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Resumo

O consumo excessivo de dlcool representa um grave problema de saide publica, com
consequéncias deletérias para a saide individual e social. A busca por alivio em situagdes
de estresse é frequentemente associada ao aumento do consumo de dlcool, estabelecendo
um ciclo vicioso que pode levar a dependéncia. Nesse contexto, o sistema
endocanabindide (SEC), um sistema de sinalizacdo enddgena, emerge como um
importante modulador do comportamento de recompensa, atuando como um sistema
homeostatico e regulando diversas fun¢des fisioldgicas, incluindo humor, apetite, sono e
memoria. A interagdo do SEC com o sistema dopaminérgico é fundamental para o
processamento de recompensa, pois participa da modulagdo do comportamento
relacionado a busca por efeitos euforizantes. A amidala e o nucleo leito da estria terminal
(BNST), no inglés “bed nucleus of the stria terminalis", formam um circuito neural crucial
para a regulacdo emocional e motivacional. Enquanto a amidala atribui valor emocional
aos estimulos, o BNST integra informagdes com o sistema imune, influenciando na
motivacdo e a busca por reforco. Fatores estressores culminam na ativacdo do eixo
hipotalamico-hipéfise-adrenal (HHA), sendo que, a desregulagdo deste, contribui para a
exacerbacao das emocdes, intensificando a busca por alivio através do consumo de alcool.
Além disso, a ativagdo dos receptores CB1, localizados principalmente no cérebro e no
sistema nervoso central, atenuam a resposta ao estresse na amidala e modula a atividade
neuronal relacionada a recompensa no BNST, enquanto os receptores CB2 podem
modular a resposta inflamatéria e a neurotoxicidade induzidas pelo estresse e pelo
consumo de dlcool. Estudo mostram que o SEC desempenha um papel fundamental na
regulacdo de processos relacionados ao estresse e ao consumo de substancias, incluindo
o etanol ,e as enzimas como a FAAH (hidrélise de amida de 4cidos graxos) e a MAGL
(lipase de monoacilglicerol) estdo envolvidas no metabolismo dos endocanabinoides,
modulando os niveis de anandamida e 2-AG, respectivamente. Essas moléculas sdo
associadas a regulacdo da resposta ao estresse e ao comportamento de consumo de drogas.
Neste estudo, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J. Apds o protocolo
experimental, os encéfalos foram coletados para andlise molecular. As amostras da
amidala foram dissecadas e seccionadas em criostato para posterior extracdo de RNA
,seguida da sintese de cDNA e pré-amplificacdo com primers especificos. A expressao

relativa dos genes CB1, CB2, FAAH e MAGL foi avaliada por RT-PCR duplex, com



normalizac¢ao utilizando o gene de referéncia Pde10a. Nesse contexto, observou-se que o
grupo de animais submetidos ao protocolo de estresse intermitente imprevisivel consumiu
mais etanol em comparacao ao grupo controle. Além disso, a andlise molecular feita nos
nossos animais revelou alteracdes significativas no nivel de expressao génica na amidala
e no BNST, sugerindo que o estresse nao apenas influencia no comportamento de
consumo, mas também promove mudangas moleculares nesses nucleos. Diante disso, é
evidente que a inter-relacdo entre estresse, sistema endocanabindide e consumo de dlcool

apresenta um complexo cendrio que merece atencao.

Palavras-chave: Etanol, Estresse, Sistema Endocanabindéide, Amidala, BNST,

Dependéncia.

Abstract

Excessive alcohol consumption represents a serious public health issue with deleterious
consequences for individual and social well-being. The search for relief in stressful
situations is often associated with increased alcohol consumption, establishing a vicious
cycle that can lead to dependence. In this context, the endocannabinoid system (ECS), an
endogenous signaling system, emerges as an important modulator of reward behavior,
acting as a homeostatic system and regulating various physiological functions, including
mood, appetite, sleep, and memory. The interaction of the ECS with the dopaminergic
system is fundamental for reward processing, as it modulates behavior related to the
pursuit of euphoric effects. The amygdala and the bed nucleus of the stria terminalis
(BNST) form a crucial neural circuit for emotional and motivational regulation. While
the amygdala assigns emotional value to stimuli, the BNST integrates information with
the immune system, influencing motivation and the pursuit of reinforcement. Stressful
factors culminate in the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, and
its dysregulation contributes to the exacerbation of emotions, intensifying the search for
relief through alcohol consumption. Furthermore, the activation of CB1 receptors, mainly
located in the brain and central nervous system, attenuates the stress response in the
amygdala and modulates neuronal activity related to reward in the BNST, while CB2
receptors may modulate the inflammatory response and neurotoxicity induced by stress

and alcohol consumption. Studies show that the ECS plays a fundamental role in



regulating processes related to stress and substance use, including ethanol, and enzymes
such as FAAH (fatty acid amide hydrolase) and MAGL (monoacylglycerol lipase) are
involved in the metabolism of endocannabinoids, modulating the levels of anandamide
and 2-AG, respectively. These molecules are associated with regulating the stress
response and drug-seeking behavior. In this study, C57BL/6J mice were used. After the
experimental protocol, the brains were collected for molecular analysis. Amygdala
samples were dissected and sectioned using a cryostat for subsequent RNA extraction,
followed by cDNA synthesis and pre-amplification with specific primers. The relative
expression of the CB1, CB2, FAAH, and MAGL genes was evaluated using duplex RT-
PCR, normalized with the reference gene PdelOa. In this context, it was observed that
the group of animals subjected to the unpredictable intermittent stress protocol consumed
more ethanol compared to the control group. Moreover, the molecular analysis in our
animals revealed significant alterations in gene expression levels in the amygdala and
BNST, suggesting that stress not only influences consumption behavior but also promotes
molecular changes in these nuclei. Thus, it is evident that the interplay between stress, the
endocannabinoid system, and alcohol consumption presents a complex scenario that

warrants attention.

Keywords: Ethanol, Stress, Endocannabinoid System, Amygdala, BNST, Consumption,
Addiction.
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1 Introducao

1.1 Apresentacio historica do etanol

O etanol tem sido usado como uma substancia psicoativa ao longo de milénios e
¢ amplamente difundido em varias culturas. Segundo evidéncias arqueoldgicas, o
consumo de substancias alcodlicas remonta aproximadamente ao ano de 6000 a.C., com
praticas de producdo de vinho na regido do Caucaso (MCGOVERN et al., 2017). A
compreensdo do etanol como uma substancia divina estd presente em varias narrativas
mitolégicas, provavelmente desempenhando um papel essencial na continuidade do
habito de consumo ao longo dos tempos (CEBRID, 2018).

Inicialmente, o teor alcodlico de bebidas como vinho e cerveja era mais suave
devido ao seu processo de producdo baseado exclusivamente na fermentacdo. Todavia,
com a inser¢do da destilacdo na Europa durante a Idade Média, trazida pelos édrabes,
surgiram novas op¢oes de bebidas alcodlicas destiladas, como cachaga, uisque e vodca
(STANDAGE, 2005). Durante essa época, essas bebidas destiladas passaram a ser
consideradas medicamentos para uma variedade de enfermidades, pois proporcionavam
alivio rapido das preocupacgdes e da dor, em comparacdo com o vinho e a cerveja. Esse
uso medicinal contribuiu para a disseminacao e aceitacao social dessas bebidas alcodlicas
destiladas (ARTIGUES, 2003).

A Revolugao Industrial marcou um periodo de grande disponibilidade e acesso as
bebidas alcodlicas, o que resultou em um aumento significativo no consumo de etanol
(HANSON, 1995). Segundo o Centro de Informagdes sobre Satide e Alcool (CISA), esse
aumento na disponibilidade de bebidas alcodlicas contribuiu diretamente para o
crescimento dos problemas associados ao consumo excessivo de dlcool na populagdo.
Como consequéncia, mais individuos passaram a enfrentar problemas decorrentes desse

abuso de etanol, refletindo-se em questdes de saide publica e social (CEBRID, 2018).

1.2 Epidemiologia do etanol

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o crescimento no acesso € na
utilizacdo do etanol tem desencadeado riscos substanciais para a saude global, emergindo

como um fator preponderante nos desafios de satde publica, enquanto também exerce
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impactos sociais e econdmicos significativos nas comunidades. O abuso de dlcool é um
contribuinte para cerca de 5% de todas as fatalidades no mundo, conforme relatado pela
OMS em 2019 (WHO, 2019).

