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RESUMO

7

No mundo, é alto e crescente 0 numero de pessoas que fazem uso de
substancias psicoativas de abuso. Estudos clinicos demonstram que a
exposicdo ao estresse pode aumentar o risco ao abuso de drogas, a
vulnerabilidade para o desenvolvimento de dependéncia e a probabilidade de
recaidas. O uso repetido de substancias de abuso pode promover
sensibilizacdo comportamental. A sensibilizacdo comportamental reflete em
neuroadaptacbes que estdo envolvidas no desenvolvimento da
farmacodependéncia. Logo, tanto a administracédo repetida da substancia de
abuso quanto a exposicéo repetida a situacOes de estresse podem promover
sensibilizagdo comportamental, culminando em administracdo subsequente
de substéncias de abuso. Esse fendbmeno é chamado de sensibilizacdo
cruzada entre estresse e drogas. Em modelos animais, a sensibilizacao
comportamental pode ser demonstrada pelo aumento progressivo da resposta
locomotora a uma dose fixa da substancia psicoativa apds a exposicao
repetida a drogas ou ao estresse. Altos indices de uso de substancia
psicoativa de abuso tem sido observados entre adolescentes, no Brasil e no
mundo. Adultos e adolescentes apresentam diferencas em relacdo a resposta
as drogas e ao estresse. Embora seja de grande relevancia, poucos sao os
estudos realizados para avaliar o efeito do estresse em modelos animais de
adolescéncia. Desta forma, o objetivo desse projeto foi estudar se a
exposicdo ao estresse cronico de isolamento social durante a adolescéncia
promove sensibilizacdo comportamental cruzada com a cocaina em ratos

adultos e adolescentes.
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1. INTRODUCAO
1.1. Dependéncia

Publicado pela Associacdo Psiquiatrica Americana (American
Psychiatric Association), o Manual de Diagndéstico e Estatistica de Doencas
Mentais (DSM-1V, 1994), define dependéncia como um conjunto de sinais e
sintomas cognitivos, comportamentais e fisiolégicos que indicam que o
individuo continua fazendo uso da substancia apesar da presenca de efeitos
adversos. Existe um padrdo de auto-administracdo repetida, que geralmente
resulta em tolerancia, abstinéncia e comportamento compulsivo de consumo
da droga. A tolerancia € caracterizada pela diminuicdo do efeito que a
substancia psicoativa causa no organismo, a cada mesma dose utilizada.
Assim para obter o mesmo efeito do inicio do consumo, o individuo teria de

aumentar a dose consumida.

Inicialmente, as teorias limitavam-se a explicar a dependéncia
unicamente pela presenca da sindrome de abstinéncia. A sindrome de
abstinéncia caracteriza-se por um intenso desconforto apés a interrupcéo do
uso, quando aparecem sinais e sintomas normalmente opostos ao que a
substancia psicoativa utilizada promove (ROBINSON & BERRIDGE, 1993).
Dessa maneira, foi proposto que individuos desenvolveriam a dependéncia ao
manter o uso da substancia para cessar os efeitos causados pela retirada

(O'BRIEN, 2005).

No entanto, essas teorias nao explicavam o inicio do uso das
substancias de abuso. Por esse guestionamento, e pelo fato dos sinais e

sintomas causados pela sindrome de abstinéncia serem especificos para
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cada substancia, as pesquisas comecaram a investigar os efeitos comuns
entre as substancias (ROBINSON; BERRIDGE, 1993). Nesse sentido,
pesquisadores observaram que todas as substancias que causam
dependéncia promovem efeitos euforizantes e prazerosos (WISE;

BOZARTH,1987).

Segundo Wise; Bozarth (1987), a sensacdo de prazer induzida pelo
uso de drogas seria consequéncia da ativacdo de um sistema neurobioldgico
chamado de sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Acerca dessa
hipétese, pesquisadores direcionaram seus experimentos e demonstraram
gue a administragdo de nicotina (IMPERATO; MULAS; DI CHIARA, 1986;
SCHILSTROM et al., 1998; CADONI; DI CHIARA, 2000), cocaina, anfetamina,
morfina (DI CHIARA; IMPERATO, 1988; PONTIERI et al, 1996), etanol
(KIIANMAA et al., 1995) e A®-THC (TANDA; PONTIERI; DI CHIARA, 1997)
ativam esse substrato promovendo a liberacdo de dopamina no nucleo

acumbens.

