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Resumo

Bezerra-Karounis, Matheus Almeida Macédo; Landeira-Fernandez, Jesus.
Consumo de etanol nas linhagens de ratos Cariocas com alto e baixo
congelamento. Rio de Janeiro, 2020. 51p. Dissertacdo de Mestrado —
Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade catdlica do Rio de
Janeiro

Os ratos Carioca com alto condicionamento (CAC) e Carioca com baixo
condicionamento (CBC) séo duas linhagens que séo criadas seletivamente para
altos e baixos niveis de congelamento, em resposta a sugestfes contextuais
previamente associadas ao estimulos elétricos nos membros. Essas duas linhas
tém tracos significativamente diferentes de respostas semelhantes a ansiedade, em
diferentes protocolos comportamentais. O presente estudo utilizou ratos machos e
fémeas de CAC e CBC para investigar possiveis associa¢des entre comportamento
relacionado a ansiedade e ingestdo de alcool. Quinina e sacarina foram utilizadas
como solugdes de controle do paladar. Os resultados indicaram que os ratos CAC
tinham um fendtipo "ansioso” mais alto e os animais CBC tinham um fendtipo
"ansioso" mais baixo, quando as duas linhagens foram comparadas com uma
linhagem, selecionada aleatoriamente, que foi usada como grupo controle (CTR).
Os ratos machos exibiram consistentemente maior congelamento condicionado do
que as fémeas. Os ratos CAC consumiram mais concentracdes de alcool de 6% e
10% do que os ratos CBC em um teste de livre escolha de consumo e maior
consumo na concentracdao de alcool 10% em um teste de escolha forcada. Ratos
fémeas CAC exibiram a maior quantidade de ingestdo de alcool durante essas trés
condicdes, em comparacdo com ratos machos CAC e também consumiram mais
quinina que ratos machos. Finalmente, ratos CAC exibiram menor consumo de
sacarina em comparacdo com CBC e animais controle. No total, esses resultados
revelaram diferengas entre 0s sexos no comportamento semelhante ao da
ansiedade e no consumo de alcool, corroborando a hip6tese de que existe uma

relacdo positiva entre ansiedade e ingestdo de alcool.
Palavras-chave

linhagens; Fendtipos contrastantes; Condicionamento contextual ao medo;

Comportamento de congelamento; Ansiedade; Consumo de alcool.
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Abstract

Bezerra-Karounis, Matheus Almeida Macédo; Landeira-Fernandez, Jesus (Advisor).
Alcohol Consumption in Carioca rats of high and low freezing. Rio de
Janeiro, 2020. 51p. Dissertagdo de Mestrado — Departamento de Psicologia,
Pontificia Universidade catdlica do Rio de Janeiro

Carioca High-conditioned Freezing (CHF) and Carioca Low-conditioned
Freezing (CLF) rats are two linesthat are selectively bred for high and low levels
of freezing in response to contextual cues that are previously associated with
footshock. These two lines have significantly different traces of anxiety-like
responses in different behavioral protocols. The present study used male and
female CHF and CLF rats to investigate possible associations between anxiety-
related behavior and alcohol intake. Quinine and saccharin were used as taste
control solutions.The results indicated that CHF rats had a higher “anxious”
phenotype and CLF animals had a lower “anxious” phenotype when both
breeding lines were compared with a randomly selected line that was used as a
control group. Male rats consistently exhibitedmore conditioned freezing than
females. CHF rats consumed more 6% and 10% alcohol concentrations than CLF
rats in a free-choice test and more of a 10% alcohol concentration in a forced-
choice test. Female CHF rats exhibited the highest amount of alcohol intake
during these three conditions compared with male CHF rats. Female rats also
consumed more quinine than male rats. Finally, CHF rats exhibited lower
saccharin consumption compared with CLF and control animals. Altogether, these
results revealed sex differences in anxiety-like behavior and alcohol
consumption,supporting the hypothesis that there is a positive relationship
between anxiety and alcohol intake. The Carioca breeding lines were developed
for high and low defensive behavior in response to diffusecontextual cues that are
associated with footshock but not to well-defined danger-related stimuli,
corroborating the view that anxiety but not fear is associated with alcohol

consumption.
Keywords

Breeding lines; Contrasting phenotypes; Contextual fear conditioning;
Freezing behavior; Anxiety; Alcohol consumption.
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do Campo Aberto desenvolvido por Hall (2000) é utilizada por varios
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1
Introducéao

7

O ser humano é emocional. Composto por sentimentos e sensacoes,
interpreta a vida por meio desses mecanismos. Ao se deparar com uma situacao
de nojo, como um banheiro sujo, um ninho de baratas, sente-se vertigem,
necessidade de fuga; em um caso de surpresa, como em um espetaculo de
magica, uma festa de aniversario surpresa ou uma noticia impactante, o
sentimento repentino, mesmo negativo ou positivo invade o individuo, uma vez
gue o0s sentimentos correspondem a uma forma de comunicagdo animal,

sobretudo, humana. (Ekman, 2004).

O mesmo ocorre em situagdes de perigo, como ao se ver um raio, enquanto
se estd em um banho de piscina, ou em uma situacdo de visualizacdo de um
assalto. A reacdo de medo ¢é irradiada de forma mental na pessoa,
concomitantemente ao corpo(Cruz & Landeira-Fernandez, 2012). Taquicardia,
sudorese e sequiddo na boca, junto a diminuicdo de sensacdo de dor
(analgesia), sdo alguns dos fenbmenos a nivel comportamental e fisico(Taylor,
1999). Entretanto, estacircunstancia possui papel regulador de nosso
comportamento, uma vez que, caso ndo o fosse, poderiamos embarcar em

problemas fisicos ou mentais de forma mais rapida.

No entanto, a ideia de ser exposto a algum desses cenarios, pode levar, a
posteriori, a sensagfes de apreensdo, inquietude, que geralmente sao
vivenciadas durante o cenario real e perigoso, mas que agora é apercebido fora
deste contexto. Em outras palavras, vivencia-se um perigo vago e potencial,
preparando-nos para uma possivel situacdo real de afrontamento.(Cruz &

Landeira-Fernandez, 2012). A este sentimento, chamamos de ansiedade.

A literatura é ampla quando se trata sobre o tema, ainda mais quando o
enfoque pode ser dado a partir de diferentes areas de pesquisa, épocas diversas
e situacdo social em voga (Maisonette, 1997); Segundo Schultz & Schultz
(2012), Freud aponta, que a ansiedade é provinda do medo, provocando tensédo
e motivando o0 ansioso a agir. Karen Horney, sobre a Ansiedade Basica, a
define como “o sentimento de isolamento e de desamparo da crianga em um

mundo potencialmente hostil” (Horney, 1945).
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Ainda dentro deste dialogo, Carpenito(1997) discorre sobre a ansiedade ser
um estado que se forma a partir do subjetivo de cada paciente, e classifica
hierarquicamente em trés niveis, de acordo com o comportamento do paciente.
Andrade e Gorenstein(1998)afirmam ser este, um estado temporario, e que,
assim como Keedwell&Snaith(1996) e Batista &Sisto(2005), e Beck et. al(1988),

entre outros, formularam escalas para a mensuracao e avaliacdo da ansiedade.

Nota-se que este agente regulador ndo se encontra apenas no ser humano,
mas em todo Reino Animallia(DeGrazia & Rowan, 1991). A espera de um perigo
eminente faz parte da evolugéo, bem como suas reacdes fisicas externas, como
a peloerecdo (arrepio),congelamento, o mecanismo conhecido como “3F’s”:
Fight, Fought, Frezzing (ou “sistema de luta-e-fuga”); Rea¢bes mentais, como,
estresse e panicoe Reacbes Psicossomaticas, como Ulceras (Landeira-
fernandez, 2004).

Essenciais a sobrevivéncia, o0 medo e a ansiedade podem ter sido as
primeiras emocgdes inerentes aos seres vivos, uma vez que ambos se relacionam
como respostas a situacfes de perigo. Isto chega de forma adaptativa a vida
cotidiana do ser humano, em que a situacdo perigosa pode ndo ser, somente, a
presenca de um predador, mas também a possibilidade de ser demitido, perder
um ente querido, ou até mesmo um evento radical, como um salto de
paraquedas(Peregrino, 1996).