As informacdes fornecidas pelo Relatério Global sobre Alcool e Saide da OMS
de 2019 revelam um quadro alarmante: mais de 2 bilhdes de pessoas com idade superior
a 15 anos consumiram &lcool no ano anterior, representando cerca de 43% da populacao
mundial. Ademais, o relatério destaca que aproximadamente 40% dos jovens entre 15 e
19 anos ja experimentaram dlcool pelo menos uma vez (WHO, 2019).

De acordo com o III Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela
Populacio Brasileira (LNUD), realizado pela Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), em
2017, aproximadamente 101,6 milhdes de pessoas, ou seja, 66,4% da populacio entre 12-
65 anos, fizeram o uso de bebidas alcodlicas pelo menos uma vez na vida, sendo que 25,3
milhdes fizeram o uso de etanol em grande quantidade por um curto periodo de tempo
(BASTOS, 2017).

Além disso, o mesmo levantamento revelou que 2,3 milhdes de pessoas atendiam
aos critérios para dependéncia de dlcool, evidenciando um nudmero crescente de
individuos com problemas relacionados ao uso de etanol, sendo um fator que agrava o
desenvolvimento da dependéncia (BASTOS et al., 2017).

A dependéncia do dlcool, comumente conhecida como alcoolismo, é uma
condic@o complexa e cronica que afeta milhdes de pessoas mundialmente, sendo definida
como uma doenga cronica e multifatorial. De acordo com a Classificacdo Internacional
de Doencgas (CID-11) da OMS, o distdrbio devido ao uso de dlcool é denominado como
um padrdo de consumo prejudicial que leva a consequéncias comportamentais, cognitivas
e fisioldgicas significativas. Esse distirbio reflete um conjunto multifacetado de
sintomas, incluindo dificuldades em controlar o uso, priorizacdio do consumo em
detrimento de outras atividades e persisténcia no uso mesmo diante de efeitos adversos,
com impacto substancial na saide e na qualidade de vida dos individuos afetados
(WHO,2022).

A dependéncia surge por condicdes de vulnerabilidade e suscetibilidade do
individuo, ocasionadas por fatores internos ou externos, como forma de recompensa ou
fuga da realidade (LOPES et al., 2015). Além disso, o uso de etanol representa um
importante desafio para a saude publica, tornando-se essencial compreender os

mecanismos neurais ligados a dependéncia desse composto a fim de desenvolver
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abordagens terapéuticas inovadoras para sanar os entraves relacionados ao uso da

substancia (LEME, 2022).

1.3 Mecanismo de acido do etanol

O élcool etilico encontrado em bebidas alcodlicas € quimicamente classificado
como etanol, consiste em uma cadeia de dois carbonos e um grupo hidroxila (-OH) (figura
01) .Estas caracteristicas conferem um perfeito equilibrio hidrofilico-hidrofébico que,
aliado ao baixo peso da molécula, garante uma imensa capacidade de difusdo e
distribuicdo em todos os fluidos e tecidos corporais, favorecendo a sua particio no

Sistema Nervoso Central (SNC) (MUKHERIJEE et. al., 2013; COSTARDI et al., 2015).

Figura 1: Férmula molecular e arranjo molecular do 4lcool
H H J
|

H—C—C—OH J ‘l
||
H

Fonte : Plataforma Lecturio, site de cursos online.

No SNC, o etanol tem efeito depressor, exercendo sua acdo em diversos sistemas
de neurotransmissdo, membranas celulares e proteinas, resultando em uma série de
modificagdes bioldgicas e comportamentais (MUKHERIJEE, 2013; COSTARDI et al.,
2015), sua atividade parece estar relacionada, entre outros fatores, a sua capacidade de
intensificar a neurotransmissao GABAérgica e diminuir a glutamatérgica (COSTARDI et
al., 2015; KOOB, 2013). A ativacao dessas vias desencadeia uma série de adaptagdes que
envolvem a liberacdo de hormonios, estimulagdo do sistema simpético, mudangas na
atividade renal e modificacdes no comportamento, restabelecendo dessa forma o
equilibrio dos fluidos corporais (GRISOLIA, 2014).

A interacdo do neurotransmissor dcido gama-aminobutirico (GABA) com os

receptores ionotrépicos GABA-A leva ao influxo de ions cloreto, resultando em



12

hiperpolarizacdo neuronal e consequentemente na inibi¢do da atividade do neurdnio
(ROBERTO et. al., 2017; OLSEN et. al., 2017).

A exposicdo ao etanol pode atuar como um modulador alostérico positivo dos
receptores GABA-A ou aumentar a liberacio de GABA em determinadas areas do
cérebro, dependendo da dose (ABRAHAO et al., 2017; COSTARDI et al., 2015; OLSEN,
2017), como é o caso da amidala basolateral (SILBERMAN, 2012).

No que diz respeito a supressdo da neurotransmissdo glutamatérgica, o etanol
exerce sua principal influéncia através da reducdo da atividade dos receptores
glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Estes receptores facilitam a
entrada de cétions para dentro da célula, resultando em despolarizagdo neuronal e
consequente ativacdo do neurdnio. Portanto, ao inibir esses receptores, a exposi¢cdo aguda
ao etanol resulta na diminui¢do da transmissdo excitatéria (HOFFMAN et al., 1989;
LIMA-LANDMAN; ALBUQUERQUE, 1989; MORRISETT, SWARTZWELDER,
1993).

O etanol ndo apenas influencia os sistemas de neurotransmissao GABAérgica e
glutamatérgica, mas também pode interferir em outros sistemas essenciais, como o
dopaminérgico, serotoninérgico e opioide, entre outros (ABRAHAO et al., 2017). Esta
ampla gama de influéncias neuroquimicas destacam a complexidade dos efeitos do dlcool
etilico no encéfalo e no corpo humano, atuando nas vias neuronais. Essas interacoes
complexas com diversos neurotransmissores podem contribuir significativamente para os
efeitos neurocomportamentais observados durante o consumo de dlcool etilico
(ABRAHAO et al., 2017).

Assim como outras substincias psicotrépicas, etanol provoca efeitos
recompensadores que motivam o comportamento de busca e consumo da droga. Esses
efeitos resultam da influéncia direta ou indireta do etanol no sistema mesocorticolimbico,

também conhecido como sistema de recompensa (BATISTA et al., 2013).

Figura 2 — Ativagdo do Sistema de Recompensa
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Fonte: NESTLER,2005

Esse sistema ¢ composto por corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos
localizados na area tegmental ventral (VTA), os quais projetam suas conexdes para
diversas regides limbicas, como cortex pré-frontal (CPF) medial, niucleo accumbens
(NAc), tdlamo, hipotalamo, amidala e hipocampo (NESTLER, 2001).

A ativagdo desse sistema pelo etanol resulta na liberacao de dopamina no NAc.
Um dos mecanismos pelos quais o etanol pode ativar esse sistema ¢ através da inibicao
da atividade GABA¢érgica, como falado anteriormente, ocorrendo pela ligacdo do etanol
aos receptores GABA-A (KOOB, 2013). Esses receptores estdo presentes na area VTA,
nos corpos celulares dos interneuronios GABA¢érgicos, os quais modulam a ativagao dos
neurénios dopaminérgicos. Dessa forma, a inibicdo GABAérgica nos neurdnios
dopaminérgicos na VTA ¢ interrompida, resultando no aumento da liberagao de dopamina
no NAc e em outras regides limbicas (GILPIN; KOOB, 2008).

De acordo com Robinson e Berridge (1993, 2001), a dopamina desempenha um
papel na mediacdo da sensacdo de prazer, regulando também o impulso motivacional e a
atencao a estimulos, incluindo aqueles com propriedades refor¢adoras. A sensibilizagao ¢
um fendomeno que torna os estimulos, como o uso da droga e comportamentos
relacionados, atrativos e desejados. Esse processo resulta em um aumento patoldgico da
importancia que o SNC atribui ao ato de consumir a substancia, contribuindo para o
desenvolvimento do desejo intenso pela droga e, consequentemente, para o
comportamento compulsivo associado ao seu consumo (ROBINSON; BERRIDGE,
2001).
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Ao abordar os mecanismos subjacentes a sensibilizacao e ao desenvolvimento da
dependéncia de drogas, torna-se evidente que tanto a dopamina quanto a sinalizagcdo
endocanabindide desempenham papéis significativos (RIBEIRO, 2002). Enquanto a
dopamina regula o impulso motivacional e a aten¢do a estimulos refor¢adores, a
sinaliza¢dao endocanabindide, mediada pelos receptores canabinoides do tipo 1 (CB1R),
desempenha um papel crucial no feedback negativo ndo gendmico do HHA. No
hipotdlamo, os glicocorticoides se unem aos receptores glicocorticoides pds-sindpticos de
membrana, desencadeando uma via de sinalizac@o intracelular que resulta na produgao
de endocanabindides (DI et al., 2003).

