0,01), uma interacdo entre repeticdo e linhagem
(F=4,89 e p<0,05) e uma interacdo entre repeticdo, linhagem e tratamento (F=7,41 e p<0,05),
que no teste post hoc mostrou um maior nimero de entradas nos bracos fechados em SHR
controle apds serem re-expostos ao LCE. No pardmetro imersdes de cabeca, um efeito de
linhagem (SHR > LEW; F=20,33 e p<0,001) e de repeticdo (Teste > Reteste; F=41,39 e
p<0,001) foi observado.

Em fémeas, a permanéncia nos bragos abertos teve um efeito geral de linhagem (SHR
> LEW; F=69,67 e p<0,001) e de repeticdo (Teste < Reteste; F=19,60 e p<0,001). O mesmo
ocorreu em relacdo ao numero de entradas nos bragos abertos, onde um efeito geral de
linhagem (SHR > LEW,; F=44,43 e p<0,001) e de repeticdo foi observado (Teste > Reteste;
F=5,87 e p<0,05). O nimero de entradas nos bragos fechados teve apenas um efeito geral de
linhagem (SHR < LEW; F=44,47 e p<0,001). J& o nimero de imersdes de cabeca teve um
efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=36,98 e p<0,001) e de repeticdo (Teste > Reteste;
F=59,17 e p<0,001). Também foi observada uma interacdo entre repeticdo e tratamento
(F=9,78 e p<0,01) que demonstrou que todos os animais re-expostos ao LCE imergiram a

cabega em menos vezes que na primeira exposigao.
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Figura 11 — Efeito da re-exposicdo ao LCE em ratos machos submetidos ao protocolo de
estresse VARImM-28d. Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam os e.p.m.
(**p< 0,01 em relacdo a primeira exposicdo; ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida de teste post hoc Newman Keuls). Nimero de animais utilizados: SHR = 7,8 e LEW =
10,10, controle e estressado, respectivamente.
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Figura 12 — Efeito da re-exposi¢do ao LCE em fémeas submetidos ao protocolo de estresse
VARImM-28d. Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam os e.p.m.
(**p<0,01, ***p<0,001 em relacdo a primeira exposicdo; ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc Newman Keuls). Nimero de animais utilizados: SHR=
9,10 e LEW=9, 8, para 0s grupos controle e estressado, respectivamente.
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45 EFEITOS DE SITUACOES DE ESTRESSE NO CONSUMO DE E/OU

PREFERENCIA POR ETANOL

4.5.1 Objetivos especificos
e Verificar o efeito dos protocolos de estresse no consumo de/preferéncia por etanol nas

linhagens de ratos SHR e LEW, machos e fémeas.

4.5.2 Delineamento
Os animais foram submetidos aos protocolos de estresse (IMOBr-10d, VARI-10d e
VARImM-28d) e, 24 h apos o ultimo estressor, iniciaram o protocolo de consumo de/preferéncia

por etanol durante 12 dias consecutivos.

DG,

SHR || LEW

| I l
IMOBr-10d | | VARI-10d | | VARImM-28d

N B/

Consumo de Etanol
por 12 dias
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4.6 DESCRICAO DOS RESULTADOS

4.6.1 Estresse de imobilizacdo de 10 dias (IMOB-10d)

A figura 13 mostra os efeitos do estresse IMOB-10d no consumo e preferéncia de
alcool em ratos SHR e LEW, em machos e fémeas. Em machos, um efeito geral de linhagem
(SHR > LEW; F=11,12 e p<0,01) e um efeito de repeti¢do foi observado (F=2,27 e p<0,05) no
consumo por etanol 10%. Além disso, uma interacdo entre repeticdo e tratamento (F=2,58 e
p<0,05) também foi observado. Ao observarmos a preferéncia por etanol, um efeito geral de
linhagem (SHR > LEW; F=10,69 e p<0,01) e de repeticdo (F=2,73 e p<0,05) também foi
observado. No entanto ndo houve interacao entre repeticéo e tratamento.

Em fémeas observamos um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=11,02 e p<0,01)
e uma interacdo entre repeticdo e tratamento (F=2,61 e p<0,05) no parametro consumo de
etanol 10%. Ja na preferéncia por etanol, observou-se apenas interagdes, entre repeticdo e

linhagem (F=2,67 e p<0,05) e entre repeticdo e tratamento (F=2,54 e p<0,05).
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Figura 13 — Consumo (primeira coluna) e preferéncia (segunda coluna) de alcool a 10% (v/v)
por 12 dias consecutivos apds a submissdo ao estresse IMOB-10d em ratos LEW e SHR
machos (parte superior) e fémeas (parte inferior). Livre escolha de alcool 10% vs. agua. Os
dados estdo expressos como a quantidade de alcool em gramas por 100 gramas de peso
corporal para cada dois dias. ANOVA de duas via com medidas repetidas foi efetuada.
NUmero de animais por grupo: Machos SHR = 9,6; machos LEW = 11,8. Fémea SHR = 9,7,
Fémeas LEW = 9,8, controle e estressado, respectivamente.