O sistema dopaminérgico mesocorticolimbico é constituido por uma
regido denominada area tegmental ventral (ATV), na qual localizam-se 0s
corpos celulares dos neurdnios dopaminérgicos, e projecdes axonais para o
nucleo acumbens (NAc) e cértex pré-frontal (CPF). Nesse sentido, o bem-
estar gerado pelo uso das substancias psicoativas ocorreria em decorréncia

da ativacao desse circuito (KOOB, 1992; KOOB; LE MOAL, 2001).

Os pesquisadores, entdo, conseguiram entender que o prazer é

responsavel pelo inicio do uso de substancias, visto que o individuo busca a
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sensacao euforizante. No entanto, a teoria ndo responde a questdo que

envolve a perda de controle da utilizagéo da substancia.

Baseados em dados da literatura Robinson; Berridge (1993)
propuseram que o uso descontrolado dessas substancias ocorreria devido a
neuroadaptacdes no sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Estudos
demonstravam que além de causar prazer, as drogas, quando administradas
repetidamente, promoviam o aumento progressivo da atividade locomotora.
Esse comportamento foi chamado de sensibilizagdo locomotora e reflete as
neuroadaptacbes que ocorrem no sistema mesocorticolimbico (POST,;
CONTEL, 1983; ROBINSON; BECKER, 1986; NESTLER, 2001). A
sensibilizacdo locomotora foi descrita para a cocaina (MISERENDINO;
NESTLER, 1995; PLANETA; MARIN, 2002), fencanfamina (PLANETA;
DELUCIA; AIZENSTEIN, 1995), anfetamina (ROBINSON; BECKER, 1986;
AIZENSTEIN; SEGAL; KUCZENSKY, 1990; VEZINA; QUEEN, 2000), morfina
(KALIVAS; DUFFY, 1987; POWEL; HOLTZMAN, 2001), etanol (PHILLIPS;
ROBERBS; LESSOV, 1997), nicotina (DOMINO, 2001; SHIM et al., 2001;

CRUZ; DELUCIA; PLANETA; 2005) e A%-THC (CADONI et al., 2001).

Segundo Robinson; Berridge (1993) a sensibilizacdo nao resultaria no
aumento do efeito reforcador das substancias, mas sim da relevancia
motivacional do estimulo. Desse modo, ao invés de mediar apenas a
sensacao de prazer, a dopamina regularia o impulso motivacional e a atencao
a estimulos salientes relacionados ao uso da substancia (ROBINSON;

BERRIDGE, 1993, 2000, 2001, 2003).
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Sendo assim, 0 uso ocasional de uma substancia psicoativa de abuso
inicia-se pelo prazer gerado por esse comportamento (“gostar”). Contudo, o
uso prolongado promove alteracbes no sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico nas quais o individuo passa ter um desejo compulsivo de
utilizar a droga (“querer”) (BERRIDGE; ROBINSON, 1998, 2003; BERRIDGE;

ROBINSON; ALDRIDGE, 2009).

1.2. Cocaina

Encontrada em elevadas concentracbes nas folhas do arbusto
Erythroxylon coca (presente na América do Sul), a cocaina
(benzoilmetilecgonima ou éster do acido benzoico) € um alcaldide cujo
histérico apresenta uma variavel quanto a época, local, finalidade e método

de uso.

A utilizacdo mais antiga da qual se tem conhecimento data de ha 4500
anos e tinha funcéo religiosa, como demonstram achados arqueolégicos de
civilizacdes andinas. Também, muUmias peruanas passaram por analise e
foram detectados resquicios de cocaina no aparelho bucal. Até hoje povos da
regido dos Andes permanecem com o hébito de mascar as folhas
(FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).
O terreno local, por ser relevo montanhoso, é uma explicagdo para essa
utilizacédo, visto que o efeito auxilia no combate a fome, sede e fadiga que a
populacdo acaba por sentir durante as caminhadas. Este habito, segundo
relatos escritos, ja existia em 1507, quando o navegador italiano Ameérico
Vespucio, naturalizado espanhol, publicou as primeiras descricoes sobre essa

forma de uso da droga: mascar as folhas com cinzas. A explicacdo desse
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meétodo baseia-se no fato de que a folha alcaliniza a mucosa bucal que passa
a absorver a substancia mais facilmente, o que culmina no aumento do efeito

da cocaina (FERREIRA; MARTINI, 2001).