Esses endocanabindides funcionam como mensageiros retrogrados e, ao serem
liberados na fenda sindptica, retroativamente se conectam aos receptores CB1R, também
acoplados as proteinas G inibitérias, presentes nos terminais de neurdnios
glutamatérgicos pré-sindpticos. Esse processo resulta na inibi¢do da liberacdo de
glutamato no hipotdlamo, diminuindo, consequentemente, a atividade excitatdria nessa
regido e, por conseguinte, a secrecdo de glicocorticoides pelo cértex das glandulas
adrenais. Dessa forma, o bloqueio farmacolégico dos receptores CB1R intensifica tanto
a liberacao de glicocorticoides provocada por um estressor quanto a atividade neuronal
no hipotdlamo (BEDSE et al., 2020).

Assim sendo, os receptores CBIR também tém um papel significativo nas
respostas ao estresse, e exposi¢oes prolongadas a estressores parecem alterar os niveis de
expressio desses receptores no cérebro (ROMANO-LOPEZ et al., 2012). Esta influéncia
neurobioldgica, por sua vez, pode estar intrinsecamente ligada as alteragcdes

comportamentais induzidas pelo estresse.

1.4 Neurobiologia da dependéncia de etanol

A exposi¢ao cronica ao etanol ou a outras substancias psicoativas de abuso pode
desencadear neuroplasticidades (ZALESKI et al., 2004). Essas alteracdes podem resultar
na sensibilizacdo dos efeitos das drogas, o que pode contribuir para a progressao do uso
ocasional das substancias para o desenvolvimento da dependéncia (LOHESWARAN et
al., 2017).

Segundo a Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas (SENAD), diversas dreas

do SNC tém envolvimento direto no desenvolvimento da dependéncia das substancias



15

psicoativas. A via mesocorticolimbica, também conhecida como a via de recompensa, é
formada pela VTA que projeta neurd6nios dopaminérgicos para o NAc e CPF, e
desempenha um papel crucial na regulacdo e modulacdo do comportamento motivado,
tornando-a especialmente suscetivel as adaptagdes induzidas pelo consumo repetido de
drogas (FORMIGONI et al. ,2016). Essa sensibilizacdo neuroadaptativa pode contribuir
para a compulsdo pela busca e pelo consumo de substancias, perpetuando assim o ciclo
vicioso da dependéncia (DAY et al.,2007;).

A amidala basolateral é outra regido muito importante no desenvolvimento da
dependéncia e parece ter interagdo direta com o sistema mesocorticolimbico
(FORMIGONI et al. ,2016). Ela desempenha um papel central no processamento das
emogOes e na regulacdo das respostas ao estresse € além do mais, estd envolvida na
avaliacdo e na resposta a estimulos emocionais, incluindo aqueles que sao percebidos
como ameacadores ou estressantes (ROOZENDAAL et al., 2009).

Por outra via, o BNST também tem um papel importante na maneira em que o
corpo responde ao estresse, além de influenciar nas emocdes e na regulacdo da ansiedade,
particularmente em interacdes com o hipotdlamo e outras estruturas limbicas (DAGUE et
al.,, 2018). Além disso, pesquisas indicam que a regido também estd relacionada a
comportamentos associados ao uso de substancias, como a busca por recompensas,
desempenhando uma func@o crucial em como o organismo responde ao etanol,
particularmente no circuito de recompensa mesocorticolimbico (KOOB; VOLKOW,
2010).

O estresse pode ser definido como uma reacdo do organismo a forcas deletérias e
que, geralmente, se manifestam por alteracdes neuroenddcrinas ou adrenocorticais.
Estudos indicam que a principal fonte de estresse para os seres humanos apresenta uma
natureza social (MARTINEZ et al., 1998).

Uma pesquisa realizada com trabalhadores de uma universidade publica de Sdo
Paulo para relacionar o uso de substidncias ao estresse, mostrou que 15% dos
trabalhadores apresentavam problemas como absenteismo e licengas médicas atribuidas
ao uso de dlcool etilico e/ou outras drogas, e 18% por depressao e estresse. Observou-se,
ainda, um risco aumentado para a ocorréncia de acidentes no ambiente de trabalho entre
esse grupo (CARMO et al., 2020).

Nesse contexto, mundialmente, entre 20 e 25% dos acidentes de trabalho foram
associados diretamente as pessoas que estavam sob o efeito de algum tipo de substancia.

Além disso, 3% a 5% da populacdo dos trabalhadores apresentavam critério de
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diagnostico da Sindrome de Dependéncia Alcodlica (SDA), atrelada as consequéncias nos
ambientes de trabalho, como atrasos, conflitos interpessoais, baixa produtividade, pressdao
sobre os colegas de trabalho, ambiente de inseguranca (violéncia, possiveis furtos e
roubos) e custos com demissdes e indenizagdes (CARMO et al., 2020).

Quando aplicamos esse contexto ao reino animal, podemos observar a influéncia
do estresse na vida dos roedores, pois sdao expostos a diversas situagdes que podem
desencadear essa condicdo, como separacdo materna precoce, disputas por territorio,
isolamento social, entre outras (GIRARDI, 2011) .

O estresse pode ser classificado de dois tipos: o estresse mental, o qual pode ser
desencadeado pelo meio-ambiente hostil ou ndo familiar; e o estresse fisico ou
participatorio, que pode ser causado por técnicas de conten¢do, anestésicos ou cirurgias
(MESQUITA, 2009).

No presente experimento feito utilizou o estresse fisico induzido, onde foram

feitas sessoes de estresse de nivel moderado para obtermos os dados do estudo.

1.5 Influéncia do estresse na dependéncia de etanol

A dependéncia do dlcool etilico € influenciada por uma interagcdo complexa de
fatores genéticos, neurobioldgicos, psicoldgicos e ambientais. A exposicao repetida ao
alcool pode levar a adaptacdes no SNC, resultando em tolerancia, sensibilizacdo e
mudancas na regulacdo dos neurotransmissores (LOHESWARAN et al., 2017). Além
disso, fatores ambientais, como o0 acesso facil ao alcool etilico e a influéncia cultural,
desempenham um papel significativo no desenvolvimento e na manutencdo da
dependéncia (SOUSA, 2017).

A transi¢do do consumo ocasional de dlcool etilico para a dependéncia é um
processo intricado que pode ser influenciado por diversos elementos, sendo os fatores
ambientais um dos mais relevantes (GUIMARAES et al, 2010).

Ambientes que facilitam o acesso e a disponibilidade do élcool etilico podem
aumentar o risco de desenvolvimento da dependéncia (ROZIN et al., 2012). Isso abrange
ndo apenas a presenga fisica de bebidas alcodlicas, mas também as normas sociais que
toleram ou até mesmo incentivam o consumo excessivo de dlcool. Além disso, situagdes

de estresse, influéncia social e eventos traumaticos podem desempenhar um papel crucial
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nessa transi¢ao, afetando as escolhas e comportamentos relacionados ao dlcool (SOUSA,
2017).

As respostas fisiologicas primdrias a um estressor envolvem a ativagdo do sistema
nervoso autonomo simpdtico e a ativagao do eixo HHA (Figura 2). A resposta do eixo
HHA ao estresse € iniciada pela secre¢ao do fator liberador de corticotrofina (CRF) pelo
nicleo paraventricular hipotalamico (PVN). O CRF age na glandula hipofisdria,
estimulando a secre¢do do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), que atua no cortex
das glandulas adrenais para induzir a liberagao de glicocorticoides na corrente sanguinea:

o cortisol, em humanos, e a corticosterona, em roedores (MATHEWS et al., 2008).