Pensando nesta associacao, varios pesquisadores travaram o dialogo
com este dilema, a luz de diversas areas do conhecimento, como o casal
Blanchard(1990), o qual desenvolveu varios experimentos envolvendo animais,
cujo resultados inferiram que haveria uma sequencia de comportamentos, que
varia de um estado de alerta a um estado de luta e fuga, e isto seria
correspondente a intensidade que a situacdo de perigo |he oferecesse
(Maisonette, 1997).
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Figura 1: O congelamento(Gomes & Landeira-Fernandez, 2008), é uma das reagdes
comportamentais de alerta sinalizadoras de ansiedade, a um perigo potencial, onde o animal
permanece em estado imdvel, a espera da reacéo do contexto (Fonte: A.F.A., 2013)

Assim como a nivel solo de ansiedade, a correlacdo de tal com o medo
também foi estudada para possivel mensuracao, como Turner et al.(1989), Clark
et al.(1994), Cavalieri et al. (2017), Machado et al. (2017)entre outros, bem como
bases farmacologicas desta associagdo, como discutido por Armonia et al.

(2001), onde se infere 0 uso de ansioliticos no contexto médico e odontoldgico.

1.1
Transtornos de Ansiedade

Decerto, a ansiedade € uma experiéncia emocional, mas é uma fungéo
indispensavel a nossa sobrevivéncia(Fendt & Fanselow, 1999). Distarbios de
ansiedade podem ser altamente prejudiciais, sendo a classe dos transtornos de
ansiedade o mais comum tipo de psicopatologia em diferentes populacdes

étnicas(Anagnostaras & Craske, 1999).

O conceito Transtorno de Ansiedade sofreu inimeras mudancgas ao longo
dos anos, acompanhando a evolucdo clinica e experimental de evidéncias
dentro dos quadros(Machado, Castro-Gomes, & Landeira-Fernandez, 2017). A
partir de referéncias histéricas, observamos que os quadros psicopatologicos em
geral eram tratadas como apenas um Unico quadro, que por vezes era
condicionado a fenémenos religiosos, sendo tratados com rituais e formas

primitivas de cirurgia, denominado trepanacao(Straub, 2005).

15
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Avancando assim a medicina Greco-romana, e a medicina oriental, com
descobertas iniciais neurofisiolégicas, mas a visualizacdo dos quadros

psicolégicos como

Segundo o DSM-V,pacientes afetados com transtornos de ansiedade
experimentam sintomas como  taquicardia, sudorese, problemas
gastrointestinais, distirbios de sono, entre outros, afetando nédo s6 a saude do
individuo, mas também o aspecto social, uma vez que fatores emocionais e
cognitivos séo influenciados (Rapee & Heimberg, 1997). Tal fato é corroborado
segundo Woddy(1996), pois o fator atentivo dado ao social em quadros
relacionados a fobia, como por exemplo, a aracnofobia, faz com que o foco se

torne o elemento fébico (aranha), e ndo mais a interacao social.

BN

Devido a crescente prevaléncia de transtornos de ansiedade e ao
aumento de seus custos sociais, € de grande importancia elucidar os
mecanismos psicoldgicos e fisioldgicos subjacentes a sencibilidade na busca de
tratamentos farmacoldgicos e psicofarmacoldgicos(Machado et al., 2017). Uma
forma é a criacdo um modelo animal fidedigno para explorar as bases neurais da

insencibilidade(Cruz & Landeira-Fernandez, 2012).

Convexo a isto, apresenta-se a evolugéo, a nivel de categorizagdo dos
transtornos de ansiedade, uma vez que estes se apresentam, cada vez mais,
especificados sintomas comportamentais, cognitivos, fisiologicos e

estruturais(Teixeira & Kummer, 2012).

Tabela 1. Tabela 1 Transtornos de Ansiedade e seus sintomas diagndsticos, de acordo com 0 DSM-V,

adaptado de Machado et al. (2017).

16

Transtorno Sintomas

Panico, Atagque de Panico Ataques de panico (caracterizados por
intenso medo da morte ou pela perda de
controle, parestesias, nausea, palpitacoes,
sudorese, calafrios, tremores e falta de ar) e
preocupacgdo persistente de sofrer novos

ataques.

Fobias Ansiedade quando existe o confrontamento
com o objeto da fobia, medo incapacitante,

tentativas ativas de evitar o objeto fobico.
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Mutismo Seletivo

Estresse Pos-Traumatico

Transtorno de Ansiedade
Generalizada

Ansiedade Social

Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Agoraphobia

Ansiedade de Separacao
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Apesar da fala ser possivel em situacdes
especificas, h4d a falha quando ha a
expectativa de emissdo da voz. Prejuizos
associados a falta de fala na performance
educacional, ocupacional ou social. Nao
pode ser explicada isoladamente por falta de
conhecimento, desconforto ou nao
proficiéncia na lingua.

Ansiedade severa apds evento estressor
extremo que causou sentimentos de medo,
sensacdes de impoténcia ou horror. Aumento
na irritabilidade, problemas de sono, ser
facilmente assustavel, flashbacks, ansiedade.
Preocupacéo excessiva, inquietude,
sensacdo de tensdo, ficar facilmente
fadigado, dificuldade de se concentrar ou
ficar com a mente em branco, irritabilidade,
tensdo muscular, dificuldade para controlar a
apreensdo, problemas para dormir.
Preocupacéo excessiva sobre experiéncias
negativas de interacdo social, intenso medo
de ser criticado, esquiva relacionada a locais
com pessoas, nausea ou dor de estbmago
guando outras pessoas estdo em volta
Presenga de pensamentos intrusivos,
compulsbes ou obsessdes, que se ndo
consumadas causam estresse e ansiedade.

Medo ou ansiedade relacionados a espagos
cheios de
gente, dificuldade em estar em um local com
pressuposta dificuldade de saida, além de
sintomas classicos de estresse e ansiedade
fisiolégicos, como problemas gastricos, falta
de ar, dores abdominais ou no peito etc.
Persistente ansiedade sobre separacdo de
alguma pessoa ou local e reverberagbes
fisiologicas.

Aspectos comportamentais e cognitivos observados esses séo ligados e

consequentes a circunstancias

especificas de futuro potencialmente

perigoso(Cruz & Landeira-Fernandez, 2012). Ao se tratar do Transtorno de
Ansiedade Social (ou, fobia social), 0 medo de um futuro no qual, o paciente
pode ser julgado pela sociedade de forma negativa. J& no Transtorno de

Ansiedade Generalizada, o futuro pode ser ameacador em amplas perspectivas,
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sendo a simples expectativa do tempo vindouro, um gatilho constante(Machado,

Castro-Gomes, & Landeira-Fernandez, 2017).

Os aspectos fisiologicos aparecem em formato similar nos Transtornos de
Ansiedade. Processos de taquicardia, suor intensa (sudorese), tremor, pupilo
dilatacdo, Constirpagdo, incontinéncia urinaria, insénia, sensacdo de desmaio
eminente, encefalites (dor de cabeca), gases, entre outros, aparecem como
sintomatologia  correlata  aos  distirbios, de forma direta ou
somatoldgica(Machado, Castro-Gomes, & Landeira-Fernandez, 2017). O
aparecimento destes sintomas podem ser em grande numero ou, com apenas
dois ou trés sintomas, cabendo ao profissional especializado, detectar se ha

relacédo patolégica do paciente com as respostas fisiol6gicas apresentadas.