51



RESULTADOS

4.6.2 Estresse variado de 10 dias (VARI-10d)

Os dados referentes aos animais submetidos ao VARI-10d estdo na figura 14. Em
machos, o consumo de etanol teve duas interacGes, sendo uma entre linhagem e tratamento
(F=4,29 e p<0,05) em que o teste post hoc revelou uma tendéncia em SHR controle
consumirem mais etanol do que o grupo estressado, e a outra, mostrando uma interacéo entre
repeticdo e tratamento (F=3,63 e p<0,01), sem diferencga estatistica em teste post hoc. Os
dados referentes a preferéncia indicaram um efeito geral de repeticdo (F=2,78 e p<0,05) e uma
interacé@o entre repeticdo e tratamento (F=3,21 e p<0,01) nos animais submetidos ao VARI-
10d.

Em fémeas, o consumo promoveu um efeito geral de linhagem (SHR > LEW; F=13,36
e p<0,001) e um efeito geral de tratamento (Controle > Estressado; F=9,94 e p<0,01). Além
disso, uma tendéncia na interagdo linhagem e tratamento (F=3,23 e p<0,09) demonstraram em
teste post hoc que a diferenca entre tratamento estava localizada especificamente na linhagem
SHR (Controle > Estressado). Com relagdo a porcentagem de etanol consumida pelos animais,
houve um efeito geral de tratamento (Controle > Estressado; F=7,96 e p<0,01) e uma

interacéo entre repeticédo e tratamento (F=3,27 e p<0,01).
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Figura 14 — Consumo (primeira coluna) e preferéncia (segunda coluna) de alcool a 10% (v/v)
por 12 dias consecutivos apds a submissdo ao estresse VARI-10d em ratos SHR e LEW
machos (parte superior) e fémeas (parte inferior). Livre escolha de alcool 10% vs. agua. Os
dados estdo expressos como a quantidade de alcool em gramas por 100 gramas de peso
corporal para cada dois dias. **p<0,01 entre SHR controle e estressado; ANOVA de duas via
com medidas repetidas seguida de teste post hoc Newman Keuls. NUmero de animais por
grupo: Machos SHR = 9,8; machos LEW = 11,9. Fémeas SHR = 9,8; Fémeas LEW 9,10,
controle e estressado, respectivamente.
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4.6.3 Estresse variado e moderado (VARIM-28d)

A figura 15 mostra o efeito do estresse variado e moderado de 28 dias (VARImM-28d)
no consumo e preferéncia por etanol 10%. Observou-se na linhagem SHR um aumento de
consumo em ambos os sexos (F1,31=8,67, p<0,05 e F(131)=8,862,37, p<0,01, macho e fémea,
respectivamente), enquanto que a preferéncia por etanol aumentou apenas em ratos machos
(F.31)=10,70, p<0,01). Um efeito de repeticdo também foi observado em machos (F,31)=2,41,
p<0,05 e F(1,31y=3,15, p<0,05, para consumo e preferéncia, respectivamente). N&o se observou
diferencas estatisticas na linhagem LEW (figura 19) para o consumo e a preferéncia ao etanol

apos a submissdo ao VARImM-28d.
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Figura 15 — Consumo (primeira coluna) e preferéncia (segunda coluna) de alcool a 10% (v/v)
por 12 dias consecutivos apds a submissdo ao estresse VARIM-28d em ratos LEW e SHR
machos (parte superior) e fémeas (parte inferior). Livre escolha de alcool 10% vs. agua. Os
dados estdo expressos como a quantidade de alcool em gramas por 100 gramas de peso
corporal para cada dois dias. **p<0,01 comparando SHR controle e estressado; ANOVA de
duas via com medidas repetidas seguida do teste post hoc Newman Keuls. Namero de animais
por grupo: Macho SHR = 8,9; Machos LEW = 8,9. Fémeas SHR =9,9; Fémeas LEW = 11,11,
controle e estressado, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Nosso trabalho objetivou verificar a influéncia de estressores com caracteristicas
distintas no perfil comportamental relacionado ao medo e a ansiedade em duas linhagens
contrastantes para esta psicopatologia, além da influéncia de tais estressores no consumo de
alcool destas linhagens, que em condi¢cGes normais, também diferem em relacdo a este
comportamento.

As linhagens LEW e SHR utilizadas em nosso laboratorio, sob nossas condi¢Bes de
experimento, apresentaram o mesmo perfil contrastante para ansiedade (LEW “ansioso”, SHR
“ndo ansioso”) amplamente observado e descrito na literatura (Ramos et al., 1997; 1998;
Berton et al., 1998, Takahashi et al., 2001; Ramos et al., 2002; Vendruscolo et al., 2003).
Além disso, nossos experimentos mostraram que a linhagem LEW entra mais nos bragos
fechados (importante medida de locomocdo) do labirinto do que o SHR e, embora ndo seja
unanimidade na literatura (Takahashi et al., 2001; Izidio et al., 2005), é frequentemente
encontrada em investigacdes da area (Ramos et al., 1997; Berton et al., 1998).