Figura 3 — Sistema Nervoso Auténomo e Eixo Hipotdlamo-Hip6fise-Adrenal
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Fonte: ZUARDI,2014

Os glicocorticoides, hormonios esteroides, exercem impacto em varias células do
organismo e desempenham um papel fundamental na mobilizacdo de recursos energéticos
em reacao a situagdes estressantes. Além disso, desempenham papéis vitais em diversos
sistemas, como o cardiovascular, imunoldgico e neural. A maioria dos efeitos bioldgicos
desses hormonios ocorrem por meio de interacdes gendmicas, nas quais eles se ligam aos
receptores intracelulares mineralocorticoides (MR) e glicocorticoides (GR)
(GROENEWERG et al., 2012).

Esses dois tipos de receptores apresentam diferencas em relacdo a afinidade pelos
ligantes e a distribui¢do no corpo. O receptor MR possui uma afinidade maior pelos
glicocorticoides, o que significa que a maioria dos MRs estdo ocupados mesmo em
concentracdes baixas de hormonio. Por outro lado, os receptores GRs, sdo ativados em
resposta a niveis elevados de glicocorticoides, como aqueles observados apds um evento

estressor (JOELS ,1994).
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Em termos de localiza¢do no cérebro, o GR é mais amplamente distribuido, com
niveis significativos no hipocampo, amidala, nicleo paraventricular hipotalamico (PVN)
e cortex pré-frontal, enquanto isso o MR € predominantemente encontrado em dreas

limbicas, como o hipocampo, amidala e cértex pré-frontal (GIERSTAD et al., 2018).

2 Hipotese

Esta pesquisa propde a hipétese de que a exposi¢cdo aguda ao estresse em
camundongos pode ativar conjuntos neuronais relacionados ao consumo de etanol, o que
possivelmente leva a recaida no uso dessa substancia. Além disso, investiga-se a
possibilidade de que essa exposicdo ao estresse provoque alteracdes na expressao génica

na regido da amidala.

3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi analisar a participagao do sistema endocanabindide da
amidala na interacdo entre a exposi¢ao de estresse intermitente variado e o consumo

voluntdrio de etanol em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar se a exposi¢do dos animais ao protocolo de estresse intermitente

variado causa altera¢cao no consumo voluntério de etanol;

® Analisar se a exposi¢do dos animais ao protocolo de estresse intermitente
variado e o consumo voluntdrio de etanol altera a expressido dos receptores

CB1 e CB2, nas regides da amidala e do BNST.

4 Materiais e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados 28 camundongos machos da espécie C57BL/6J (Peso: 20-30g, 3
semanas), fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR/UFU). O protocolo
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experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais
(CEUA/UFU) nimero SEI 23117.081886/2022-96.

Os animais foram alojados em grupos de 4 a 5 animais, na sala de alojamento do
biotério com ciclo de luz controlado (claro/escuro 12hs/12hs), temperatura controlada (21
+ 2°C), alimentag@o e ingestdo hidrica ad libitum, e permanéncia em gaiolas-moradia
(mini isoladoras) de 17cm de largura x 27 cm de comprimento x 12,5 cm de altura nos
padrdes ambientais estabelecidos acima, com fluxo de ar puro, ventiladas por exaustio,
permitindo assim uma prote¢do aos animais contra agentes contaminantes. Os
procedimentos experimentais seguiram as orientacdes dos "Principios de Cuidados com
Animais de Laboratério" segundo a Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de

Laboratério (SBCAL).

Figuras 4: Ilustracdo do modelo de estante, identificacdo e gaiola utilizada no alojamento dos animais.

Legenda: Autoria do autor (2024). Em (A) observa-se a rack ventilada na qual os animais sdo alojados; (B)

a etiqueta com identificacdo e (C) o microisolador.

4.2 Substincias

Durante as exposi¢des foi utilizado Etanol (Sigma-Aldrich, 95% v/v, St. Louis,
MO, EUA) diluido em dgua nas concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20% (v/v). No

momento que antecedeu a eutandsia foi utilizado Isoflurano 4% via inalatoria.

4.3 Grupos experimentais

Os camundongos foram criados e mantidos no biotério de experimenta¢do animal

REBIR/UFU e foram entregues com 3 semanas da vida, sendo assim, separados para o
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experimento e alojados em grupos de 3 a 4 animais nas gaiolas-moradia, permanecendo
assim durante todo o protocolo de estresse € em conjunto com a divisdo, foi estabelecido:

° Grupo Controle;

° Grupo Estressado.

ApOs essa fase inicial, os camundongos foram habituados a duas semanas de
manipulagdo apenas para a troca das caixas, realizada duas vezes por semana. Apds esse
periodo, deram-se inicio aos procedimentos experimentais especificos para cada grupo.
Os animais foram divididos em dois grupos: grupo controle (7 animais) e grupo estresse

(7 animais).

4.4 [Etapas experimentais

O experimento foi dividido em 6 etapas:

Tempo (T) 0: Solicitagao dos animais;

TO01: Separacdo e identificagdo dos animais em grupos;

TO02: Inicio do cronograma de estresse seguindo o Protocolo de Estresse
Moderado Intermitente Imprevisivel ;

T03: Consumo Voluntério de Etanol diluido em dgua nas concentragdes de 5, 10,
15 € 20% (v/v)., sendo ofertado trés vezes na semana;

TO04: Teste de Reexposi¢ao ap6s 3 dias da dltima oferta de Etanol na concentracao
de 20% (v/v);

TO0S: No final dos testes foi realizada a eutandsia dos animais e a coleta dos
encéfalos para andlise.

Figura 5: Ilustracido do Cronograma Experimental
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4.5 Protocolo de estresse moderado intermitente imprevisivel

O protocolo de estresse moderado intermitente imprevisivel consistiu na
exposicdo a diferentes estressores duas vezes por dia, durante um periodo de 10 dias (Dia

1 ao Dia 10). O grupo controle ndo foi submetido a nenhum tipo de estresse, exceto pela

troca/limpeza das gaiolas.

Os tipos de estressores utilizados, foram selecionados a partir da literatura de

estudos relacionados com o presente projeto (Ledo et al., 2012; Mullingan et al., 2019;

Santos-Rocha et al., 2018; Sircar, 2020), sao eles:

n
minutos;

| ]

n

Nadar em dgua temperatura ambiente (20°C - 25°C) durante o dia por 5

Privacao de comida durante a noite por 12 horas;

Caixa moradia inclinada durante o dia por 1 (uma) hora;

Maravalha molhada durante o dia por 1 (uma) hora;

Imobilizag¢do durante o dia por 1 (uma) hora;

Luzes acesas durante a noite por 12 horas;

Luzes apagadas durante o dia por 2 horas.

4.6 Cronograma de estresses aplicados

Tipos de estresse que os animais foram expostos diariamente por 10 dias:

Tabela 1: Tipos de Estresses

DIAS TIPO 1 TIPO 2

1 Imobilizacdo Maravalha Molhada

2 Caixa Moradia Inclinada Luzes Apagadas durante o Dia
3 Luzes Acesas durante a Noite Nado For¢ado

4 Privacdo de Comida Imobilizacdo

5 Nado Forgado Caixa Moradia Inclinada

6 Luzes Acesas durante a Noite Privacdo de Comida

7 Imobilizag¢ao Maravalha Molhada

8 Caixa Moradia Inclinada Luzes Apagadas durante o Dia
9 Imobilizacdo Nado For¢ado

10 Maravalha molhada Privacdo de Comida
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Fonte: Criada pela autora (2024).

4.7 Estresses aplicados

4.7.1 Imobilizacdo por restricdo de movimento

Nesse procedimento, os animais foram colocados dentro de contensores de
acrilico (6-7 cm de diametro com 12 cm de largura) com respiradouro para sua contengao,
tendo assim, seus movimentos impedidos, sendo permitido apenas avangar somente para
frente e para trds dentro do tubo, sem conseguir virar a cabe¢a ou movimentar a cauda,
experimentando assim uma situacdo de restricdo de movimento.

O procedimento teve a duracio de 1 (uma) hora e ocorreu durante o dia (fase clara

do ciclo circadiano do animal).

Figura 6: Ilustracao da Imobilizacao

Fonte: Autoria do autor (2024).