Por volta de 1551, o consumo da coca foi proibido por membros da
Igreja Catdlica enviados para a América do Sul. O argumento de que a planta
estaria dificultando a catequizacdo dos nativos foi desmistificada, j& que na
verdade os efeitos agudos melhoravam o rendimento dos indios na
exploragdo de minérios (FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN;

DESLAURIERS; BURDA, 2009).

Em 1859 a cocaina foi isolada pelo quimico alem&o Albert Niemann;
em 1898 sua formula pdde ser descrita; e o prémio Nobel, em 1902, foi dado
a Willstatt, pela sintese do cloridrato de cocaina (FERREIRA; MARTINI,

2001).

No século XIX, a cocaina teve uma aplicacdo que gerou um produto de
grande repercussédo: o Vin Mariani. O composto criado pelo quimico Angelo
Mariani surgiu da mistura da coca com vinho, gerando uma bebida que,
bastante apreciada por personalidades, fez com que Mariani recebesse uma
medalha de ouro do Vaticano, doada pelo Papa Leao Xlll. Essa mistura (de
etanol com cocaina) forma um composto mais potente que a cocaina
isoladamente e é denominado cocaetileno (KARCH, 1999; FERREIRA;

MARTINI, 2001; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).

Outra bebida, também a base de coca, foi desenvolvida em 1886, por
John Styth Pemperton. Porém a mistura, ao invés de alcool, utilizava noz de

cola. Surgia, entdo, a Coca-Cola®. No entanto, em 1906, a cocaina teve de
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ser substituida por cafeina (FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN;

DESLAURIERS; BURDA, 2009).

No periodo de transicdo do século XIX para o século XX a cocaina era
considerada uma droga milagrosa, sendo indicada para o tratamento das
mais diversas enfermidades. O médico austriaco Sigmund Freud, que foi um
dos disseminadores dessa terapéutica, publicou, em 1884, o livro Uber Coca
(“sobre a cocaina”), indicando o uso da substancia como “estimulante,
afrodisiaco, anestésico local, bem como para o tratamento da asma, doencas
consuptivas, desordens digestivas, exaustdo nervosa, histeria, sifilis e mal-
estar relacionado a altitudes”. O paciente de Freud, Karl Koller, que também
era médico, descreveu 0s primeiros estudos do uso da substancia como
anestésico local. Pesquisas de ambos os médicos chamaram atencdo de
industrias farmacéuticas, a citar, Merck e Parke-Davis, que, por ndo terem o
arbusto em seus paises, buscavam as folhas na América do Sul. No entanto,
esse transporte acarretava em perda consideravel da concentracdo da coca,
e, por consequéncia, o custo da produgdo aumentava. Para tentar minimizar o
problema, a Parke-Davis, em 1885, desenvolveu um método e passou a
produzir cocaina semi-refinada nos paises de origem. A técnica auxiliou no
fato de que o0s precos cairam e 0 comércio de cocaina cresceu
substancialmente (KARCH, 1999; FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009); de modo a se tornar descontrolado. Foram
enumeradas aproximadamente 15 formas de administragcdo da substancia, e
a consequéncia bastante problemética passou a envolver toxicidade,
tolerancia, e dependéncia. Por tal motivo, Freud, em 1892, analisou

novamente os conceitos do primeiro livro e publicou uma continuagéo de sua
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literatura, mas desmistificando os “poderes” da cocaina (FERREIRA,;

MARTINI, 2001).

A viabilizacao de leis restritivas, como o The Harrison Narcotics Tax Act
(dos Estados Unidos) de 1914 e o Decreto-lei Federal n° 4.292 (do Brasil) de
1921, juntamente com o surgimento de psicoestimulantes sintéticos, proibiu o
comércio de cocaina (FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN;

DESLAURIERS; BURDA, 2009).

ApoOs cinquenta anos de ostracismo, 0 abuso de cocaina voltou a ser
problema de saude publica. O crack surge em meados da década de 80, e,
desde entdo, tanto o consumo quanto o trafico mundial vem aumentando
consideravelmente. Como prova, na América do Sul, os cartéis tornaram-se
altamente organizados, o que intensificou a producdo e a distribuicdo da

droga pelo mundo.