Em se tratando dos quadros ansiosos, varias sao os tipos de diagnésticos
previstos nos manuais e guias de salde, dentre 0s quais alguns aqui serédo
citados. Contudo, pode-se elencar diversas comorbidades dentro dos transtornos

de Ansiedade:

a) Disturbios do Sono: A caracterisitica priméria de alteracdes do sono e
Transtornos de Ansiedade consistem em ins6nia inicial a
intermediaria, por conta das preocupacdes excessivas, pensamentos
ruminativos e  medos  potenciais.(Teixeira &  Kummer,
2012).Resultados de estudos polissonograficos apontam que pessoas
dentro do quadro de TAG, por exemplo, mostramm aumento da
laténcia para o sono, reducéo de eficiéncia do sono, reducéo do sono
em totalidade e reducdo da camada superficial (sono leve) e camada
2 do sono (Papadimitriou & Linkowski, 2005).

b) Dores de cabeca (Cefaléias): Estresses psicossociais correntes nos
Transtornos de Ansiedade pode se fator fundamental para o
desesncadeamento de cefaleias do tipo Migranea (Enxaqueca),
cefaléia cronica e em alguns casos, de salva. (Teixeira & Kummer,
2012)

Além disso, pacientes migranosos parecem apresentar respostas
guanto a estresse mental de forma diferente dos que néo se
apresentam no quadro,sugerindo que essas respostas ocorram de
alteracdes focais em circuitarias variadas, como o cortex pré-frontal e
a MC Periaquedutal. Convexo a isso, a Classificacdo Internacional de

Cefaleas incluiu em seu apéndice “A12”, sobre cefaléias decorrentes
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de transtornos psiquiatricos de ansiedade: Cefaleias atribuidas a
Fobia Social, Cefaleia atribuida a Ansiedade de Separacao, Cefaleia
atribuida a Transtorno de Ansiedade Generalizada, Cefaleia atribuida
a Transtorno de Estresse Poés-Traumatico(Headache Classification
Subcomitte of the International Headeache Society, 2004) — o que no
entanto, na grande maioria, ndo h4 uma relacdo de causalidade entre
as cefaléias, mas como comorbidade, sugerindo uma conexao
biol6gica comum a ambos.(Teixeira & Kummer, 2012)

c) Fadiga: Um estudo prospectivo, aproximadamente 25% de uma
amostra de 571 pacientes, demonstraram fadiga correlacionada a
transtornos psiquiatricos ou somatolégicos especificos. Segundo
Teixeira e Kummer (2012), Antidepressivos, ansioliticos, sedativos,
anti-histaminicos, além de condi¢cdes psiquiatricas correlatas a
ansiedade (como transtornos de ansiedade, depressdo, compulsdo e
transtornos alimentares) e comorbidades, como distarbios de sono e
cefaléias sd@o possiveis causadores de fadiga — causa esta bilateral a
casos psiquiatricos, ou seja, pode a fadiga levar a transtornos

psiquiatricos conseqlientemente.

Por fim, aspectos estruturais no Sistema Nervoso, especificamente, na
area cerebral. Analises de neuroimagens realizadas por Tomografia
Computadorizada, apresentam reducdo volumétrica no cortex pré-frontal, no giro
cingulado anterior e no hipocampo em casos de Transtorno de Estresse Pos-
Traumatico(Nutt & Malizia, 2004), e Sinais hiperintensos de substancia branca,
além de reducgéo de volume no cortex pré-frontal e no hipocampo, em casos de

transtornos afetivos(Videbech, 1997).

1.2
Ansiedade e Consumo Alcodlico

De grande importancia para a clinica(Schuckit M. A., 1996), a relagéo
entre alcool e desordens psiquiatricas, como a ansiedade, € extremamente
complexa e de grande importancia para o ambitocientifico(Brady & Lydiard,
1993). Portanto, existe significante producéo na literatura entre a associagdo do
Consumo Alcodlico com Ansiedade (Ferro, Bezerra-Karounis, & Landeira-
Fernandez, 2018);(Izidio & Ramos, 2007).
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Acredita-se que os produtos alcodlicos sejam um dos produtos de maior
consumo no mundo, em diversas culturas e faixas etarias,sendo identificado seu
grande valor social (Laranjeira, Pinsky, Zaleski, & Caetano, 2007). A partir do
altimo Levantamento Nacional de Padrdes de Consumo de Alcool realizado,
concluiu-se que o brasileiro estd bebendo mais e de forma mais nociva,
indicando que 20% dos adultos que mais ingerem substancias, sdo responsaveis
por 56% de todo o consumo, indicando um crescimento de 20% de consumo
frequiente de alcoodlicos do que o levantamento anterior, apontando um salto de
56% para 64% de consumo entre homens e de 29% para 39% para
mulheres.(Pimentel, 2013)

Em muitos artigos e trabalhos académicos, ha correlacdo positivamente
observada, levando a resultados como a hipotese de redugéo de tensdo (ou
Teoria do Reforgamento Alcodlico), proposto por Conger(1956), a qual sugere
gue individuos com grande presenca de tragos de ansiedade, apresentam maior
predisposicédo ao uso de bebidas alcodlicas(Cappell & Herman, 1972), uma vez
gue podem possuir, conscientemente, expectativas de reducdo de tensdo a
partir do uso de alcodlicos, principalmente a individuos do sexo
masculino(Kushner, Sher, Wood, & Wood, 1994), jovens e de meia-idade (Welte,
1985).

A existéncia de variados artigos nao sugere consonancia no entanto.
Estudos apontam que a relacdo entre ambas pode ser, de forma geral, fraca
(Welte, 1985); reversa, ou seja, 0 uso de alcodlicos, ndo como consequéncia de
tracos de ansiedade, mas como causadores do mesmo (Allan, 1995), bem como
inferéncias pela abstinéncia do uso abusivo (Brown & Schuckit, 1988); e até
negativa ou nula, aferindo ndo haver relacdo direta entre tracos de ansiedade
com alcoolismo(Kendler, Walters, Neale, Kessler, Heath, & Eaves, 1995);
(Schuckit & Hesselbrock, 1994); Assim apontando certa limitagdo e inconcluséo

guanto a associagdo entre estas duas caracteristicas(lzidio & Ramos, 2007).

Observa-se contudo, influencia do consumo a nivel neurobiolégico, a
partir da influencia da substancia alcodlico em diversos neurotransmissores,
dentre eles, o acido Gama-Amino-Butirico (GABA). Presume-se que, portanto,
gue o alcool provoque um efeito ansiolitico, uma vez que estimula o receptor
GABA-A, resultando em um efeito de inibitério de maior potencia, conduzindo a

um efeito de sedacgéo e relaxamento corporal — O que, no entanto, afeta também
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diversas areas de Funcbes Executivas e Cognitivas, como o movimento,

respiracdo, memoria, fala e juizo.(Allan, 1995)

O alcool € uma substancia que é absorvido de forma rapida e facil pelo
sistema digestivo, a partir do estdmago, intestino delgado e coélon, sendo 90 a
98% da substancia a ser metabolizado no figado, por oxidagdo, em uma média
aproximada de 10 gramas de &lcool por hora, em humanos adultos, inferindo no
sistema organico concentragdes maximas em 30 a 90 minutos.(Teixeira &
Kummer, 2012)

A acdo de metabolismo interno do alcool é traduzido pela oxidacao por
ADH (alcool desidrogenase), transformando o composto em um acetil-aldeido, o
qual é processado por um processo de aldeido desidrogenase (ALDH),

convertendo a substancia em um acetato.(Schuckit M. A., 1996)

Por ser hidréfilo, o alcool leva a um processo mais rapido de alcoolemia
em mulheres, devido a menor composicdo corporal. Ainda, o processo de
absorcdo do composto pode ser acelerado por bebidas com concentracoes
maiores de EtOH, rapida ingestdo, e bebidas alcodlicas efervecentes, com
compostos advindos de substancias carbdnicas (como o C2NA e o
CO2).(Shuckit, 2009) A alcoolemia, no entanto, pode ser atrasada com o
acréscimo de substancias alimentares, conduzidas por agucarinas, além de
exercicio fisico de baixo impacto, bem como uma composi¢do corporal maior, ou

uma mais baixa temperatura corporal.(Teixeira & Kummer, 2012)

Como observado acima, a a¢do do alcool no sistema GABA produz um
efeito depressor do SNC, afetando diversos niveis de recursos fisioldgicos, como
processos cognitivos e executivos, dentre outros déficits globais ou focais, e em
casos mais graves de alcoolemia, o estado vegetativo (“coma alcodlico”), e até
conduzindo a letalidade.(Garbutt, 2009)

Apoiado na literatura, contudo, aponta-se que a abstinéncia alcodlica é
uma das mais intensas, em caso de dependéncia, em qualquer nivel. Neste
fendbmeno, hd um efeito de retorno, ou rebote, ao efeito alcoolimico: produz-se
um estado de extrema excitatério. (Teixeira & Kummer, 2012)Sintomas
fisiolégicos de hipertensdo muscular e sanguinea, taquicardia, taquipneia,
sudorese, irritabilidade, tontura, vOmitos, cefaléas (dor de cabeca),
photumphobia (sensibilidade a estimulos luminosos), dentre outras postulagdes
fisiol6gicas.(Shuckit, 2009)
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Dentro da associacdo de abstinéncia e ansiedade, o fenbmeno de
Irritabilidade e Insénia sdo decorrentes do processo, e podem persistir por até
seis meses desde a Ultima ingestdo. O processo hiperexcitatorio ainda pode
transladar a sintomas mais intensos, como crises epiléticas, e até mesmo, a
contracdo de caso de Delirium tremens, Sao crises que ocorrem no periodo de
apartir de 2 a 3 dias apos o fim do estimulo alcodlico em adultos saudaveis.
(Teixeira & Kummer, 2012)