4.7.2 Caixa moradia inclinada

Nesse procedimento, a caixa moradia dos animais foi posicionada inclinada em
45° graus, mantendo assim os animais em plano inclinado. O procedimento teve a duragao

de 1 (uma) hora e ocorreu durante o dia (fase clara do ciclo circadiano do animal).

Figura 7: Ilustracido do Procedimento
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Fonte: Autoria do autor (2024)

4.7.3 Luzes acesas durante a noite

Nesse procedimento, os animais foram mantidos nas gaiolas moradias dentro de
uma sala com as luzes acesas. O procedimento do ciclo claro teve a duracdo de 12 horas

e ocorreu durante a noite (fase escura do ciclo circadiano do animal).

4.7.4 Luzes apagadas durante o dia

Nesse procedimento, os animais foram mantidos nas gaiolas moradias dentro de
uma sala com as luzes apagadas. O procedimento do ciclo escuro teve a duragdo de 2

horas e ocorreu durante o dia (fase clara do ciclo circadiano do animal).

4.7.5 Privagdo de comida durante a noite

Nesse procedimento, toda a racdo foi retirada da gaiola dos animais, restringindo
assim, a sua alimentacdo. Apds o procedimento, a racdo foi recolocada nas gaiolas e os
animais tiveram livre acesso ao alimento. O procedimento teve a duracdo de 12 horas e

ocorreu durante a noite (fase escura do ciclo circadiano do animal).

4.7.6 Nado forcado

Os animais foram colocados separadamente em um aparato/recipiente com dgua
fria (temperatura ambiente) proveniente das torneiras do REBIR /UFU.

No aparato, o nivel da 4gua ndo permitiu que a cauda ou patas do animal tocassem
no fundo exigindo que ele nadasse forcadamente. Apds o procedimento, os animais foram

secos com uma flanela seca e colocados sob luz aquecedora por 30 minutos. O
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procedimento teve a duragdo de 5 minutos e ocorreu durante o dia (fase clara do ciclo

circadiano do animal).

Figura 8: Ilustracao do Nado Forcado

Fonte: Autoria do autor (2024)

4.7.7 Maravalha molhada durante o dia

Nesse procedimento, a caixa moradia dos animais foi molhada com 4gua fria
(temperatura ambiente) proveniente das torneiras do REBIR/UFU, sendo adicionado 200
ml de dgua para cada 100 g de maravalha. Apds o procedimento, os animais foram
alocados em outra caixa moradia com maravalha seca. O procedimento teve a duragdo de

1 (uma) hora e ocorreu durante o dia (fase clara do ciclo circadiano do animal).

4.8 Consumo intermitente de livre-escolha de etanol

Os animais foram inseridos individualmente em gaiolas contendo duas garrafas,
uma contendo dgua e outra contendo solu¢do de etanol, durante 2h, trés vezes por semana
(as segundas, quartas e sextas-feiras), durante 4 semanas (Dia 13 ao Dia 37).

A concentracdo da solugdo de etanol foi alterada de forma progressiva, sendo
aumentada a cada semana (3 dias) de exposi¢do (5, 10, 15 e 20% v/v). Entdo, os animais
passaram por 3 dias (Dias 37, 38 e 39) nos quais ndo foram expostos ao etanol (fase de
retirada da droga). Apds isso, foram novamente expostos a 1 (uma) sessdo de consumo
de livre-escolha entre dgua e etanol a 20% (Dia 40), durante 1h (teste de reexposicdo a

droga - TRD).
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Nos dias em que ndo foram expostos ao etanol, os animais permaneceram em suas
gaiolas-moradia, com seus irmdos de ninhada. A posicao das garrafas foi alternada para
evitar viés de escolha devido a posicdo. As garrafas de dgua e solugdo de etanol foram
pesadas antes e apds a apresentacao aos animais para cdlculo da quantidade de substancia
ingerida (em g de etanol / kg de peso corporal) e da porcentagem de preferéncia pela
solucdo de etanol. A quantidade de 4gua ou etanol perdida devido a vazamento foi aferida
através de uma garrafa inserida em gaiola vazia (branco). Esse protocolo foi baseado no

descrito por Hwa et al., 2011.

4.9 Teste de reexposicao a droga (TRD)

Ap6s o fim dos dias de exposicdo a droga, os animais passaram por um periodo
de 3 dias consecutivos de retirada do etanol, durante o qual ndo foram expostos a droga,
sendo deixados em suas gaiolas-moradia. Apés a retirada, os animais foram reexpostos a
condicdo de livre-escolha entre 4gua e etanol 20% por 1 hora. Foram calculadas as médias
do consumo de etanol e da preferéncia pela solu¢do de etanol, para cada etapa do
protocolo, durante os 30 primeiros minutos e 1 hora . Esse protocolo foi baseado no

descrito por Hawa et al., 2011.

4.10 Dissecacio das regioes encefalicas em criostato

Imediatamente ap6s o TRD os animais foram eutanasiados ,sendo coletados seus
encéfalos e colocados em nitrogénio liquido. Os encéfalos foram seccionados no
criostato, sob temperatura de -19 a -23°C seguindo as coordenadas do atlas para
camundongos de (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). As regides da amidala e BNST foram
dissecadas por meio de agulhas de ponta chata de 14 -16 gauge e colocada em criotubos.
Os tubos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C, para

posterior andlise da expressdo génica por RT-PCR.

4.11 Extracdo do RNA e sintese do c-DNA e reacio de polimerase em cadeia em
tempo real (RT-PCR)

Ap6s a preparacao do homogenato da amidala e BNST, utilizou-se a técnica de

pré-amplificacdo multiplex, descrita previamente por Liu et al. (2014). Inicialmente, as
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amostras foram transferidas para um tubo com 50 puL de tampao de extracdo do PicoPure
RNA isolation kit (Arcturus Bioscience) e foram lisadas com auxilio de micropipetas de
10 uL. Em seguida, realizou-se uma incubacio a 42°C por 30 minutos. A suspensao foi
centrifugada a 1000xg a 4°C por 2 minutos, € o sobrenadante foi coletado para o
isolamento do RNA. O RNA foi filtrado em colunas, lavado e eluido conforme as
recomendacdes do kit (PicoPure RNA isolation).

Fitas simples de cDNA foram sintetizadas com o Kit Superscript III first strand
cDNA synthesis (Invitrogen, Life Technologies), de acordo com as instru¢des do
fabricante. O Kit TagMan PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies)
foi utilizado para a pré-amplificacdo do cDNA. Utilizou-se 80 nM de primers para alvos
especificos, e entdo, 2 pL. de cada cDNA foram misturados com 5,5 uL de primers e 7,5
puL da solugao de TagMan PreAmp Master Mix 2x concentrada.

Os cDNAs foram pré-amplificados em um termociclador utilizando a seguinte
programagao: 95°C por 10 minutos; 14 ciclos de desnaturacdo a 90°C por 15 segundos;
ciclo de anelamento e extensdo a 60°C por 4 minutos. Os produtos de PCR foram diluidos
5 vezes com dgua de padrao de biologia molecular e armazenados a -20°C. O ensaio de
RT-PCR duplex foi realizado em duplicata utilizando uma sonda marcada com FAM para
cada gene alvo (FAAH, MAGL, CB1 e CB2) e outra marcada com VIC para o gene
controle (Pdel0a). Para esse ensaio, foi utilizado o kit TagMan Advanced Fast PCR
Master Mix (Life Technologies). Pdel0a foi utilizado, pois esse gene é relativamente
abundante e ndo foi alterado em experimentos de reinstalacdo da autoadministracdo de
drogas induzida pelo contexto (Rubio et al., 2015). O ensaio foi realizado utilizando a
seguinte programacao: 95°C por 20 segundos, 40 ciclos de desnaturacido a 95°C por 3
segundos, anelamento e extensdao a 60°C por 30 segundos. A expressao relativa obtida
dos valores de Ct foi calculada utilizando a seguinte férmula: ACt = Ct (gene alvo) - Ct

(Pdel0a).

4.12 Analise estatistica

As andlises foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism versao 8.1,
que permitiu a geragcdo dos graficos com os dados experimentais. Para a anélise dos dados
de ingestdo intermitente voluntdria de etanol, foi aplicado o teste T de Student para

amostras independentes, considerando como fatores a exposi¢do ao estresse (grupo
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estresse vs. grupo controle) e o consumo de etanol como medida repetida ao longo do
tempo. A andlise dos valores de expressdo gé€nica na regido da amidala foi realizada
também utilizando o teste T de Student, com a comparac@o entre oS grupos estresse €

controle.