Sabe-se que a ansiedade, junto com a depressdo, sdo psicopatologias de grande
prevaléncia no mundo moderno (Kessler et al., 1994) e, apesar do sucesso das terapias
medicamentosas atuais, estes medicamentos ainda tém seu uso limitado principalmente pelos
seus efeitos colaterais (Rupniak et al., 2000). Ao mesmo tempo, novos candidatos a
ansioliticos tém sido testados em diversos laboratérios e, apesar do sucesso razodvel nas
abordagens experimentais usadas até 0 momento, ha varias inconsisténcias entre os dados pré-
clinicos e clinicos. Podemos afirmar que a principal discrepancia entre 0os modelos animais e
os disturbios humanos diz respeito ao estado fisioldgico/psicoldgico dos individuos, ou seja,
enquanto os animais de experimentagdo sdo geralmente animais normais néo estressados, 0s

pacientes, em geral, ttm uma longa historia de experiéncias estressantes (Haller, 2001). E,
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consequentemente, a pratica de testar provaveis ansioliticos em animais ndo estressados pode
levar as conclusdes inadequadas em alguns casos.

Vaérios trabalhos tém demonstrado que diferentes protocolos de estresse provocam
adaptacdes comportamentais, neurobioldgicas e endocrinas distintas em animais de
laboratorio (Haile et al., 2001; Vyas et., 2002; Vyas & Chattarji, 2004) e que diferentes
linhagens de roedores também apresentam comportamentos diferenciados ap6s um mesmo
protocolo estressor (Armario et al., 1995; Bekris et al., 2005; Baker et al., 2006), embora
outros trabalhos ndo tenham encontrado diferencas interlinhagem (Berton et al., 1998;
Vendrusculo et al., 2006). Além disso, diferengas comportamentais e enddcrinas também séo
freqlientemente observadas entre machos e fémeas (Dalla et al., 2005; Mitra et al., 2005).
Corroborando com as evidéncias experimentais citadas, nosso trabalho também demonstrou,
de uma maneira geral, reacOes distintas entre estressores diferentes, bem como algumas
diferengas comportamentais entre as linhagens, e entre sexos, aqui estudadas.

Com base em nossos resultados, podemos afirmar que, entre todos os protocolos de
estresse utilizados, o estresse IMOB-10d promoveu as maiores alteracbes comportamentais
nos animais avaliados no LCE, caracterizando um perfil ansiogénico claro, sem distingdo de
linhagem, corroborando com dados da literatura (Vyas et al., 2002; Vyas & Chattarji, 2004) e,
embora evidenciado em menor intensidade, o estresse VARI-10d, também produziu
comportamento do tipo ansioso. Entretanto, a linhagem SHR mostrou-se mais sensivel a este
protocolo do que a linhagem LEW.

As fémeas sdo frequentemente apontadas como mais sensiveis a transtornos
psiquiatricos como a ansiedade e a depressdo. No entanto, ha poucos estudos disponiveis com
fémeas na literatura e os existentes sdo contraditorios, na dependéncia do tipo de estressor
utilizado no experimento (Dalla et al., 2005; Mitra et al., 2005). Na verdade, as fémeas

realmente exibem niveis mais elevados de glicocorticdides ap6s o estresse e, de certa forma,
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as diferencas quanto a resposta ao estresse dependem da presenca dos hormonios ovarianos,
indicando uma possivel alteragdo de horménios sexuais enddgenos pelo estresse (Wood &
Shors, 1998). Além disso, o estradiol e seus precursores podem ser liberados tanto pelas
glandulas adrenais quanto pelos ovérios, promovendo uma atividade adrenal maior em
resposta a exposicdo a estressores (McNiven, 1992). Em adi¢do, o estrdgeno estimula a
neurogénese no giro denteado (Tanapat et al., 1999) e as fémeas parecem ser mais resistentes
a inducdo de atrofia hipocampal apds estresse do que em machos (Galea et al., 1997). Em
adicdo, Mitra e colaboradores (2005) utilizando protocolos de estresse similares ao nosso
(IMOB-10d e VARI-10d), ndo observaram diferengas comportamentais em Wistar fémeas, em
contraste com nossos dados com linhagens isogénicas.

Mesmo que o protocolo VARI-10d ndo tenha provocado alteragdes comportamentais
em Wistar (Vyas et al., 2002; 2004; Matuszewich et al., 2007), o fato de que a linhagem SHR
tenha certa sensibilidade aos efeitos do estresse (Armario et al., 1995) pode ter contribuido
para 0s nossos resultados. No entanto, o protocolo de Armario e colaboradores (1995)
consistia de um estresse agudo e ndo um protocolo mais extenso como o utilizado em nosso
laboratorio. Além disso, protocolos de estresse mais prolongados e que promoveriam
neuromodulagdes similares ao nosso protocolo, como o de Berton e colaboradores (1998),
evidenciaram diferencas entre as linhagens opostas ao nosso, com ratos LEW sendo mais
sensiveis ao protocolo de estresse do que ratos SHR.