O delirium tremens é um quadro conectado a processos de
comportamentos ansiosos, consistindo em uma sintomatologia simbionte:
Confusdo mental, desorientacdo, delirios, alucinacbes vividas e visuais (como
observacédo de animas, comumente um elefante rosa), insbnia, Excitagdo severa,
agitacdo psicomotoras, acompanhado de processos de pupilo dilatacéo,
taquicardia, sudorese(Teixeira & Kummer, 2012). O pico deste fenbmeno pode

ocorrer no 3° ao 5° dia, com perpretacao até 7 dias.(Garbutt, 2009)

Além disso, outro ponto de intoxicacao por alcool é a encefalopatia de
Wernicke, que se trata de uma deficiéncia de Tiamina, decorrente da ma
absorcdo e disfungcdo hepética. A Tiamina € uma enzima importante para o
metabolismo, necessaria e liberada no organismo em momentos de grande
demanda metabdlica — como no consumo de substancias alcodlicas, no qual ha

uma reposicdo aguda de glicose em dependentes.(Teixeira & Kummer, 2012)

A sintomatologia tripla mais comum, junto a “dor de cabec¢a”,seria ataxia e
disfuncdo oOculomotora. A encefalopatia de Wernicke se apresenta como um
transtorno confusional agudo (delirium), denotando déficit de atengdo e memodria,
agitacdo e desorientacdo visual, motora e espacial. No entanto, 0s pacientes
neste quadro podem ter quadro evolutivo a Deméncia de Korsakoff. (Schuckit M.
A., 1996)

Caracterizada por amnésia retroanterégrada, dificuldade de aprendizado,
apatia, e até mesmo, confabulacdo, o Mal de Korsakoff possui uma taxa de
recuperacdo de 30% a 50% dos casos.(Teixeira & Kummer, 2012)Ainda, o
paciente dependente alcodlico pode apresentar o quadro de alucionose
alcodlica, delirios de ciime ou até mesmo, delirios persecutérios, apontando

para possibilidade de potencializacdo de quadros ansiosos.(Shuckit, 2009)
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1.3
Modelos animais de ansiedade e etologia

No ambito experimental, a necessidade de reproduzir e representar de
forma mais simplificada,trouxe a oportunidade da simulacdo de diversos
aspectos humanos em animais(Patton, 1993) Em rapida comparacdo, seria
como se o ser humano fosse o Planeta terra, e o modelo animal, um globo
terrestre — o qual, assim como no modelo experimental, apresenta limitagdes de
representacdo, se comparado ao que esta sendo simulado, mas possui grande

valor de experimento e manipulagcdo(Cruz & Landeira-Fernandez, 2012).

Tal representatividade é aludida ao método indutivo, onde, segundo
Copi& Cohen(1990) uma instancia minima é representativa de uma maior. Logo,
a compreensdo de algo de maior fenomenologia € simulada por uma forma
menor, mais simples, porém bem detalhada e explicativa, defendendo-se assim
0 uso de modelos animais para varios fins experimentais cientificos. A American

Medical Association(AMA) fala sobre o assunto:

“Na verdade, praticamente todos os avan¢os na ciéncia médica no século 20,
desde antibidticos e vacinas até farmacos antidepressivos e transplantes de
orgaos, foram alcancados direta ou indiretamente através do uso de animais em

experimentos laboratoriais” (American Medical Association, 1988)

Durante o século XIX, Claude Bernard,(1949) foi o primeiro no uso de
modelos animais, na area biolégica e biomédica, sendo até hoje citado por
estudar reacbGes fisiologicas humanas em detrimento do método
referido(LaFollette & Shanks, 1994).

Em Psicologia, a necessidade da andlise do comportamento humano a
partir de modelos animais tem forte conexdo com o Behaviorismo de Watson,
pois segundo suas proprias palavras, esta linha psicoldgica “é o resultado direto
dos estudos do comportamento animal realizados durante a primeira década do
século XX”(Watson & McDougall, 1929). Assim sendo, mais tarde, o estudo com
animais se expandiu a diversas areas do conhecimento, a fim de experimentar e
conhecer diversos aspectos do comportamento humano(LaFollette & Shanks,
1993).
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Por conseguinte, os modelos animais de ansiedade tentam simular
situacBes aversivas, que lembrem perigo ou desconforto. De forma
geral,segundo Cruz &Landeira-Fernandez(2012), isto é feito: Apresentando o
animal a contextos novos ou potencialmente perigosos visto em Carvalho et al.
(2012);estimulos psicossomaticos, como em Landeira-Fernandez (2004) ou
contextos que remetam a momentos nocivos e de medo como o protocolo de
fenotipagem a partir do medo condicionado, descrito em Gomes et al.(2008);
confrontos com animais de mesma ou diferente espécie, como em Gehres&
Almeida(2013).

Assim, observa-se os padrbes de comportamento do animal, em
detrimento das situacdes apresentadas, e tdo logo, deve se equivaler ao
comportamento humano a partir das reagbes comportamentais e fisiologicas
apresentadas(Treit, 1985). Neste sentido, os primeiros modelos animais de
ansiedade surgiram a partir de procedimentos simples de condicionamento e
aprendizagem, como o cdo de Pavlov(Pavlov, 1927) os ratos de Skinner
(Skinner, 1953) entre outros, como forma de observacdo do comportamento.
Posteriormente, passaram a ser usados para verificar o potencial curativo de
ansioliticos. Consecutivamente, a luz da etologia, animais expostos a situacdes

de estimulo aversivo também se tornaram foco das pesquisas em ansiedade.

1. Antes do condicionamento 2. Antes do condiciocnamento
A /—\,‘
< >
\
& — T\ (B
id Resposta, X Resposta
i salivacdo Som sem salivacdo
estimulo resposta estimulo neutro resposta ndo
= % 2 o condicionada
incondicionado incondicionada
3.Durante condicionamento 4. Apos condicionamento A
%
> L) Ay
+ ¢ ) 23
{ | ‘ =l . \ / -
\ Resposta Aol som Resposta wr
som : salivacdo salivacdo
comida Sl
resposta estimulo resposta
incondicionada condicionado condicionada

Figura 2. O experimento de Pavlov consistia em emparelhar o estimulo neutro sonoro (sino) com o
estimulo condicionado visual (alimento). Ao fim do condicionamento, o cachorro teria 0 mesmo
comportamento de resposta (salivagao)ao estimulo neutro (sino), sem a apresentagéo do estimulo
condicionao (apresentacdo de comida). (Reproducéo: adaptado de Santos, 2012)

A partir do que Cruz(Cavalieri, Landeira-Fernandez, & Cruz, 2017)

nominou de “modelos etolégicos de ansiedade’estudos a partir de abordagens

farmacoldgicas comecaram a surgir, avaliando comportamentos e reacées sob
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uso de diversas drogas em situacbes diversas, testando esquiva ativa,
congelamento, movimento exploratorio, entre outros(Bezerra, 2017),; Tal modo
de pesquisa ficou conhecido dentre os pesquisadores como “analise
etoexperimental” (ou analise experimentaletoldgica) da ansiedade.(Blanchard &
Blanchard, 1990).

Figura 3. Arte reproduzindo o teste “campo aberto” de Hall (2000) A Caixa do Campo Aberto
desenvolvido por Hall (2000) é utilizada por varios outros tedricos na area da ansiedade. Composta
por uma arena quadrada, demarcada por varios quadrados no solo, a fim de visualizar a
locomocao do animal, e a fuga do centro da arena (Reprodugdo Adaptada de Hall, 2000)

Ainda dentro do contexto farmacolégico, o comportamento tange a
substancias correlatas ao uso cotidiano do ser humano, como acucares,
adocantes e reforcadores de sabor, como a Sacarina e a Quinina(Terenina-
Rigaldie et al., 2003); e bebidas alcodlicas puras(lzidio & Ramos, 2007); e

baseadas, como a cerveja (Gallate et al., 2003).

Assim como em humanos, estudos com animais no setor comportamental
do consumo deve ser fortemente estudado, uma vez que se trata de um
comportamento que possui causalidades e consequencias inferenciaveis ao ser
humano(Gallate, Morley, Ambermoon, & McGregor, 2003), como a associagdo
do consumo de alcool com a agressividade e ansiedade enre ratos (Almeida et
al.,2001); (Almeida et al, 2004) e entre humanos (Almeida et al., 2009). Entende-
se também que, normalmente, os modelos empregados nesses protocolos sdo
compostos por duas linhagens contrastantes, selecionadas pela resposta dada a

algum estimulo, a fim de simular padrdes humanos(lzidio & Ramos, 2007).