5 Resultados

5.1 Experimento 1: Consumo livre-escolha e preferéncia de etanol

Delineamento: Recebemos os animais com 3 semanas de vida e na semana 5, 0s
mesmos foram expostos ao protocolo estresse moderado intermitente imprevisivel (grupo
estresse; n= 14) ou foram mantidos agrupados em suas gaiolas moradias sem
manipulacdo, exceto para limpeza das gaiolas (grupo controle; n=14). Os animais do
grupo estresse foram expostos a diferentes estressores, duas vezes por dia durante 10 dias
consecutivos. Os tipos de estressores utilizados foram selecionados e escolhidos
conforme descrito no item 4.5. Ao final dos 10 dias de estresses, os camundongos foram
avaliados em sessdes-teste de consumo intermitente de livre-escolha de etanol (item 4.8)
e apds o fim dessas sessoes, foram reexpostos a droga por 1 hora (item 4.9). Foi avaliado
o impacto do estresse sobre o comportamento de consumo de etanol em camundongos ao
longo de um periodo total de 120 minutos por sessdo. Além de analisar o consumo
cumulativo ao final desse periodo, o consumo foi detalhadamente investigado em trés
intervalos de tempo: 0-30 minutos, 30-60 minutos e 60-120 minutos. As solucdes de
etanol foram fornecidas aos animais em concentragdes crescentes: 5%, 10%, 15% e 20%

(m/v) , sendo elevada a concentracio a cada dois dias de consumo.

5.1.1 Consumo livre-escolha e preferéncia de etanol 5%

Consumo de Etanol 5%: Para avaliar o impacto do estresse sobre o consumo
involuntdrio de etanol em camundongos, foram realizados Testes T de Student para
amostras independentes. Nos primeiros 30 minutos de exposi¢dao a solucao de etanol a
5%, o grupo estressado apresentou um aumento significativo no consumo da substancia
em comparagdo ao grupo controle [T(25) = 2,6; p = 0,014]. No entanto, essa diferenca

nao se manteve nos intervalos subsequentes. Ao analisar o consumo nos periodos de 30-
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60 minutos e 60-120 minutos, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos (Figura 9A, 9B e 9C).

Preferéncia de Etanol 5%: Em relagdo a preferéncia pelo etanol, ndo houve
diferencas significativas entre os grupos nas diferentes janelas de tempo (Figura

9E,9F,9G), coincidindo com a preferéncia total (9H) dos grupos que apresentaram valores

de preferéncia proximos a 60.

Figura 9: Consumo e Preferéncia de EtOH 5%
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Legenda: Média + erro padrdo da média (EPM) do consumo de etanol 5% (g/kg) durante as exposi¢des a droga em
30 minutos (A), 30-60 minutos (B) e 60-120 minutos (C) ,e o total cumulativo consumido em 120 minutos (D);
Preferéncia de etanol 5% a agua , sendo a proporgdo entre a ingestdo de alcool e a ingestdo total de fluidos, em 30
minutos (E), 30-60 minutos (F) e 60-120 minutos (G), € o total da preferéncia cumulativa nos 120 minutos (H). #

p<0,05 em relagéo ao grupo Controle (n = 12-14 animais/grupos).
5.1.2 Consumo livre-escolha e preferéncia de etanol 10%

Consumo de Etanol 10%: Na concentracao de 10% de EtOH, embora a analise
estatistica pelo teste T de Student ndo tenha revelado uma diferenga significativa,
observou-se uma evidéncia sugestiva de maior consumo de alcool pelo grupo estressado
nos primeiros 30 minutos e no total cumulativo (Figura 10A, 10D). Entretanto, nos
graficos 10B e 10C essa evidéncia ndo se manteve, e também ndo foram observadas
diferencas estatisticas no consumo de alcool entre os grupos.

Preferéncia de Etanol 10%: Apesar do grupo estressado apresentar uma evidéncia
sugestiva em preferir a droga nos momentos de 30 minutos, 30-60 minutos e 60-120
minutos (Figura 10E,10F e 10G) esta ndo foi significativa, sendo constatado no final do

consumo cumulativo (Figura 10H) essa semelhancga, préximo aos 50% de consumo.
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Figura 10: Consumo e Preferéncia de EtOH 10%
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Legenda: Média + erro padrdo da média (EPM) do consumo de etanol 10% (g/kg) durante as exposi¢des a droga em
30 minutos (A), 30-60 minutos (B) e 60-120 minutos (C) ,e o total cumulativo consumido em 120 minutos (D).
Preferéncia de etanol 10% a 4gua , sendo a proporgdo entre a ingestao de alcool e a ingestdo total de fluidos, em 30

minutos (E), 30-60 minutos (F) e 60-120 minutos (G), e o total da preferéncia cumulativa nos 120 minutos (H) (n = 13-

14 animais/grupos).
5.1.3 Consumo livre-escolha e preferéncia de etanol 15%

Consumo de Etanol 15%: Avaliando o consumo de EtOH na concentracdo de
15%, nos 30 minutos iniciais (Figura 11A) foi apresentado consumo sugestivo maior de
alcool pelo grupo estressado, mas que nao foi estatisticamente significativa devido a
p<0,05 [T(26)= 1,592; p=0,1235] . No momento de 30-60 minutos (Figura 11B) os
animais do grupo estressado continuaram a consumir mais EtOH em comparagdo ao
grupo controle, tendo resultado de significancia [T(26)= 2,15; p=0,0407] pelo Teste T de
Student. No entanto, no grafico 11C, vimos que o consumo da droga diminuiu em ambos
os grupos, ¢ a diferenca entre eles parece ser menos pronunciada e nado significativa
[T(26)= 0,66; p=0,5149].

Preferéncia de Etanol 15%: Em relacdo a preferéncia, por etanol a dgua, nio
foram observados valores significativos em 11E,11F e 11G. No entanto, ¢ relevante notar
a identificacao de uma evidéncia sugestiva de maior consumo pelo grupo estressado por
alcool em comparagdo ao grupo controle durante o tempo total de exposi¢do (Figura 11H),

mesmo nao sendo significante pelo teste T de Student [T(26)= 1,610; p=0,1195].
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Figura 11 :Consumo e Preferéncia de EtOH 15%
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Legenda: Média + erro padrao da média (EPM) do consumo de etanol 15% (g/kg) durante as exposi¢des a
droga em 30 minutos (A), 30-60 minutos (B) e 60-120 minutos (C) ,e o total cumulativo consumido em
120 minutos (D). Preferéncia de etanol 15% a agua , sendo a proporcéo entre a ingestdo de alcool e a
ingestdo total de fluidos, em 30 minutos (E), 30-60 minutos (F) e 60-120 minutos (G), e o total da
preferéncia cumulativa em 120 minutos (H). ); # p<0,05 em relacdo ao grupo Controle (n = 14

animais/grupos).
5.1.4 Consumo livre-escolha e preferéncia de etanol 20%

Consumo de Etanol 20%: Avaliando o consumo de EtOH na concentracao de
20%, nos 30 minutos iniciais (Figura 12A) o teste T de Student identificou uma diferenca
significativa no consumo de etanol entre os grupos, apresentando um consumo
significativamente maior de etanol por parte do grupo estressado [T(26)= 2,180;
p=0,0385]. Nos graficos 12B e 12C nao foram observadas diferencas significativas entre
0s grupos, com ambos consumindo uma quantidade baixa de etanol. Quando analisamos
o consumo cumulativo de etanol ao longo de todo o periodo (120 minutos) (figura 12D),
observou-se um consumo maior no grupo de estressado, porém, valores ndo significativos
[T(26)= 1,766; p=0,0891].

Preferéncia de Etanol 20%: Ao analisar a preferéncia dos grupos nos diferentes
momentos, segundo o teste T de Student ,no grafico 12E houve uma tendéncia
significativa do grupo estressado em preferir a droga nos primeiros 30 minutos de

exposicao [T(24)=4,226; p=0,0003] e o mesmo evento se repetiu no momento de 60-120
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minutos (Figura 12G), apresentando um valor significativo p<0,05 [T(25)= 2,475;
p=0,0205]. No entanto , ndo houve valores significativos nos demais graficos observados,
tanto no momento 30-60 minutos (Figura 12F) [T(26)=1,707; p=0,0998] ,quanto no total
cumulativo (Figura 12H) [T(26)= 0,9134; p=0,3694].