De fato, todos os animais testados esquivaram-se dos compartimentos aversivos do
LCE apds serem submetidos ao estresse IMOB-10d, um tipo de estresse previsivel. Isso se
explicaria pelo crescente nimero de evidéncias apontando o estresse previsivel como o
indutor de hipertrofia dendritica em neur6nios na por¢do basolateral da amigdala (estrutura
chave envolvida na memdria emocional), enquanto o outro estresse, 0 VARI-10d, falhou em

promover adaptacdes nesta regido da amigdala (Vyas et al., 2002), sugerindo que tais
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adaptacOes também poderiam estar ocorrendo em LEW e principalmente SHR. Embora haja
relatos de que protocolos com estresse repetido promovem habituacdo nos animais (Melia et
al., 1994), nosso protocolo e outros descritos na literatura (Vyas et al., 2002; Vyas & Chattarji,
2004) ndo tém observado tal habituacdo comportamental. Em adicdo, Vyas e colaboradores
(2002) também evidenciaram uma hipertrofia adrenal nos animais submetidos ao estresse
IMOB-10d, quando comparados a animais controle, sugerindo uma hiperativacdo do eixo
HPA e possiveis danos aos neurénios hipocampais. Embora ndo analisados em nosso estudo,
podemos sugerir, baseado em nossos dados comportamentais, que as linhagens SHR e LEW
também apresentaram alteracGes enddcrinas e neuroanatdmicas quando foram submetidos ao
estresse IMOB-10d.

Por sua vez, o estresse considerado agudo (IMOB-1d), que muitas vezes € utilizado
como um potencializador do medo ndo promoveu alteragdes comportamentais nos ratos SHR
e LEW de ambos os sexos. Dados da literatura mostram certa controvérsia quando os animais
sd0 expostos uma Unica vez a um estressor, havendo diferencas entre os estressores utilizados
e 0 tempo apds o estressor em que o animal € observado no LCE para produzir um estado de
medo no roedor (Mechiel Korte & De Boer, 2003; Gameiro et al., 2006). Mitra e
colaboradores (2005b), em um estudo similar ao nosso, sé que utilizando ratos da linhagem
Wistar, observaram uma reducdo da permanéncia nos bragos abertos em relacdo aos seus
controles 24 h apés a aplicacdo do estressor. Com relacdo as linhagens testadas neste estudo, o
periodo de 24h para a exposi¢cdo ao LCE apds o estresse parece ter sido um intervalo longo
demais para que houvesse alguma alteragdo comportamental. Entretanto, esta hip6tese nédo
corrobora dados de Padovan & Guimardes (2000) que ao analisarem o comportamento de
ratos Wistar no LCE em diferentes intervalos de tempo ap0s o estresse agudo, demonstraram
que era necessario no minimo 24 h de intervalo para que houvesse aumento da ansiedade nos

animais em estudo. Com isso, sugerimos que nossos resultados talvez sejam devidos a uma
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maior resisténcia das linhagens utilizadas (SHR e LEW) em apresentar alteracdes
comportamentais no LCE em resposta a esse estresse.

O estresse VARIM-10d também ndo promoveu alteracbes comportamentais em ambas
as linhagens e sexos, exceto por um efeito ansiogénico em animais SHR observados no
parametro imersdes de cabeca. Nosso protocolo de estresse VARIM-10d é um protocolo
cronico, baseado em protocolos utilizados em um modelo chamado chronic mild stress, é
bastante utilizado para induzir estado aneddnico no rato, o que seria similar a depressao
(Willner, 1987). No entanto, raramente trabalhos que tentam induzir anedonia investigam o
nivel de ansiedade destes animais e, quando testado, nenhuma alteracdo comportamental foi
observada (Vasconcellos, 2005). Por outro lado, dependendo da duracdo dos estressores, 0s
niveis dos marcadores de estresse estdo normalizados, indicando uma adaptacdo do organismo
do animal ao estresse (Willner, 2005). Corroborando com esta idéia, uma adaptacdo dos
animais aos estressores pode ter ocorrido, ja que os estressores utilizados repetiam-se todas as
semanas.

Em relagdo as conseqiiéncias da pré-exposicdo ao LCE nas respostas comportamentais
obtidas durante a re-exposi¢do, um grande numero de estudos tem demonstrado que ela
provoca um aumento na esquiva dos bragos abertos (reducéo significativa da %TAB e/ou da
%AB) e compromete o efeito ansiolitico de drogas, caracterizado pela auséncia de um
aumento significativo na exploracdo dos bracos abertos. Esta alteracdo de comportamento
estaria associada a uma mudanca qualitativa do estado emocional do roedor de uma ansiedade
inata ou incondicionada (primeira exposicdo ao LCE) para uma resposta de medo
condicionada na segunda exposicao (Treit et al., 1993; File et al., 1998). Com isso, sugere-se
que a consolidacdo da ansiedade durante a segunda exposicdo representaria um estado de

ansiedade condicionado pela experiéncia aversiva da primeira exposicdo. Além do mais,
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exposicoes prévias a eventos estressantes podem potencializar o comportamento de medo e de
ansiedade em ratos (Adamec et al., 1999).