Mesmo sendo em modelos animais, a significante evidencia literaria
guanto a associacao entre consumo de alcoolicos e outras substancias ndo se
liga a aspectos concluintes, apontando para resultados distintos através de
diversos vieses: Apontamentos de relagédo positiva (Mdller et al., 1997);(Izidio &
Ramos, 2007); e negativa ou nula(Fernandez-Teruel, Driscoll, Gil, Aguilar,
Tobefia, & Escorihuela, 2002);(G.E. Da Silva, 2004).
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Neste contexto, enumera-se o grande nimero de constructos, a partir de
modelos animais, sobretudo ratos e camundongos pela proximidade
comportamental e cerebral destes com humanos na éarea correlata a
ansiedade(Cruz & Landeira-Fernandez, 2012);(Gomes & Landeira-Fernandez,
2008); (Galvéao, 2012);(Bezerra, 2017).

14
Ratos Cariocas de Alto e Baixo Congelamento

Como dito anteriormente, modelos animais sdo empregados para, de forma
resumida, escalar e manipulavel, simular variaveis do comportamento e fisiologia
compativeis a humanos. Com esta idéia, pesquisadores do Laboratério de
Neuropsicologia Clinica e Experimental (LANEC) do Departamento de Psicologia
da Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC-Rio), sob
coordenagdo do Prof. Dr. J. Landeira-Fernandez desenvolvem, desde 1995,
duas linhagens de ratos albinos WISTAR (Rattus novergicus). 0s ratos

“Cariocas”, como descreve Machado et al. (2017):

Com obijetivo de criar um modelo animal de ansiedade que permitisse o estudo da
patofisiologia da aprendizagem de medo, de forma a esclarecer os mecanismos
por tras das diferengas individuais nas respostas de medo sustentado, foi criado,
no laboratdrio de Neurociéncias da PUC-Rio, em 2006, um programa de selecao
artificial bidirecional em ratos Wistar para criar uma linhagem mais e menos
ansiosa. (Machado, Castro-Gomes, & Landeira-Fernandez, 2017)

A partir de uma matriz inicial (S=0) de 120 ratos Wistar, sendo 60 machos e
60 fémeas, advindas do Biotério Central da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
iniciou-se um cruzamento sequencial e seletivo dos animais, seguindo o0s
resultados da fenotipagem, a qual considera o congelamento, ou seja, o
comportamento de imobilidade tensa de todo o movimento do animal, em atitude
antecipatoria a um perigo potencial, similar ao do ser humano, e que podemos

denominar Resposta de Ansiedade.

O congelamento é um comportamento de defesa, que, nos ratos, foi um
comportamento selecionado, segundo a teoria da evolug¢do darwiniana, pela sua
utiidade em dificultar sua localizacéo frente a um predador, no qual a fuga ou

luta ndo € viavel, além de possivelmente apontar para uma melhor resposta a
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algum estimulo — alidas, estes comportamentos compdem 0 mecanismo de
defesa denominado de 3F’s: Fight,Fought, Freezing (Luta, Fuga e
Congelamento). — sendo analisado portanto, como mecanismo de ansiedade,

uma vez que indica a espera de um perigo futuro.

Assim, houve o cruzamento entre aqueles que possuiam maiores indices de
Resposta de Ansiedade, criando a linhagem Carioca de Alto Congelamento
(CAC), e os de menores indices deste mesmo comportamento, gerando a
linhagem Carioca de Baixo Congelamento (CBC) da geragdo 1 (S=1). Este

método de cruzamento se repete desde entéo.

A fenotipagem, método cientifico para a sele¢éo do fenétipo comportamental
congelamento se da pelo seguinte procedimento: Apds o cruzamento entre ratos
machos e fémeas com o mesmo nivel de resposta de ansiedade na caixa
contexto, as ratas gravidas sdo separadas dos machos. Apés o nascimento, 0s
ratos filhotes séo deixados em periodo de amamentagdo com suas maes, sendo
evitado ao maximo a manipulacdo das gaiolas, a fim de evitar varidveis
estressoras aos neo-natos. Os filhotes entdo s&o, na primeira a segunda
semana, marcados com seu numero de registro nas patas, cingindo-lhes os
dedos correspondente ao numero serial, bem como a qual linhagem o mesmo
pertence, com uma marcacdo na orelha (CAC na direita e CBC na esquerda).
S&o separados para desmame em 3 a 4 semanas de vida, sendo colocados em
gaiolas de ... contendo de 5 a 7 animais por gaiola, constituindo uma primeira
sociedade, ao qual podemos denominar de populacdo da gaiola. Durante todo o
tempo, com excessdo do momento dos procedimentos etologicos de preparagéo

e de fato, os ratos possuem agua e comida disponivel a vontade.

Na 42 a 52 semana de vida, o processo de Cepa em si se inicia. Durante 5
dias, os animais sdo manipulados, ou seja, um pesquisador do biotério coloca
cada rato em sua mao, fazendo-lhes movimentos suaves, por 2 minutos cada
animal, para que a variavel de manipulacdo humana seja considerada menos
estressora possivel, e por isso, o procedimento é realizado sem o uso de luvas,

para que o rato se acostume com o cheiro humano.

Do 6° dia, os manipulados s&o iniciados no modelo etol6gico de medo
condicionado ao contexto, que consiste em uma caixa de acrilico transparente,
com piso de gradeado metdlico, dentro de outra caixa, acustica, para evitar
estimulos externos, como sonoros, visuais e olfativos. A caixa de acrilico é

visualizada através de uma camera instalada dentro da caixa acustica. Antes de
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cada sessao de testes, a caixa € limpa com uma solucdo de aménia, a fim de

retirar odores sociais dos animais que estimulem comportamentos prévios.

Durante todo o experimento, um pesquisador treinado mede o
comportamento de congelamento utilizando de uma folha de registro padrao.
Assim, neste dia, o animal € colocado por 8 minutos nesta caixa, para
comportamento de exploragdo do ambiente, sendo medido o congelamento

durante o periodo pré-choque. Apds este tempo, é emitido, a partir do piso

gradeado em metal, 3 choques aleatdrios durante o espaco de 1 minuto.

E de interesse e necessidade que este estimulo ndo cause dores ou
sequelas, sendo portanto, um choque de intensidade 0,5 pA, causando apenas
um susto momenténeo e uma sensacao de perigo. Em seguida, mede-se por
mais 3 minutos o congelamento dos animais. Ao fim disto, o animal retorna para

a sua caixa viveiro, com agua e comida a vontade.

Vinte e quatro horas apdés o primeiro dia, ao qual se denomina de
condicionamento ao contexto, 0s animais retornam a caixa por mais 8 minutos.
Neste momento, nenhum estimulo elétrico é aplicado. Durante todo o tempo, o
pesquisador treinado registra 0 congelamento do rato, o qual esti associado ao
medo a lembranga perigosa que ali teve, e portanto, a partir do nivel de
ansiedade do animal, este ira congelar mais ou menos, na expectativa de um

perigo iminente, que seria, o choque.

Ao final deste tempo, 0s animais sdo demovidos novamente as suas caixas
viveiro. Os dados coletados pela observacdo da resposta de ansiedade de cada
rato no teste sdo quantificados e analisados quantitativamente, o que fornece ao
pesquisador o desempenho total de cada animal com relacdo ao congelamento.
A partir deste resultado, os animais com menor indice de congelamento dentro
da linhagem CBC, sao selecionados para o proximo cruzamento, bem como 0s
de maior indice de cruzamento dentro da linhagem CAC séo selecionados para o

proximo cruzamento.

4 anos depois do estabelecimento das linhagens, surgiu a necessidade da
criacdo de uma terceira linhagem que estabelecesse uma “n&o selegéo” focal no
congelamento, para que se formasse um padrédo hibrido e equilibrado. Cria-se
assim a linhagem Controle (CTR), a qual, no procedimento de Cepa, escolhem-
se animais com padrdo de congelamento variado e equilibrado. Assim, em

diversos testes comportamentais etoldgicos, o desempenho da linhagem CTR
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deve tender ao meio das outras duas linhagens, verificando e combatendo

diversos vieses possiveis na manipulacdo dos Cariocas.