Figura 12 :Consumo e Preferéncia de EtOH 20%
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Legenda: Média + erro padrao da média (EPM) do consumo de etanol 20% (g/kg) durante as exposi¢des a
droga em 30 minutos (A), 30-60 minutos (B) e 60-120 minutos (C) ,e o total cumulativo consumido em
120 minutos (D); Preferéncia de etanol 20% a agua , sendo a proporgdo entre a ingestdo de alcool ¢ a
ingestdo total de fluidos, em 30 minutos (E), 30-60 minutos (F) ¢ 60-120 minutos (G), ¢ da preferéncia

cumulativa nos 120 minutos (H). *, # e § p<0,05 em relacdo ao grupo Controle (n = 14 animais/grupos).

5.1.5 Teste de reexposiciao a droga (TRD)

Como descrito no item 4.9, fizemos o TRD com os animais apds 3 dias de
abstinéncia da droga.

Consumo de Etanol 20% no TRD : Nos 30 minutos iniciais de reexposi¢ao (Figura
13A), o consumo foi relativamente baixo por parte do grupo estressado, ndo apresentando
valor significativo pelo teste T de Student, sendo p>0,05 [T(26)=1,425;p=1,659].
Seguindo para o proximo momento analisado de 30-60 minutos (Figura 13B), o consumo
do grupo estressado apresentou uma evidéncia sugestiva de aumento, todavia, ndo

significante [T(26)=0,9828;p=0,3347]. O padrdo manteve-se no consumo total
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cumulativo (Figura 13C), onde ambos os grupos apresentaram consumo proximo, sem
variagoOes estatisticas relevantes entre os mesmos [T(26)=1,259;p=0,2193].

Preferéncia de Etanol 20% no TRD: Apesar de ndo terem sido encontradas
diferencas significativas entre o consumo da droga pelos grupos no teste T de Student,
foi observado que, com 30 minutos de reexposi¢ao, o grupo estressado apresentou uma
preferéncia aparente pelo consumo da droga (Figura 13D) [T(26)=1,291;p=0,2081]. No
entanto, no momento posterior a esse, entre 30-60 minutos e no total cumulativo (Figura
13E, 13F), a preferéncia do grupo estressado atingiu niveis semelhantes aos observados
no grupo controle, em torno de 50% de consumo de EtOH.

Figura 13 : Consumo e Preferéncia de EtOH 20% no TRD
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Legenda: Média + erro padrao da média (EPM) do consumo de etanol 20% (g/kg) durante as exposicdes a
droga em 30 minutos (A), 30-60 minutos (B) e 60-120 minutos (C) ,e o total cumulativo consumido em
120 minutos (D); Preferéncia de etanol 20% a agua , sendo a proporgdo entre a ingestdo de alcool ¢ a
ingestao total de fluidos, em 30 minutos (E), 30-60 minutos (F) ¢ o total da preferéncia cumulativa em 60

minutos (G) (n = 14 animais/grupos).

5.2 Experimento 2: efeitos do estresse sobre a ativacio neuronal nos niveis de
expressao dos genes do sistema endocanabinoide em resposta ao consumo de

livre-escolha de etanol nas regioes: amidala e nucleo intersticial da estria
terminal (BNST)
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Delineamento: Imediatamente apds o término da sessdo de reexposi¢cdo, os
camundongos (grupo estresse: n= 14, grupo controle: n= 14) foram submetidos a um
processo de anestesia com Isoflurano, garantindo a rdpida inducdo do estado anestésico
para minimizar o desconforto e evitar a liberacdo de hormonios de estresse que poderiam
interferir nos resultados moleculares. Apds a indugcdo da anestesia, foi realizado o
deslocamento cervical e em seguida, os camundongos foram decapitados, e os encéfalos
foram removidos. Cada encéfalo foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido para
preservar a integridade das moléculas e evitar degradacdo enzimatica. Os tecidos foram
entdo armazenados em freezers a temperaturas extremamente baixas (-80°C) até o
momento das andlises moleculares.

Para avaliar os efeitos do estresse sobre a expressao dos genes que codificam para
os receptores CB1 e CB2, e as enzimas envolvidas no metabolismo de endocanabinoides
(FAAH, MGLL), em resposta ao consumo de etanol de livre-escolha, apds a reexposicao
a condi¢do de livre-escolha entre dgua e etanol 20% por 1 hora (item 4.9), os encéfalos
foram coletados e a amidala e o BNST foram dissecados em criostato. Nao foi possivel
avaliar expressao da proteina FAAH e MGLL, sendo assim, apenas a expressiao de CB1
e CB2 em duas regides foram estudadas, na amidala e no BNST, localizados no encéfalo.
A expressdo dos genes CB1 e CB2 foi quantificada por meio da técnica Reacdo de
Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR), sendo o resultado expresso em
unidades arbitrarias (2"22¢T).

O modelo matematico utilizado para a obten¢ao das unidades arbitrarias para essa
andlise foi: 1- Subtracao do valor de CT do gene de interesse pelo CT do gene GAPDH
(ACt); 2- Média do ACT das amostras; 3- ACT de cada amostra — a média do ACT do
grupo controle-dgua (AACT); 4- elevacdo negativa do AACT na base 2 = 2-AACT. Em
decorréncia de pequeno volume de amostra, realizamos um pool de amostras, somando
dois animais do mesmo grupo para compor uma amostra. Foi avaliado o efeito do estresse
no consumo de etanol e na modulagcdo dos niveis génicos de CB1 e CB2, utilizando o
Teste T de Student para amostras independentes nas comparacdes entre os grupos controle

€ estresse.

5.2.1 Niveis de expressao de receptores CB1 e CB2 na amidala

Niveis de expressdo de receptores CBI: Avaliando a expressdo do receptor

CBI1(A) na amidala (Figura 14), o teste T de Student identificou uma diferenca
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significativa entre os grupos, com o grupo estressado apresentando niveis
significativamente maiores de expressao de CB1 em comparagdo ao controle sendo p<
0,05 [T(10)= 2,534; p=0,0297].

Niveis de expressdo de receptores CB2: Avaliando a expressao do receptor CB2
(B) na amidala ,o teste T de Student ndo identificou diferencas significativas entre os
grupos, embora o grupo estressado tenha apresentado um indicio sugestivo de aumento
nos niveis de expressdo de CB2 em comparagdo ao controle ,esta ndo foi estaticamente
significante [T(9)= 1,668; p=0,1296].

Figura 14 : Niveis de expressao de receptores CB1 e CB2 na amidala
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Legenda: Analise relativa da expressdo (224¢T) dos genes CNR1 (A), CNR2 (B) na amidala, ap6s a tilltima
sessdo de reexposicao a droga; #p<0,05 em relagdo ao grupo controle. Dados apresentados como média =

erro padrao da média.

5.2.2 Niveis de expressao de receptores CB1 e CB2 no BNST

Niveis de expressdo de receptores CBI: Analisando a expressao do receptor CB1
(A) no BNST (Figura 15), o teste T de Student revelou que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos estressado e controle [T(6)= 0,9318; p=0,3874].

Niveis de expressdao de receptores CB2: Considerando a expressao do receptor
CB2 (B) no BNST, o teste T de Student revelou uma diferenga significativa entre os
grupos, com o grupo estressado apresentando niveis significativamente maiores de
expressdao de CB2 em comparagdo ao grupo controle [T(5)=8,957;p=0,0003].

Figura 15 : Niveis de expressao de receptores CB1 e CB2 no BNST
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Legenda: Andlise relativa da expressdo (224¢T) dos genes CNR1 (A), CNR2 (B) no BNST, ap6s a tltima
sessdo de reexposicao a droga; §p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Dados apresentados como média +

erro padrao da média.

6 Discussao

O presente estudo demonstrou que a exposicao ao estresse, no modelo de estresse
intermitente imprevisivel, influenciou na preferéncia e no consumo de etanol,
apresentando valores significativos em comparagdo ao grupo controle. Essa evidéncia
sugestiva em preferir a busca pelo alcool etilico, mesmo que ndo significativa, também
foi observada no periodo de reexposicao a droga.