Com base nisso, nosso experimento objetivou analisar o comportamento de linhagens
contrastantes para ansiedade, inclusive quando re-expostos ao LCE. Em nosso experimento,
ao analisarmos os animais utilizados como controle, verificamos que o contraste inter-
linhagem também persiste na re-exposicdo, mas o efeito do segundo teste em relacdo ao
primeiro, aparece de maneira distinta para cada linhagem, especialmente em fémeas.
Enquanto que machos, tanto a linhagem SHR quanto a LEW, apresentaram uma grande
aversividade na re-exposicdo ao LCE, as fémeas SHR frequentemente mostraram-se
insensiveis em apresentar um efeito ansiogénico na re-exposicdo ao LCE. J& LEW
esquivaram-se dos bracgos abertos do LCE na re-exposi¢do de modo parecido ao dos machos
desta linhagem. Os dados acima, estdo de acordo com o estudo de Izidio e colaboradores
(2005) mostrando esquiva dos compartimentos abertos na re-exposi¢do, entretanto, estes
autores relataram que esta diferenga ocorria em todas as linhagens e sexos, contrariando
nossos dados com fémeas. Além disso, novamente em contraste com os dados de lIzidio e
colaboradores (2005), em nosso experimento apenas 0s machos da linhagem SHR mostraram
aumento de entradas nos bragos fechados na re-exposicdo ao LCE e ndo todos os animais
como descrito por estes autores. Tais diferencas poderiam ser justificadas pelo uso de LCE
diferente (utilizamos LCE com bragos fechados transparentes, eles utilizaram LCE com
bracos fechados pretos), além da diferenca de luminosidade na sala de experimentagéo (70 lux
por lIzidio e colaboradores e 1 lux pelo estudo) (Godinho et al., 2007).

Estas linhagens também foram submetidas a eventos estressantes antes da primeira
exposicdo ao LCE, para avaliar o efeito de situacdes aversivas na re-exposicdo ao aparato.
Nossos resultados mostraram que os roedores machos submetidos ao estresse agudo (IMOB-

1d), apresentaram de uma maneira geral um perfil ansiogénico na re-exposi¢cdo ao modelo,
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comportamento similar ao observado nos grupos controle. Além disso, ratos SHR re-expostos
ao LCE apresentaram aumento do nimero de entradas nos bragos fechados, dado também
compativel com o apresentado nos seus respectivos controles. Este aumento do nimero de
entradas nos bragos fechados da linhagem de ratos SHR corrobora dados da literatura,
sugerindo menor aversdo com o aparato ap6s a primeira exposicao (Osenkopp et al., 1994;
Izidio et al., 2005). J& os ratos LEW mantiveram-se iguais a primeira exposi¢do, contrariando
dados da literatura acima citada. Por outro lado, as fémeas SHR n&o tiveram alteracdo
comportamental no sentido ansiogénico, quando foram re-expostas ao LCE e comparadas a
primeira exposicdo. Além disso, o aumento de entradas nos bragos fechados, evidenciado em
SHR machos, ndo ocorreu nas fémeas. Enquanto isso, fémeas da linhagem LEW apresentaram
um perfil ansiogénico (ja observado em machos) na re-exposicdo ao LCE, confirmando a
consolidagdo do medo obtido com a primeira exposi¢do, e da mesma forma encontrada em
machos LEW, o aumento de entradas nos bracos fechados néo foi evidenciado. Com base nos
dados acima, podemos sugerir que o estresse agudo aqui usado (IMOB-1d) em nada altera o
comportamento das linhagens estudadas, quando estas sdo novamente expostas ao LCE, da
mesma maneira que este protocolo também néo influencia no comportamento do ratos quando
expostos pela primeira vez ao aparato.

No protocolo de estresse IMOB-10d, nossos dados revelaram que os ratos SHR e LEW
machos tiveram seu comportamento inalterado em relacdo a primeira exposicdo em todos 0s
parametros relacionados a ansiedade. Tais resultados estdo de acordo com dados da literatura
observados com a linhagem Wistar (Vyas & Chattarji, 2004), onde uma re-exposi¢éo ao LCE
ndo alterou os niveis de ansiedade destes animais, sugerindo uma falha na consolidacdo da
ansiedade ap6s a primeira exposicdo ao LCE nestas linhagens. Uma hipbtese para essa
situacdo € a alta aversividade do protocolo IMOB-10d, que acaba promovendo um estado