A cocaina normalmente é utilizada nas formas de pé (cloridrato de
cocaina), administrado pela via nasal; soluvel, pela via endovenosa ou crack
(cocaina na forma de base livre), pela via pulmonar (GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009; NATIONAL INSTITUTE OF DRUG ABUSE,
2012). Em estudo realizado em 2009 e publicado pela Organizacdo Mundial
da Saude revela que 0,5% da populacdo mundial (aproximadamente 21
milhdes de pessoas), entre 15 e 64 anos, usaram cocaina no ano de 2007. O
maior consumo € da América do Norte; seguida de paises do leste europeu,
Europa Central e América do Sul (UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS

AND CRIME, 2009). Nota-se, segundo essa sequéncia, a descentralizacdo do
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consumo, comparativamente ao inicio da histéria do uso (que se restringia

aos paises da América do Sul).

Observando dados brasileiros, uma pesquisa realizada em 2005, com
pessoas de 108 cidades com mais de 200 mil habitantes, constatou-se que
3,6% dos entrevistados j& usaram cocaina ou crack pelo menos uma vez na
vida (CARLINI et al, 2006). Em relac&o aos estudantes do ensino fundamental
e meédio (faixa etaria entre 10 e 18 anos), a porcentagem desse mesmo uso €
de 2,7% (GALDUROZ et al, 2004). Em 1999, nos Estados Unidos, de todas
as ocorréncias com intoxicagao por drogas, 30% eram devido ao uso dessa
substancia. Os agravos relatados mostram casos de infartos do miocérdio,
disritmias, tromboses, endocardites e infartos renais causados pela
administracdo de cocaina (LANGE; HILLIS, 2001; BEMANIAN; MOTALLEBI;

NOSRATI, 2005).

Além de ser um problema de saude publica o abuso de cocaina
desencadeia problemas de ambito social. O comércio, por ser ilegal, aumenta
o numero de crimes relacionados tanto com a producdo quanto com a
distribuicdo dessa droga. Estima-se que o mercado mundial de cocaina
movimente aproximadamente U$ 50 bilhdes anualmente e empregue milhares
de pessoas, inclusive criancas e adolescentes. No Brasil, acredita-se que
cerca de 20 mil jovens (na faixa etaria entre 10 e 16 anos) trabalhem no
trafico de drogas (UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME,

2005, 2009).

O mecanismo de acdo da cocaina consiste em: 0 neurbnio pré

sinaptico apresenta vesiculas com moléculas de dopamina que se
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exteriorizam até a liberacdo dessas moléculas na fenda sinaptica, onde, para
que ndo permaneg¢am nem em alta concentracdo, nem por muito tempo, sao
degradadas por enzimas, e sao recaptadas pelos transportadores
dopaminérgicos (esse representa o principal mecanismo de retirada das
moléculas de dopamina). O individuo que consumiu a cocaina, tem a
molécula no organismo, e essa age blogueando os transportadores
dopaminérgicos. Essa acdo impede a recaptacdo da dopamina, permitindo
gue ela esteja agindo na fenda (e causando efeitos) em maiores

concentracdes e por mais tempo.

1.3. Adolescéncia

A adolescéncia € um periodo critico da ontogenia (estudo da origem e
do desenvolvimento de um organismo, desde o ovo fertilizado até sua forma
adulta). Comportamentos como, busca por novidades, avaliacdo de risco e
interacdo com pares, sdo comuns em adolescentes de varias espécies. Esses
comportamentos sdo importantes para preparar os individuos para sobreviver
sem o cuidado parental (SPEAR, 2000). Entretanto, o comportamento de risco
pode facilitar a busca de drogas e por consequiéncia o desenvolvimento da
dependéncia na adolescéncia ou em estagios mais tardios da vida (CHEN,;
KANDEL, 1995; SPEAR, 2000). Varios trabalhos mostraram uma alta
correlacdo entre o inicio precoce do uso de alcool e a ocorréncia de
problemas ligados ao consumo abusivo de etanol e dependéncia (GRANT;
STINSON; HARFORD, 2001; GUTTMANNOVA et al, 2011; 2012; HINGSON;
HEEREN; WINTER, 2006). Segundo levantamento do Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas Psicotrépicas (CEBRID), realizado nas 27 capitais

brasileiras, com uma amostra de 48.155 estudantes do ensino fundamental e
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meédio (entre 10 e 18 anos), foi confirmado o uso de psicostimulantes (como
cocaina, crack e anfetamina) por 6,4 % dos entrevistados. Dentre esses, 12,5
% relataram que faziam uso frequente dessas substancias (GALDUROZ et al,

2004).