Atualmente, em 2019, os animais se encontram na geracdo S=33. Na
geracdo s=14, Castro-Gomes e Landeira-Fernandez (2008) reproduziram a
primeira linha temporal do desempenho das linhagens ao longo daqueles anos,
mostrando o potencial afastamento da resposta demonstrada entre as linhagens.
JA& em 2017, os pesquisadoresAndré Machado, Vitor Castro-Gomes e J.
Landeira-Fernandez reproduziram a média mais atualizada de desempenho
universal das trés linhagens de ratos Cariocas de Ansiedade, na geracdo S=25,
corroborando com a idéia de que a ansiedade é um comportamento ligado a

genética hereditaria do individuo.

Desde entdo, inUmeros estudos foram reproduzidos com a linhagem de
ratos, obtendo diversas publicacbes e prémios, uma vez que os Cariocas se
apresentam como o Unico modelo animal de ansiedade do mundo pautado no
método etoldgico de medo ao contexto, o qual alcangou seu objetivo principal de
servir ao estudo da patofisiologia, dentre circuitarias neurais envolvidas da
aprendizagem e respostas de medo (Machado, Castro-Gomes, & Landeira-
Fernandez, 2017).
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2
Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo, a partir de protocolo adaptado de
Izidio e Ramos(2007), observar a relacdo entre tracos de Ansiedade a partir do
modelo animal de ansiedade “Carioca’, € o consumo de substancias

emulsificantes (Quinina e Sacarina) e Etanol (EtOH).
Assim, como objetivos especificos:

1. Observar se ha diferenga no consumo das substancias Sacarina, Quinina
e Alcool Etilico diluido em agua (Ethanol), em vérias concentracdes entre
as linhagens Carioca de Alto Congelamento (CAC), Carioca de Baixo
Congelamento (CBC) e Ratos Controle (CTR) (Machado, Castro-Gomes
e Landeira-Fernandez, 2017);

2. Inferir se h& ou n&o diferencas entre sexo do animal no consumo destas
substancias, considerando as linhagens acima citadas.

3. Comparar o desempenho dos animais na Caixa de Medo ao Contexto

entre o antes e o depois do protocolo de consumo de alcool.
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Métodos

3.1
Animais

O presente estudo incluiu 120 ratos Wistar (60 machos e 60 fémeas)
derivados das 30a e 31a geracdes de criacdo seletiva de CAC (20 machos e 20
fémeas) e CBC (20 machos e 20 fémeas) de acordo com o0s procedimentos
descritos anteriormente (Castro -Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Ratos
ndo selecionados foram utilizados como grupo CTR (20 machos e 20 fémeas)
para as linhas de CAC e CBC. Todos os animais nasceram e foram mantidos na
sala de colbnias do Departamento de Psicologia da Pontificia Universidade
Catodlica do Rio de Janeiro, sob temperatura ambiente controlada (24 ° C + 1 ° C)
e um ciclo claro / escuro de 12 h / 12 h ( acende das 7:00 as 19:00). Os ratos
foram alojados em grupos de cinco a sete por gaiola de policarbonato (18 cm x
31 cm x 38 cm), de acordo com suas respectivas linhas com comida e agua
disponiveis ad libitum. O experimento foi conduzido durante a fase clara do ciclo
claro / escuro. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as diretrizes para pesquisa com animais experimentais estabelecidas pela
Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento e pelo Guia Nacional de
Institutos de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério. O
manuseio dos animais e os métodos de sacrificio foram revisados e aprovados
pelo Comité de Cuidado e Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica do
Rio de Janeiro (protocolo n° 20/2009).

3.2
Condicionamento contextual ao medo

O condicionamento contextual do medo ocorreu simultaneamente em
quatro camaras de condicionamento (25 cm x 20 cm x 20 cm), cada uma dentro
de uma caixa de atenuagdo de som iluminada por uma lampada vermelha (25

W) com um gerador de ruido branco de 76 dB. A camara de condicionamento
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possuia um piso de grade (15 hastes de aco inoxidavel espacadas a 1,5 cm) que
foram conectadas a um gerador e embaralhador de choque elétrico (AVS
SCR04, Sao Paulo, SP, Brasil). Cada animal foi tratado diariamente por 2
minutos, por cinco dias consecutivos antes do treinamento experimental. O
procedimento de condicionamento contextual do medo foi realizado em dois dias
consecutivos. No primeiro dia, os animais foram expostos a camara de
condicionamento por um periodo inicial de 8 minutos (periodo pré-choque).
Imediatamente depois, eles foram expostos em intervalos fixos de 20 s a trés
passos elétricos inevitaveis (0,6 mA, 1 s), seguidos por um periodo adicional de
2 minutos (periodo pos-choque) sem qualquer estimulacdo aversiva. No final
deste periodo, os animais foram devolvidos as suas gaiolas. No dia seguinte, 0s
animais foram submetidos a 8 minutos (teste de sessdo) no mesmo contexto
experimental, mas nenhum pedal elétrico foi entregue durante a sessdo. O
comportamento de congelamento foi observado durante a sessdo de teste e
definido operacionalmente como a total auséncia de movimentos, com excegao
dos movimentos respiratorios. Este comportamento foi registrado por um
observador treinado de acordo com um cronograma de amostragem temporal,
no qual a presenca ou auséncia dessa postura foi registrada em intervalos de 2
s. Entre 1 e 2 semanas apds o procedimento contextual de condicionamento do
medo, cada animal foi colocado em uma gaiola individual para avaliar o consumo

de alcool.

3.3
Procedimentos de consumo de sacarina, quinino e alcool

O protocolo utilizado no presente estudo para avaliar o consumo de
alcool foi baseado em lIzidio e Ramos (2007). Uma a duas semanas apds o
protocolo contextual de condicionamento do medo, cada animal foi colocado em
uma gaiola individual e deixado habituar-se a ela por 2 dias, durante os quais
apenas agua estava disponivel. Cada animal teve 2 dias de livre escolha (Free-
Choice) entre uma solugéo de sacarina (7,5 mM) e 4gua, seguido de 2 dias de
livre escolha entre quinina (2 yuM) e agua. Sacarina e quinina foram utilizados
como substancias de controle do sabor. Nos 2 dias seguintes, os animais foram
expostos a uma escolha forcada de uma concentracdo de 10% de alcool que foi
projetada para facilitar a aquisi¢do da ingest@o de alcool. Finalmente, durante os

proximos 8 dias, todos os animais tiveram livre escolha entre alcool em quatro
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concentracdes (2%, 4%, 6% e 10%) e 4gua. Cada concentracdo de alcool foi
avaliada por 2 dias. Os volumes de sacarina, quinina e alcool foram medidos a
cada 2 dias (as 10h). As garrafas que continham o fluido foram recarregadas e
colocadas em posi¢cdes diferentes na gaiola para evitar efeitos de posicdo. O
peso corporal dos animais era registrado a cada dois dias. A agua da torneira

era usada sozinha ou para diluicées de sacarina, quinina e alcool.

3.4

Drogas

As solucdes de alcool (vol / vol) foram preparadas diluindo 95% de etanol
P.A. (Sigma Aldrich Chemical Co, S&o Paulo, Brasil). A solugéo de sacarina (7,5
mM) foi preparada diluindo a sacarina de sodio (Sigma Aldrich Chemical Co, Séo
Paulo, Brasil). A solugéo de quinino (2 uM) foi preparada por diluicdo de sulfato

de quinina (Sigma Aldrich Chemical Co, Sao Paulo, Brasil).