ansiogénico elevado j& na primeira exposicao, que ndo consegue ser ampliado na re-exposi¢ao
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(Bertoglio & Carobrez, 2000; Vyas et al., 2002; Vyas & Chattarji, 2004; Mitra et al., 2005).
Embora com médias muito proximas (0 que caracterizaria sem diferencas entre teste e re-
teste), em fémeas houve de maneira geral diferencas entre a primeira e a segunda exposicao,
principalmente em animais SHR. Por outro lado, em fémeas LEW, as semelhancas entre teste
e re-teste foram mais fortes, ndo caracterizando de maneira geral qualquer diferenga entre os
testes, acompanhando o que ocorreu com 0s machos desta linhagem. No entanto, nossos dados
com a fémeas, devido a dificuldade da andlise ndo s&o conclusivos, sendo talvez necessario
outro tipo de andlise ou um maior nimero de animais. Ja a literatura, utilizando ratos Wistar
fémeas, mostrou que ha consolidacdo da ansiedade adquirida na primeira exposicdo na re-
exposi¢do ao LCE em animais submetidos a ambos os estressores de 10 dias (Mitra et al.,
2005), em contraste com nossos dados, principalmente em relacdo ao Lewis, pois neste
trabalho os animais utilizados ndo sofreram qualquer efeito em relagao ao estresse IMOB-10d
na primeira exposi¢cdo, sendo entdo possivel um efeito ansiogénico quando re-expostos ao
LCE. Desta forma, os dados de nosso laboratdrio corroborariam com a literatura ja que a
linhagem SHR ndo sofreu efeito pelo estresse aplicado quando submetido pela primeira
exposicdo ao LCE, mas quando foi re-exposto, tornou-se sensivel (efeito ansiogénico em
relagdo a primeira exposi¢do). Por outro lado, as fémeas LEW tiveram um efeito ansiogénico
pronunciado quando submetidos & IMOB-10d, o que inviabilizaria o efeito ansiogénico da re-
exposicdo ao aparato.

Quando os machos das linhagens LEW e SHR machos foram submetidos em outro
protocolo com dez dias de duracdo, denominado VARI-10d, observou-se comportamento
diferente do observado no IMOB-10d, com os ratos apresentando um perfil ansiogénico no re-
teste. Nossos dados estdo de acordo com a literatura, em que ratos Wistar, num protocolo de
estresse similar ao realizado neste trabalho, na segunda exposicdo ao LCE, apresentaram perfil

ansiogénico evidente, provavelmente porque este protocolo de estresse ndo € aversivo aos
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animais (presenca de efeito ansiogénico na primeira exposicdo), 0 que permitiria 0
aparecimento de um perfil ansiogénico pronunciado no re-teste (Vyas & Chattarji, 2004), da
mesma forma do que foi encontrado em nosso experimento utilizando linhagens isogénicas.
As fémeas SHR utilizadas no experimento apresentaram perfil ansiogénico menos
pronunciado na re-exposi¢do do que a linhagem LEW, que, por sua vez, teve uma grande
aversividade dos compartimentos abertos do LCE quando re-expostos. Nossos dados com
fémeas das linhagens SHR e LEW corroboram novamente dados da literatura que mostram
que fémeas Wistar neste tipo de estresse (VARI-10d) mostram perfil ansiogénico na re-
exposicdo ao LCE, porque este tipo de estresse ndo é capaz de promover alteracdes
comportamentais na primeira exposicdo (Mitra et al., 2005). De fato, os dados referentes a
primeira exposi¢do ao LCE mostram que fémeas SHR sofreram mais o0s efeitos do estresse do
que as LEW.

Os dados obtidos ap0s o estresse crénico de 28 dias (VARImM-28d) mostram que ratos
SHR e LEW machos tiveram aumento da ansiedade ap6s a primeira exposicao sem qualquer
alteracdo da atividade locomotora. Em fémeas, embora menos evidente, principalmente nas
SHR cujo padrdo comportamental da re-exposicdo foi muito préximo da exposicdo, também
ocorreu aumento da ansiedade quando re-expostas ao LCE, ndo sendo também observada
alterac@o locomotora entre as exposi¢oes. Nossos dados sugerem novamente a necessidade do
fator aversivo do protocolo de estresse para a primeira exposi¢do, ocasionando assim 0 ndo
aumento da ansiedade na segunda exposi¢éo (Bertoglio & Carobrez, 2000; Vyas & Chattarji,
2004).

Em relacdo a influéncia das situacdes de estresse no consumo de/preferéncia por
etanol, a relacdo entre estresse e uso de drogas tem sido amplamente discutida, tanto na midia
leiga como na literatura cientifica. VVarios estudos encontram associagéo entre uso abusivo de

alcool e a ocorréncia de tipos especificos de estresse (Pohorecky, 1990; Tanaka, 1998; Brunell
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& Spear, 2005; Lach et al., 2006), mas a natureza desta relacdo ainda precisa ser elucidada.
Além disso, um importante aspecto envolvido no aumento da vulnerabilidade a auto-
administracdo de drogas de abuso estd relacionado a atividade do eixo HPA e a
psicopatologias, como a ansiedade e a depressdo (Sinha, 2001), que dependem de uma
variabilidade individual (Koolhaas et al., 1999). Sabemos que um dos locais de atuacdo dos
glicocorticoides, parece ser a via dopaminérgica mesolimbica (Piazza et al., 1996; Piazza et
al., 1998), pois apos situacdes de estresse, pode haver ativacdo de neurdnios dopaminérgicos
mesencefalicos, levando ao aumento da liberagcdo de dopamina no nucleo accumbens, o que
retorna ao seu estado normal quando o estresse néo se prolonga.