Em animais, assim como nos humanos, o periodo que compreende a
infancia e adolescéncia mostra-se essencial para a formagdo do que sera o
sistema nervoso central do adulto (SPEAR, 2000). Em ratos, o periodo da
adolescéncia ocorre entre os dias pos-natal (DPN) 28 e 42. Durante essa fase
o sistema nervoso central sofre uma série de alteracdes tidas como criticas
para o0 seu desenvolvimento, pois serdo importantes nas respostas
comportamentais dos animais adultos (SPEAR, 2000). Os efeitos
psicoestimulantes promovidos pela cocaina ocorrem devido a sua acédo
indireta sobre a neurotransmissdo dopaminérgica: a cocaina inibe os
transportadores de dopamina, aumentando o tempo de permanéncia desse
neurotransmissor na fenda sinaptica. Sua acdo no NAc é a principal
responsavel pelas sensacdes de prazer e euforia (NESTLER, 2005). Sendo
assim, podemos supor que 0 contato precoce com substancias psicoativas
poderia.  promover neuroadaptacbes no  sitema  dopaminérgico

mesocorticolimbico que facilitariam a dependéncia na vida adulta.
1.4. Estresse

Além da ontogenia, fatores ambientais também podem aumentar o
risco de dependéncia. Nesse sentido, muitos trabalhos demonstraram os
efeitos do estresse no desenvolvimento do abuso de drogas (KOOB; KREEK;

2007; SINHA, 2001; 2008). Estudos epidemiologicos mostraram a relagao
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entre a exposicao a estresse em fases precoces da vida e futuros problemas
com alcool. Esses trabalhos reportaram que eventos estressantes durante a
infancia e adolescéncia como, por exemplo, abuso sexual, violéncia, baixa
renda, criminalidade e perda ou auséncia dos pais, estdo associados com o
inicio precoce do consumo e desenvolvimento do abuso de substancias
psicoativas de abuso (BROOK et al, 2011; ENOCH; 2011; ISOHANNI et al,
1994; KALICHMAN et al, 2006; KEYES; HATZENBUEHLER; HASIN, 2011;
WALSH et al, 2012; ZAHRADNIK et al, 2011). E importante salientar que os
adolescentes sdo mais vulneraveis aos efeitos negativos do estresse. Nesse
sentido, foi demonstrado que roedores adolescentes sdo mais sensiveis a
perda de peso, reducdo do consumo de comida e a comportamentos
relacionados a ansiedade induzidos pelo estresse (DOREMUS-FITZWATER,;

VARLINSKAYA; SPEAR, 2009; STONE; QUARTERMAIN, 1997).

Diferentes tipos de estresse sdo capazes de ativar o HPA. A ativacéo
do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) resulta em aumento da sintese do
fator liberador de corticotrofina (CRF) no ndcleo paraventricular do
hipotalamo. O CRF é entéo liberado na eminéncia média e liga-se aos seus
receptores nos corticotrofos da pituitaria anterior. Como resultado, ocorre
aumento na liberacdo do hormoénio adrenocorticotrofina (ACTH). O ACTH
liberado atua sobre seus receptores no cortex da glandula adrenal, resultando
na sintese e secrec¢do de glicorticéides, corticosterona em roedores e cortisol

em primatas e no homem (AKIL; MORANO, 1995, LEVINE, 2005).

Mudancas nas respostas fisiolégicas e comportamentais causadas pela
exposicdo a estresse cronico estdo relacionadas com as adaptagbes do eixo

HPA. Respostas mal adaptadas ao estresse tém sido associadas ao
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desenvolvimento de doencas psiquiatricas e dependéncia de substancia

psicoativas de abuso (PIAZZA; LE MOAL, 1998; SINHA, 2001; 2008).

Estudos pré-clinicos corroboram essas evidéncias demonstrando que o
estresse durante a adolescéncia aumenta alguns efeitos comportamentais
das substancias de abuso. O estresse repetido também pode induzir
sensibilizagdo cruzada com substancias psicoativas de abuso. Nosso
laboratério vem estudando os efeitos do estresse cronico sobre respostas
comportamentais ha muitos anos. Os resultados obtidos durante esse tempo
mostram que a exposicdo repetida ao estresse aumenta a atividade
locomotora induzida por cocaina (ARAUJO et al., 2003; LEPSCH et al., 2005;
MARIN; PLANETA, 2004; PLANETA; MARIN, 2002), anfetamina (CRUZ et al,

2012) e nicotina (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2007; LEAO et al., 2012) .