3.5

Analise estatistica

Os dados séo expressos como média + erro padrdo da média (SE). A
analise de variancia bidirecional (ANOVA) foi usada para analisar a porcentagem
de tempo de congelamento durante a sessao de teste de condicionamento de
medo contextual e para analisar a ingestdo de sacarina, quinina e alcool de
escolha forgada, com sexo (masculino e feminino)como um fator e linhagem de
reproducdo (CAC, CBC e CTR) como o outro fator. A ingestao de alcool de livre
escolha, nas quatro concentracdes de alcool, foi analisada por meio de medidas
repetidas ANOVA, com sexo (masculino e feminino) e linhagem (CAC, CBC e
CTR) como fatores entre 0s sujeitos, e concentracdo de alcool (2%, 4%, 6% e
10%) como o fator dentro dos sujeitos. Os efeitos significativos na ANOVA foram
seguidos pelo teste post hoc de Diferenca Menos Significativa de Fisher (LSD)
para avaliar diferencas especificas de grupo. Valores de p <0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4
Resultados

A Figura 1 apresenta a porcentagem de congelamento durante o
periodo de pré-choque (painel superior - @), periodo pds-choque (painel do meio
- b) e sessédo de teste (painel inferior - ¢). A ANOVA bidirecional entre 0s grupos
no periodo pré-choque indicou auséncia de interacdo bidirecional (F (2.114) =
1,22; p> 0,3). Foi observado efeito principal do sexo (F (1.114) = 3,98; p <0,05) e
linhagem (F (2.114) = 3,37; p <0,05). Comparacdes post hoc pareadas indicaram
que ratos machos CACe CBC expressaram mais comportamento de
congelamento do que ratas fémeas CAC e CBC (todos os valores de p<0,05).
Além disso, os animais machos e fémeas CAC exibiram maior resposta de
congelamento quando comparados, respectivamente, aos animais machos e
fémeas CBC (todos os valores de p <0,05). A ANOVA de duas vias entre 0s
grupos durante o pés-choque ndo encontrou interacdo em analise de duas vias
(F (2.114) = 0,24; p> 0,7) ou um efeito principal do sexo (F (1.114) = 1,22; p>
0,3). Houve porém um efeito confidvel a partir da variavel linhagem (F (2.114) =
35,1; p <0,05). As comparacdes pareadas indicaram que os animais machos e
fémeas CAC e CTR apresentaram maior comportamento de congelamento
quando comparados aos ratos machos e fémeas CBC (todos os valores de
p<0,05).

Por fim, a ANOVA bidirecional da resposta defensiva ao congelamento
durante a sessd@o de testendo mostrou interacdo sexo / linha de reproducao
(F2,114 = 0,41, p> 0,6), mas efeitos principais significativos do sexo (F1.114 =
20.10, p <0.001) e linhagem (F2.114 = 63.49, p <0.001). As analises post hoc
indicaram que ratos machos congelaram mais do que fémeas em todos os trés
niveis do fator de linhagem (todos os valores de p<0,05). A linhagem CAC
expressou a maior quantidade de congelamento condicionado, e a linhagem
CBC expressou a menor quantidade de congelamento. A linhagem CTL
expressou uma quantidade intermediaria de congelamento (todos os valores de
p <0,05).
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Figura 4.Média + SE porcentagem de tempo gasto com congelamento entre ratos machos e
fémeas das linhagens de alto congelamento (CAC), controle (CTR) e baixo (CBC congelamento
durante as sess0Oes de pré choque, pds choque e teste.
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Para avaliar se as diferencas na resposta de congelamento defensivo,
durante a sessdo de teste, foram associadas a diferencas nos periodos pré e
pbés-choque, realizamos uma ANCOVA adicional usando esses parametros como
co-variaveis. Os resultados desta analise confirmaram a auséncia de interacao
(F (2.114) = 0,21, p> 0,8) e os principais efeitos do sexo (F (1.114) = 18,43; p
<0,001) e linhagem (F (2.114) = 25,48 ; p <0,001).

Ja na figura 2 retrata o consumo de sacarina e quinina, oferecido de
forma livre com agua, e de etanol forcado entre ratos machos e fémeas das
linhas CAC, CTR e CBC. A ANOVA de duas vias do consumo de sacarina
indicaram uma interag&o bidirecional (F (2.114) = 23,85; p <0,001) e um efeito
principal da linhagem (F (2.114) = 134,45; p <0,001), mas nenhum efeito
principal do sexo (F (1.114) = 0,22; p> 0,6). A comparagao pareada revelou que,
entre os ratos machos, a linhagemCAC teve o menor consumo de sacarina, e a
linhagemCTR teve o maior consumo, enquanto a linhagemCBC apresentou
niveis intermediarios de consumo de sacarina (todos os valores de p<0,05). Ja
as ratas fémeas chegarama um perfil ligeiramente diferente: linhagemCAC
apresentou o menor consumo e a linhagemCBC a mais alta, enquanto a
linhagemCTR apresentou niveis intermediarios de consumo de sacarina (todos

os valores de p<0,05).

A ANOVA bidirecional do consumo de quinina ndo encontrou uma
interacdo bidirecional (F (2.114) = 0,32; p> 0,7) e nenhum efeito principal da
linhagem (F (2.114) = 2,71; p> 0,05), mas detectou um efeito principal
estatisticamente significativo do sexo (F (1.114) = 40,70; p <0,001).
Comparacdes pareadas indicaram que ratas fémeas consumiram mais quinina
gue ratos machos nos trés niveis dos fatores da linha de reproducéo (todos os
valores de p <0,05). Finalmente, a ANOVA bidirecional do consumo forgado de
etanol mostrou uma interagdo bidirecional (F (2.114) = 12,80; p <0,001), bem
como um efeito principal do sexo (F (1.114) = 77,10; p <0,001) e efeito de
linhagem (F (2.114) = 38,45; p <0,001). Analises post hoc indicaram que ratas
fémeas consumiram mais etanol do que ratos machos nos trés niveis dos fatores
da linha de reproducéo (todos os valores de p <0,05). Além disso, ratos machos
CAC e CLT consumiram mais etanol que ratos machos CBC. As ratas CAC
apresentaram o maior consumo de etanol, e a linhagemCBC apresentou o
menor consumo, enquanto a linhagemCTR apresentou niveis intermediarios de

consumo de etanol (todos os valores de p <0,05).

36


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1812330/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1812330/CA

37

. 2%0 BCAC I
.S I
S BCTR
£ 20 - OCBC
=
< T
£ 150 ’ L
(4]
(&)
4+
n
& 100
o
E
2 50
[
(@]
@]
0
Machos Fémeas
35
< mCAC l
% 30 BCTR [ |
\9 25 OoCBC l
©
[
= 20
3 I
o 15 [
S |
g 10
>
w
5 5
(@)
0
Machos Fémeas
< 14 ¢
§ mCAC
g’ 12 ECTR
(=)
= OCBC
e 10 f
S
I
o 8 T
o
-8 6 L T T
] T T
e
2 4 1
o I
e
3 2
[
(@]
© 9
Machos Fémeas

Figura 5.Média +SE consumo de SEM de sacarina 7,5 mM (gréafico superior), quinino 2,0uM
(gréfico central) e 10% de etanol forgado (grafico inferior) entre ratos machos e fémeas de alto
congelamento (CAC), controle (CTR) e baixo (CBC) congelmento.
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O consumo de etanol de escolha livre nas quatro concentragdes foi analisado
por meio de uma analise repetida a partir de ANOVA de trés vias. Essa analise
indicou que a interacao de trés vias foi significativa (F (2.114) = 6.42; p <0,001),
assim como as trés interacdes de duas vias: concentracdo de etanol e sexo (F
(2.114) = 18,23; p <0,001); concentracdo de etanol e linhagem (F (2.114) =
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47,23; p <0,001); e sexo e linhagem (F (2.114) = 3,33; p <0,01). Finalmente,
todos os trés efeitos principais também foram estatisticamente significativos;
concentracdo de etanol (F (2.114) = 197,53; p <0,001); sexo (F (2.114) = 19,23;
p <0,001); e linhagem: (F (2.114) = 13,88; p <0,001). Assim, a Figura 3
apresenta os resultados do consumo de etanol separadamente para ratos
machos (grafico superior) e fémeas (grafico inferior) das trés linhagens de

reproducgdo nas concentragdes de 2%, 4%, 6% e 10% de etanol.
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5
Discussao

Esse estudo tem como principal objetivo entender se ha& alguma
correlacdo entre os tracos de ansiedade, previamente estudados, dos ratos
Cariocas de alta e baixa resposta de ansiedade(Machado, Castro-Gomes, &
Landeira-Fernandez, 2017), com o protocolo de consumo alcodlico proposto por

izidio e Ramos, em 2007.

Os resultados contextuais do condicionamento ao medo confirmaram que
os ratos CAC, CTR e CBC exibiram diferentes niveis de comportamento de
congelamento defensivo, induzidos por estimulos contextuais previamente
associados ao suporte de pés (Castro-Gomeset al., 2011). Os ratos CAC tiveram
um fendtipo "ansioso" mais alto e os ratos CBC tiveram um fenoétipo "ansioso"
mais baixo em comparacdo com os ratos CTR. Como esperado, ratos machos
exibiram consistentemente mais congelamento condicionado do que fémeas nas
trés linhagens (CAC, CBC e CTR; Castro-Gomes e Landeira-Fernandez, 2008;
Castro-Gomes et al., 2011).