Nossos resultados sdo controversos neste aspecto, mas apdiam dados descritos na
literatura quanto ao fato do estresse produzir alteracdo no consumo de alcool. Varios trabalhos
vém demonstrando que a exposi¢cdo aos mais variados protocolos de estresse promovem
aumento da auto-administracdo de drogas de abuso, inclusive o alcool (Piazza et al., 1990;
Volpicelli & Ulm, 1990; Kosten et al., 2000; Lach et al., 2006), enquanto outros estudos
demonstram diminui¢cdo no consumo (van Erp & Miczek, 2001). Em um trabalho utilizando
estressores de 10 dias similares ao usado no presente estudo, Haile e colaboradores (2001)
verificaram que o estresse imprevisivel, mas ndo o estresse previsivel, provocava aumento da
sensibilidade aos efeitos da cocaina em ratos ndo isogénicos Sprague-Dawley. Em outro
trabalho, utilizando camundongos imobilizados por 7 dias, Trindade (2006) demonstrou néo
haver alteracdo da resposta aguda ao etanol, enquanto Roberts e colaboradores (1995)
evidenciaram em camundongos estressados por imobilizagdo (2h/10 dias) efeitos estimulantes
pelo etanol maiores do que 0s animais observados com 0s ndo estressados.

Além disso, dados com as mesmas linhagens em estudo no presente trabalho, em
condigcdes sem estresse, apresentaram discrepancia. Enquanto alguns autores apresentam a

linhagem menos ‘ansiosa’ (SHR), como maior consumidora de etanol em relagdo & mais
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‘ansiosa’ (LEW), considerada modelo animal para drogas de abuso (Da Silva et al. 2004;
Vendrusculo et al., 2005), outros mostram a linhagem LEW como a que mais consome etanol
(Izidio, 2005). Os resultados obtidos em nosso laboratério corroboram com os dados de Da
Silva e colaboradores (2004) e Vendrusculo e colaboradores (2005), tendo a linhagem SHR, de
uma maneira geral como a que mais consumiu e preferiu a solucdo alcodlica em relacdo a
linhagem LEW, independentemente do sexo estudado.

Nossos dados referentes ao estresse IMOB-10d indicam que este protocolo ndo foi
suficiente para promover o aumento de consumo de etanol em ambas as linhagens. Como ja
sabemos, 0 aumento do consumo de drogas de abuso como o alcool pode esta correlacionado
com a ativacdo do eixo HPA (Deroche et al., 1992; Przegalinski et al., 2000). No entanto, é
pouco provavel que este protocolo ndo tenha provocado a ativacao do eixo HPA ja que é um
protocolo considerado bastante severo, pois € frequentemente observado na literatura
alteracGes nos niveis dos hormonios de estresse, tamanho das glandulas produtoras de tais
horménios e ulceragfes estomacais em protocolos de estresse similar ao nosso (Rockman et
al., 1986; Vyas et al., 2002). Por outro lado, os dados relativos a este protocolo contrariam a
hipétese de que individuos ansiosos consumiriam mais etanol para aliviar o estado emocional
presente (Wand, 2005), haja vista que este mesmo protocolo foi 0 que mais aumentou o nivel
de ansiedade dos animais experimentados, mas nao o consumo de alcool. Outro problema
encontrado, devido ao uso da via oral do alcool, refere-se ao sabor da solugdo alcodlica, que
muitas vezes pode ser aversiva ao animal, e isto, aliado aos estimulos aversivos recebidos,
poderia justificar a diminuicdo do consumo, principalmente em fémeas SHR, que ap6s o
estimulo inicial pela novidade de uma nova garrafa na gaiola, passaria a evitar este bebedouro
devido ao seu sabor aversivo.

Da mesma forma, o protocolo VARI-10d n&o revelou diferencas entre o grupo controle

e aquele submetido ao estresse em machos de ambas as linhagens experimentais, mas uma
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interacd@o entre tratamento e repeticdo mostrou que o grupo SHR submetido ao estresse teve o
consumo e a preferéncia por alcool diminuida com o passar dos dias analisados, passando de
um consumo/preferéncia similar ao controle no inicio do experimento para muito abaixo dos
niveis controle ap6s 12 dias de teste. Em fémeas, observou-se uma tendéncia entre linhagem e
tratamento revelando que as ratas SHR estressado consumiram menos alcool durante o
experimento do que a linhagem LEW. Outro fato importante a ser destacado é que novamente
houve uma reducdo gradual do consumo do grupo SHR estressado apenas apds o inicio do
tratamento, demonstrando que os animais buscam a solugdo com etanol pela novidade, da
mesma forma que o grupo controle, mas apOs perceberam que a novidade tem sabor
desagradavel/aversivo, deixam de consumir a solucado, talvez devido aos estimulos aversivos
apresentados aos animais durante o protocolo de estresse.