2. JUSTIFICATIVA

De acordo com estudos realizados em humanos e animais 0 consumo
precoce de substancias psicoativas de abuso pode facilitar o desenvolvimento
da dependéncia dessa substancia em periodos posteriores da vida. Acerca
disso, se por si s6 a fase da adolescéncia ja é critica no que diz respeito ao
desenvolvimento da dependéncia, o fator estresse atua aumentando o risco.
Embora varios modelos animais de estudo da dependéncia tenham proposto
gue o estresse modifica os efeitos da drogas nenhum deles avaliou o efeito da
privagéo social sobre a atividade locomotora induzida por cocaina e se esse

efeito dura até a vida adulta.
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3. OBJETIVOS

Investigar se a exposicao ao estresse cronico de isolamento social
durante a adolescéncia promove sensibilizacdo comportamental cruzada com

a cocaina em ratos adolescentes e se esse efeito é duradouro.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Parecer ético

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para uso
de animais Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP (CEUA-18/2011)
e 0s experimentos foram conduzidos seguindo os principios do Colégio

Brasileiro de Experimentagéo Animal — (COBEA).
4.2. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar adolescentes provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista/lUNESP, do campus
localizado em Botucatu. Os animais foram transferidos para o biotério do
laboratério de Farmacologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/ UNESP, do campus de
Araraquara, no minimo sete dias antes dos experimentos. O periodo da
adolescéncia foi definido entre os dias pos-natal DPN 28 e DPN 42. Os
animais foram considerados adultos apos DPN 60, como previamente descrito
por Spear (2000). Eles foram mantidos em condicdes controladas de
temperatura (23+1°C) com auxilio de ar condicionado; luz (ciclo 12/12 horas,

luz acesa as 07:00h); umidade em 55 + 5% e em momento algum foram
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privados de alimentacdo e agua. Os experimentos foram realizados na fase

clara do ciclo de luz. A amostra foi de 36 animais.

4.3. Farmaco

Cloridrato de cocaina (Merck®)

4.4. Estresse

O tipo de estresse utilizado no experimento foi o isolamento social. O
procedimento envolve privar os animais de qualquer contato social durante a
adolescéncia. Os animais do grupo estresse foram alojados individualmente
nas gaiolas-moradia por 15 dias consecutivos. Os animais-controle
permaneceram em grupo durante todo esse periodo. A limpeza das gaiolas-
moradia foi feita duas vezes por semana para evitar efeito da manipulacao

dos animais.

4.5. Avaliagéo da atividade locomotora

Foi utilizada a caixa Columbus Instruments-CA (EUA), construida em
acrilico transparente e medindo 51,1 x 9,5 x 69,2cm (largura x altura x
comprimento). Nas paredes dessa caixa existem fotocélulas que emitem luz
infravermelha, estéo distantes 2,5cm entre si e a 3,0cm do assoalho da caixa,
e sao responsaveis pelo registro automatico da locomocao. Cada unidade de

locomocéo correspondeu a interrupcao de dois feixes de luz.
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Figura 1: Caixa de determinacao da atividade locomotora.

4.6. Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando ANOVA bifatorial (estresse x
droga). Nos casos nos quais ANOVA mostrou diferencas significativas

(p<0,05) a comparacao foi seguida pelo teste de Newman-Keuls.

5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos iniciaram no DPN 28. Os animais de grupo controle
(amostra de 18 animais) permaneceram de trés em trés em gaiolas de
dimensdes maiores. Os outros 18 animais foram submetidos ao protocolo de
estresse de privacdo social por 15 dias (DPN 28 ao DPN 42), sendo que cada
animal manteve-se, isoladamente em uma gaiola de menores dimensdes. No
DPN 43, os animais do grupo estresse (que passaram pelo isolamento social),

foram unidos em uma gaiola; e o grupo controle permaneceu em grupo, COmo
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nas condi¢cdes anteriores. Trés dias apos o fim do estresse cronico (DPN 46)
os animais foram colocados individualmente na caixa de atividade para
habituacdo por 20 minutos. Esse tempo de reconhecimento € importante para
gue o animal se acomode e os valores pretendidos ndo sejam confundidos
com os valores altos resultantes desse instinto de exploracédo inicial. Os
valores da atividade locomotora eram anotados a cada cinco minutos.
Imediatamente apos o término da habituagcdo, os animais receberam injecéo
intraperitoneal de salina (0,9%) ou cloridrato de cocaina (10mg/Kg de peso do
animal), e a atividade locomotora foi registrada por 30 minutos, também tendo
anotados os valores a cada cinco minutos. Apos esse experimento no DPN
46, os animais voltaram para a gaiola. Como o protocolo avalia o estresse
apenas no periodo da adolescéncia, essa proxima etapa (do DPN 47 a DPN
73) determina que tanto o grupo controle quanto o grupo estresse tenham

seus animais, de trés em trés, alojados em gaiolas maiores.