O principal resultado do presente estudo foi que ratos machos e fémeas
CAC consumiram mais alcool do que ratos CBC nas concentracdes de 6% e
10% de alcool, no teste de livre escolha, e consumiram mais &lcool na
concentracdo de 10% no teste de escolha forcada. Ratos fémeasCAC exibiram a
maior quantidade de ingestéo de alcool nessas trés condi¢cdes, em comparacao
com ratos machosCAC. Esses resultados revelaram uma associagéo importante
entre alto consumo de alcool e alta “ansiedade caracteristica” na linhagemCAC.
Esse achado € consistente com estudos anteriores, que também encontraram
alta ingestdo de &lcool em ratos criados para comportamento de alta ansiedade
em campo aberto (Izidio e Ramos, 2007; Brewster, 1969; Drewek e Broadhurst,
1979). No entanto, também foram relatados resultados na diregdo oposta entre
0s animais criados para aprender uma resposta bidirecional de evasdo a um
estimulo auditivo discreto (Fernandez-Teruel et al., 2002; Manzo et al., 2012;

Manzo et al. ., 2014; Razafimanalina et al., 1996).
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Um estudo recente do nosso grupo constatou que, embora os ratos CAC,
CTR e CBC tenham diferencas claras no condicionamento aversivo contextual,
eles expressaram a mesma quantidade de condicionamento do medo em
resposta a um estimulo auditivo discreto (Macédo-Souza et al., 2020). Esses
resultados sugerem que a ansiedade (ou seja, congelamento defensivo em
resposta a pistas contextuais associadas ao choque) e o medo (ou seja, um
estimulo discreto associado ao choque) podem ser mediados por diferentes
processos comportamentais, corroborando a visdo de que a ansiedade, a
detrimento do medo, tem uma relagéo positiva com a ingestédo de alcool (Moberg
e Curtin, 2009).

Os resultados apresentados também sdo consistentes com estudos
anteriores que mostraram que a ingestéo de alcool foi maior em ratos fémeas do
gue em ratos machos (Almeida et al., 1998; Cailhol e Morméde, 2002; Izidio e
Ramos, 2007; Lancaster e Spiegel, 1992; Randall et al., 2017). No entanto, esse
achado sugere que a associagao positiva entre ansiedade e consumo de &lcool
pode ser mais complexa, na qual as ratas que consumiram mais alcool também
exibiram um fenotipo "ansioso" menor em comparacdo a ratos do sexo
masculino. Os fatores hormonais provavelmente desempenham um papel
importante nos mecanismos que subjacente a diferenca sexual na ingestdo de
alcool (Almeidaet al., 1998; Cailhol e Mormede, 2002; Priddy et al., 2017). O
estrogénio e a progesterona exercem efeitos reguladores no sistema de
dopamina mesocorticolimbica (Koob, 1992). Os circuitos dopaminérgicos
desempenham um papel importante nos efeitos gratificantes do alcool (Di Chiara
e Imperato, 1988; Weiss e Porrino, 2002). A maior ingestdo de alcool, em ratos
fémeas, pode ser atribuida a efeitos hormonais nos circuitos neurais
relacionados a recompensa, sendo esta uma variavel importante nas diferencas
entre 0s sexos no consumo de alcool (Becker e Koob, 2016). As fémeas sao
mais sociais e os homens sao mais territoriais e assim, a moradia individual
utilizada no presente estudo pode ser mais estressante para as fémeas do que
para os machos, o que pode ter contribuido para o maior consumo de &lcool em

ratos fémeas.

Além das diferencas entre 0s sexos na ingestdo de alcool, o presente
estudo também constatou que as fémeas consumiram mais quinina que 0s
machos. Os resultados na literatura sobre diferencas de sexo na resposta a
quinina tém sido altamente inconsistentes. Estudos anteriores indicaram que as

ratas fémeas sdo menos diferentes (Clarke e Ossenkopp 1998), mais diferentes
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(Nance, 1976) ou néo diferentes (Wade e Zucker, 1970) dos ratos machos em
relacdo a ingestdo de quinino. O estigio do ciclo estral parece modular a
sensibilidade a quinina em ratos fémeas (Clarke e Ossenkopp, 1998). Embora a
fase do ciclo estral feminino ndo tenha sido monitorada no presente estudo,
descobrimos que as fémeas de CAC exibiram maior consumo de quinina e
alcool, o que corrobora a constatacao de que o consumo de quinina pode ser um

preditor confiavel do consumo de alcool (Goodwin e Amit, 2000) .

Os ratos CAC exibiram menor consumo de sacarina em comparagao com
os ratos CBC e CTR. Os resultados de estudos anteriores que usaram linhagens
de ratos selecionados bidirecionalmente, para padrdes opostos de
comportamento defensivo, também foram inconclusivos. Além disso, alguns
trabalhos indicaram que ratos criados com baixo comportamento de esquiva
exibiram baixo consumo de sacarina (Ferndndez-Teruel et al., 2002;
Razafimanalina et al., 1996), muito embora, esses resultados déem suporte a
possibilidade de que um comportamento semelhante ao da ansiedade esteja

associado a baixa ingestédo de sacarina.
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6
Conclusao

O Rato Carioca tem sido desenvolvido a partir de uma perspectiva do
modelo de medo condicionado ao contexto, o que o faz ser o Unico modelo
animal de ansiedade do tipo em todo o mundo. Com isso, abre-se possibilidade
para que diversos protocolos possam ser utilizados, emparelhando variaveis com

a Ansiedade.(Bezerra-Karounis & Landeira-Fernandez, 2017)

Este foi o caso do presente estudo, no qual, tentou-se entender se ha
alguma relacdo de causalidade, ao se utilizar o método experimental, e, objetivo
este que foi alcancado, ao denotar que ha influéncia do traco de ansiedade no
consumo, ao verificar que quao maior a resposta de congelamento, maior o

consumo de substancias com maior potencial alcodlico.

O resultado apontado, no qual o personagem mais ansioso procura uma
substancia de possivel alteragdo comportamental, pode ser emparelhado a uma
perspectiva similar a Teoria de Reducgéo de Tenséo (TRT)(Conger, 1956), o que,
concorrente ao modelo humano, poderia explicar de forma modular, um gatilho

comportamental compulsivo de consumo de substancia alcodlica.

Assim, este trabalho visa explicitar, de forma basica, tecnologia para
entendimento do comportamento ansioso em suas comorbidades, inferindo que
ha relacdo positiva entre consumo alcodlico e tragcos comportamentais de

ansiedade, corroborando com a literatura(lzidio & Ramos, 2007).

Ainda, em conjunto a isto, complementa-se a referéncia bibliogréafica
guanto ao desempenho dos ratos Cariocas de Alto e Baixo Congelamento,
apontando que a referéncia proposta por Machado e colegas permanece
recorrente até a geracdo S=31, apresentando o desempenho condizente ao
efeito demonstrado em suas andlises (Machado, Castro-Gomes, & Landeira-
Fernandez, 2017)
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No total, o presente estudo constatou que os ratos CAC consumiam
significativamente mais &lcool que os ratosCBC, corroborando assim uma
relacdo positiva entre ansiedade e ingestédo de alcool. As linhagens reprodutivas
Cariocas foram desenvolvidas para comportamento defensivo, de niveis alto e
baixo, de resposta a pistas contextuais difusas associadas a choque nas patas,
mas ndo em resposta a um estimulo de perigo bem definido. Os resultados
indicam que a ansiedade, mas ndo o medo, est4 associada ao consumo de
alcool. O presente estudo também indicou que o sexo é um fator importante nos
estudos de comportamento semelhante ao da ansiedade e do consumo de
alcool e quinina. Mais estudos sdo necessérios para elucidar a relagdo entre

ansiedade e consumo de sacarina

Dentro do desafio de criar um resultado simbionte ao contexto humano,
0 uso de substancia alcodlica pode ndo ser totalmente aparelhavel, uma vez que
ndo é habitual o uso recreativo de EtOH puro. Portanto, como recomendacao a
futuros trabalhos, dentro do referido, seria fundamental observar a possibilidade
de empregar substancias alcodlicas de comum uso humano, atentando-se a

possiveis vieses caldricos dessas bebidas (Bezerra-Karounis et al., 2019)

Por fim, nossos estudos atuais e anteriores sugerem que as
linhagens de criagdo de CAC e CBC podem ser um modelo animal atil para

estudar a ansiedade e a ingestado de alcool.
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