No entanto, o protocolo com 28 dias de estresse (VARIM-28d), caracterizado por
estresse variado e que usualmente é utilizado pela literatura para induzir depresséo, apesar de
ndo ter causado alteragdes comportamentais no LCE (aumento da ansiedade), promoveu
aumento no consumo de alcool na linhagem SHR (apenas em machos), mas ndo na LEW (de
ambos 0s sexos). Por se tratar de um protocolo de estresse longo, é possivel que tenha
ocorrido subsensibilidade (downregulation) dos receptores de glicocorticdides, causando
prejuizo no feedback negativo e, consequentemente, fazendo com que o aumento de dopamina
no nucleo accumbens ndo retorne ao seu estado basal (Piazza & Le Moal, 1998). Assim, este
estresse cronico estaria causando sensibilizacdo das vias de recompensa cerebral, 0 poderia
explicar o aumento de consumo no protocolo de estresse cronico. Apesar de dados
controversos em relacdo as linhagens SHR e LEW e seu consumo de alcool, a linhagem SHR
parece ser mais suscetivel ao estresse, aumentando o consumo de etanol, e a ndo ocorréncia
deste efeito no protocolo de 10 dias (IMOB-10d e VARI-10d) pode ser justificada pelo pouco

tempo de exposicdo ao estresse (apenas 10 dias) o que ndo chegaria a causar alteracfes

67



DISCUSSAO

neuromorfologicas nas vias responsaveis pelo abuso de drogas nos ratos e, consequentemente,
ndo resultaria em aumento do consumo de etanol. Em adicdo, lzidio (2005) comenta a
ocorréncia de aumento do consumo de alcool em animais SHR ap06s receberem a
administracdo oral diria de uma droga (procedimento considerado estressante), o que ndo
ocorreu nos animais da linhagem LEW.

Nossos resultados corroboram dados prévios de nosso laboratério que mostram a
linhagem SHR como mais suscetivel ao consumo de alcool ap6s a exposicdo a um estresse
crénico (Lach et al., 2006), em relacdo a outras linhagens. A este respeito, Smith e
colaboradores (1996) evidenciaram reducéo da preferéncia ao etanol em ratos Wistar usando
um protocolo de estresse similar ao utilizado no presente estudo.

Em resumo, em relacdo ao consumo de/preferéncia por etanol, nossos dados
demonstram utilizando linhagens com comportamentos contrastantes para ansiedade,
protocolos de estresse diversificados e consumo de alcool, é que caracteristicas relacionadas a
ansiedade parecem ndo determinar o grau de consumo de alcool ja que o uso de linhagens
mais ‘ansiosas’ e protocolos de estresse que promovem estados elevados de ansiedade néo
foram capazes de elevar o consumo de etanol pelos animais. Os resultados confirmam e
corroboram, portanto, o estudo de Langen & Fink (2004) que aponta que outros fatores

comportamentais, que nao somente a ansiedade, podem influenciar o consumo de alcool.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que as linhagens utilizadas em
nosso experimento mantém o0s tracos contrastantes para ansiedade e consumo de alcool
descrito na literatura, mesmo ap6s eventos estressantes, embora o0 protocolo de estresse
utilizado seja fundamental para promover tais alteragdes.

Observamos também que o protocolo de estresse com caracteristicas previsiveis e
bastante severa (IMOB-10d) promoveu aumento da ansiedade inata (primeira exposi¢éo) nas
linhagens LEW e SHR, mas esse mesmo protocolo ndo permitiu que a ansiedade condicionada
(segunda exposicdo) se instalasse, sugerindo que a promogédo do estado ansioso intenso do
animal na primeira exposi¢do (inato) inviabiliza um aumento da ansiedade por estimulos
subsequentes (condicionada).

Por outro lado, a principal alteracdo observada no consumo de alcool, ocorreu com um
protocolo de estresse previsivel, prolongado e moderado (VARIM-28d) e apenas em machos
SHR, sugerindo que as neuroadapta¢des envolvidas com consumo de alcool tendem a ser de
longo prazo e dependem da susceptibilidade da linhagem usada.

De uma maneira geral, os animais LEW e SHR sofreram os efeitos do estresse da
mesma forma em relacdo aos comportamentos relacionados a ansiedade, com uma leve
tendéncia para SHR, especialmente fémeas, a serem mais sensiveis aos efeitos do estresse. No
entanto, em relagéo ao consumo de etanol, apenas a linhagem SHR, especialmente os machos,
foram sensiveis em aumentar o consumo ap0s exposicdo ao estresse, sugerindo que,
dependendo do protocolo experimental apresentado apOs as situagbes de estresse, as

diferengas entre LEW e SHR quanto a sensibilidade ao estresse podem ser muito evidentes.
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