A avaliagcdo da atividade locomotora em animais adultos foi feita 30
dias apb6s o estresse de privacdo social (DPN 73). O procedimento de
avaliagdo locomotora foi idéntico ao descrito para os animais adolescentes.
Os mesmos animais utilizados na adolescéncia foram usados na vida adulta.
Dessa forma, tivemos quatro grupos de animais adolescentes e quatro grupos
de animais adultos, cada um com nove animais: controle-salina (CON-SAL),
controle-cocaina (CON-COC), estresse-salina (EST-SAL) e estresse-cocaina

(EST-COC).
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6. RESULTADOS

A figura 2 mostra as médias EPM da atividade locomotora induzida por
cocaina de ratos adolescentes submetidos a privacéo social crénica durante a
adolescéncia. A andlise estatistica dos dados obtidos no experimento indicou
gue o estresse ndo alterou a atividade locomotora dos animais adolescentes
[F(1,32)=0,63; p=0,44]. Por outro lado, a administracdo de cocaina induziu
aumento da locomocao [F(1,32)=26,60; p<0,05], mas néo foi detectada

interacdo entre os fatores estresse e droga [F(1,32)=0,002; p=0,96].

Figura 2: Atividade locomotora dos animais adolescentes induzidas pela administracdo de
cocaina ou salina ap0s exposicdo ao estresse cronico de isolamento social durante a
adolescéncia; determinada em um periodo de 30 minutos. As barras representam as meédias

das atividades locomotoras + EPM. # p<0,05 comparado aos respectivos grupos salina.
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Nos animais adultos, a andlise estatistica de comparacfes multiplas
mostrou efeito significativo do estresse [F(1,32)=8,66; p<0,05] e da droga
[F(1,32)=9,82; p<0,05] sobre a locomoc¢é&o dos animais. Entretanto, a ANOVA
revelou que ndo hé interacdo entre os fatores estresse e droga [F(1,32)=3,22;

p=0,08]. O teste de Newman-Keuls indicou que os animais do grupo EST-
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COC apresentaram aumento significativo da atividade locomotora quando

comparado com todos os outros grupos (Figura 3).

Figura 3: Atividade locomotora dos animais adultos induzidas pela administracdo de cocaina
ou salina apds exposicdo ao estresse crénico de isolamento social durante a adolescéncia;
determinada em um periodo de 30 minutos. As barras representam as médias + EPM.

*p<0,05 comparado com os grupos CON-SAL, EST-SAL, CON-COC.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou se a exposi¢do crénica ao estresse de
privacdo social durante a adolescéncia modifica os efeitos agudos da cocaina

sobre a atividade locomotora de animais adolescentes e adultos.
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Os resultados mostraram que o estresse cronico nao foi capaz de
alterar os efeitos locomotores dos animais adolescentes apos a administracao
aguda de cocaina. Nossos resultados corroboram os dados encontrados por
Weiss e colaboradores (2001), que néo observaram influéncia na atividade
locomotora, induzida pela administracdo de anfetamina, em animais
submetidos a privacéo social cronica, quando comparados com 0s animais do
grupo controle. Por outro lado, Smith; Neill; Costall (1997) demonstraram que
animais privados de contato social tiveram aumento da atividade locomotora
induzida por cocaina quando comparados aos animais criados em grupo.
Entretanto, € importante notar que esse estudo possui algumas diferencas
metodolégicas importantes. Nosso estudo utilizou ratos Wistar machos,
enquanto eles utilizaram ratos fémeas da linhagem Hooded Lister. Alguns
trabalhos comparando a resposta de ratos adolescentes machos e fémeas
submetidos a instabilidade social observaram que apenas as fémeas tém
aumento da locomocdo ap6s a administracdo de nicotina e anfetamina
(McCormick et al., 2004; 2005). Foram demonstradas também diferencas na
atividade do eixo HPA comparando animais machos e fémeas. McCormick e
colaboradores (2002a) mostraram que fémeas tem maiores niveis basais de
corticosterona circulante. Outros trabalhos mostraram que a secrecdo de

corticosterona em resposta ao estresse € maior em fémeas (McCormick et al.,

2001; 2002Db).

Podemos destacar ainda que a diferenca do periodo de privacéo foi
bastante notdria, visto que os animais da linhagem Hooded Lister sofreram o
estresse da privacao social por 90 dias, enquanto no nosso protocolo 0s

animais ficaram isolados por apenas 15 dias. No experimento de Smith; Neill;
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Costall (1997), o teste de locomocado induzido por cocaina foi realizado na
fase adulta dos animais, enquanto que nossa avaliagdo comportamental foi

realizada tanto na adolescéncia quanto na fase adulta.

Outra diferenca importante € que no trabalho de Smith; Neill; Costall
(1997), os ratos do grupo controle foram criados em ambiente enriquecido
com objetos e brinquedos. Esses pesquisadores também mostraram maior
locomoc¢éo dos animais privados durante o periodo de habituacdo ao campo
aberto. Desse modo, ndo podemos ter certeza se 0 aumento da atividade
locomotora ocorreu devido a sensibilizacdo cruzada com a cocaina ou se foi

um efeito apenas do estresse.

Revisando a literatura, vemos que as pesquisas que avaliaram a
influéncia do estresse durante a adolescéncia sobre os efeitos locomotores
das substancias de abuso ainda € contraditéria. Lepsch e colaboradores
(2005), por exemplo, observaram que estresse imprevisivel aumenta o efeito
locomotor da cocaina, jA Kabbaj e colaboradores (2002) ndo demonstraram
esse aumento apdés a administracdo de anfetamina. Cruz e colaboradores
(2012) mostraram que 0 estresse de contencdo é capaz de aumentar a
atividade locomotora de animais induzida por anfetamina, mas esse efeito
nao foi observado para a nicotina (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2007). Além
disso, encontramos um mesmo grupo de pesquisadores publicando
resultados conflitantes utilizando o modelo de instabilidade social. Mathews;
Mills; McCormick (2008) observaram que ratos submetidos ao estresse

cronico tiveram aumento da locomocdo apds a administracdo de anfetamina.

Em outra situacdo eles demonstraram que ndo houve influéncia da
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instabilidade social sobre os efeitos locomotores da nicotina (MCCORMICK et

al., 2004) e até mesmo da propria anfetamina (MCCORMICK et al., 2005).

Essas evidéncias indicam que a interacdo entre o estresse crénico e 0s
efeitos promovidos pela administracdo de substancias de abuso dependem de
fatores como idade dos animais, tipo e duracédo do estresse, género, droga
utilizada, linhagem dos animais e tempo de laténcia entre o Ultimo dia de

exposicao ao estresse e o dia do teste.

ApoOs a privacdo social crbnica e a avaliagdo da atividade locomotora
durante a adolescéncia, os mesmos animais foram submetidos ao teste de
locomocdo na fase adulta (DPN 72). Nossos resultados mostraram que
apenas 0s animais privados de contato social tiveram aumento da atividade
locomotora induzido pela administragcdo de cocaina. Apesar dos dados
corroborarem achados que observaram influéncia duradoura do estresse
durante a adolescéncia sobre os efeitos locomotores das substancias de
abuso (KABBAJ et al.,, 2002; MATHEWS; MILLS; MCCORMICK, 2008;
MCCORMICK et al., 2004, 2005), ndo podemos afirmar que houve
sensibilizacdo locomotora cruzada entre o estresse e a cocaina. Isso porque,
ao contrario do esperado, a cocaina ndo produziu aumento da locomocéao por
si s6. Por ser uma substancia estimulante, a cocaina deveria aumentar a
distancia percorrida pelos animais no modelo de campo aberto, independente
da exposicdo prévia ao estresse. Quando observamos a figura 3 ndo ha
indicio de aumento da atividade locomotora no grupo CON-COC. Dessa
maneira, podemos deduzir que houve algum tipo de problema no decorrer do
experimento que impediu a observacdo correta do comportamento dos

animais desse grupo.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados no presente trabalho, podemos
concluir que ratos adolescentes submetidos a privacdo social por 15 dias ndo
foi capaz de alterar os efeitos locomotores induzidos pela administracao
aguda de cocaina. Apesar da avaliagdo do comportamento locomotor em
adultos ter indicado sensibilizagcdo cruzada entre estresse e cocaina,

preferimos néo atestar que de fato houve interacao entre esses fatores.
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