Durante o decorrer da oferta do EtOH aos animais, o grupo exposto ao estresse
apresentou consumo e preferéncia significativos para as concentragdes 5%, 15% e 20%
(m/v), sendo notavel estes dados quando observamos a evidéncia sugestiva pela busca da
substancia no total cumulativo. No entanto, essa busca ocorreu principalmente nos
primeiros momentos da oferta e ndo foi constante ao longo da exposi¢ao. Estudos prévios,
como o de Melendez et al. (2006), indicam que ciclos repetidos de abstinéncia podem
amplificar a ingestdo de etanol em determinados momentos, sugerindo que a variabilidade
observada pode estar associada a uma intera¢ao dinamica entre o estresse e os padroes de
busca por etanol.

No experimento 1, avaliou-se o consumo de livre-escolha e a preferéncia pelo
etanol, detectando um indicio sugestivo de aumento no consumo de etanol pelo grupo
exposto ao estresse, comparado ao grupo controle, sugerindo que os camundongos do

grupo estressado exibiram um aumento no consumo voluntario de etanol.
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Essa possivel relagdo foi replicada e confirmada ao longo do experimento, tanto
durante o tempo de exposicdo a droga, quanto ao total cumulativo de 2 horas de
exposi¢do, apresentando maior ingestdo e preferéncia por etanol ao longo das sessoes de
livre-escolha. Assim como nos estudos epidemioldgicos realizados por pesquisadores, foi
demonstrado que individuos com maiores niveis de estresse apresentaram da mesma
forma, maiores niveis de consumo de alcool (KEYES et. al., 2012).

Porém, nossos resultados mostraram que, mesmo ofertando diferentes
concentracoes, a busca nao foi continua e aumentativa, exceto nos 30 primeiros minutos
de oferta, possivelmente devido a um “limite” de consumo durante o periodo de 2 horas
de exposicao. Dole et al. (1984) sugerem que roedores ajustam o consumo de etanol para
evitar toxicidade quando a ingestdo se aproxima do limite de sua capacidade de
metabolizacdo e eliminacao.

A andlise detalhada do consumo e preferéncia revelou diferencas notdveis entre as
concentracdes de etanol ofertadas. O grupo de animais expostos ao estresse apresentou
consumo significativo para a concentragdo de 5% de EtOH durante os primeiros 30
minutos de oferta, influenciando no total cumulativo de 2 horas de oferta. No entanto,
essa diferenca ndo se manteve nos intervalos subsequentes.

Ao analisar a oferta de 10% de EtOH, ndo obtivemos valores significativos em
relacdo aos animais controles, apesar do grupo estressado apresentar uma evidéncia
sugestiva em preferir a droga nos intervalos, ainda assim, ndo foi significativa. A
preferéncia pelo etanol nessa concentracdo sugere que os efeitos reforcadores comegam
a se intensificar, indicando uma transi¢do progressiva no padrao de consumo dos animais
e refor¢ando a hip6tese de que o estresse pode amplificar a motivagdo para buscar o etanol
em concentragdes mais elevadas.

A concentracdo de 15% apresentou o maior consumo cumulativo entre os animais
estressados, quando comparados ao grupo controle, sendo significativo no momento de
30-60 minutos. Esse padrdo sugere que essa concentracdo pode representar um ponto
ideal de equilibrio entre os efeitos reforcadores do etanol e sua aversividade, como
relatado em estudos anteriores (Melendez et al., 2006). A busca intensificada por essa
concentracdo destaca o impacto do estresse no aumento do consumo de substancias.

Para a concentra¢do de 20%, observou-se um consumo e preferéncia significativos
no inicio da oferta, por mais que nos demais momentos ndo se manteve, podemos concluir
essa alta busca pela droga no total cumulativo. Esse comportamento pode ser explicado

pela aversividade sensorial e pelos efeitos farmacolégicos mais intensos associados a
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concentracdes mais altas de etanol conforme Green e Grahame (2008) sugerem que, em
animais que ainda nao desenvolveram tolerancia, altas concentracdes de etanol induzem
efeitos sedativos e intoxicantes mais intensos, que, por sua vez, podem reduzir o consumo
de etanol.

No entanto, mesmo com essa reducdo relativa, os animais estressados ainda
apresentaram maior consumo acumulado para essa concentracio em comparagido ao
grupo controle, sugerindo uma escalada no padrao de busca pela substancia.

Durante o teste de reexposi¢ao, os animais do grupo estresse apresentaram uma
maior busca pelo etanol a 20% em comparagdo ao grupo controle, evidenciando uma
possivel relacdo de preferéncia pela substincia apds o periodo de privacdo. Esse
comportamento reflete uma possivel sensibilizacdo ao etanol induzida pelo estresse,
corroborando estudos como o de Melendez et al. (2006), que sugerem que a privacio e
posterior reexposi¢do ao etanol podem intensificar o padrao de consumo.

Segundo Marianno (2014), ao analisar a oferta de etanol e 4gua para camundongos
apos sessodes de estresse por contengdo, foi possivel comprovar o efeito metabdlico do
alcool, evidenciado pela diminuicdo no consumo de etanol nas duas horas seguintes ao
estressor, acompanhada por um aumento na ingestao de dgua.

Curiosamente, o estudo também observou que os animais submetidos a
enriquecimento ambiental consumiram menos etanol. Esse resultado estd em
concordancia com os achados de Michajlovskij et al. (1988), que sugerem que o estresse
por contengdo causa uma perda considerdvel de dgua corporal nos animais, por isso a
busca por 4gua sugestivamente acontece.

O consumo de etanol € influenciado por diversos fatores individuais, culturais e
ambientais. Elementos como genética e resposta fisioldogica desempenham papéis
importantes, resultando em varia¢des na sensibilidade e na metabolizacao do etanol entre
os individuos (SCHUCKIT, 1986).

No estudo de Fulenwider et al. (2019), observou-se que o etanol adulterado com
quinina — substancia adicionada para conferir um sabor amargo e aversivo — foi
consumido em maior quantidade por fémeas do que por machos da espécie C57BL6/J,
reforcando a individualidade no consumo.

Acreditamos que diferencas nos resultados entre experimentos podem ser
atribuidas a variacOes individuais dos animais e a sensibilidade dos métodos empregados
para medir os efeitos do estresse sobre o comportamento e a neurobiologia associados ao

consumo de etanol.
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Cox et al. (2013) destacam uma tendéncia observada em animais expostos ao
estresse, que passam a consumir mais etanol, mesmo sem histérico prévio de uso abusivo.
Revelando que, durante o procedimento de "drinking-in-the-dark" (beber no escuro),
esses animais demonstraram uma forte preferéncia por um padrdo de consumo
caracteristico de binge drinking, sendo definido por um padrdo de consumo de dlcool
caracterizado pela ingestdo de grandes quantidades em um curto periodo de tempo.
Indicando que a exposi¢do a situacdes de estresse pode estimular o desenvolvimento de
comportamentos de busca por dlcool, aumentando o risco de abuso, mesmo em individuos
sem predisposicao anterior ao consumo excessivo de etanol, como também observamos
em nosso estudo.

No experimento 2, foram investigados os efeitos do estresse sobre a ativacao
neuronal e os niveis de expressdao dos genes do sistema endocanabinoide (CB1 e CB2)
em resposta ao consumo de etanol nas regides da amidala e do BNST, revelando que o
estresse promoveu alteracdes na expressao nos niveis desses genes nessas dreas. Ambas
as regides, ao expressarem esses receptores, participam na regulacdo da ansiedade e nas
respostas ao estresse, influenciando diretamente no comportamento de busca por
substancias, como o dlcool (WALKER et al., 2003).

Em termos neurobioldgicos, observamos que a exposi¢do ao estresse afetou o
sistema endocanabindide, especialmente a expressdo dos receptores CB1 e CB2 na
amidala e no BNST, regides cruciais para a regulacdo do estresse e comportamento
emocional, sugerindo uma complexa interagao entre os efeitos do estresse € 0 consumo
de alcool sobre o sistema nervoso (DA COSTA et. al., 2023).

O aumento da atividade da amidala em resposta a estimulos relacionados ao
estresse ou ao consumo de etanol sugere uma participagdo significativa das redes
neuronais nessa dinamica. No entanto, ainda nao estd completamente elucidado o papel
especifico do sistema endocanabindide nessa ativacdo neuronal. Sabe-se que a amidala é
composta por uma variedade de tipos neuronais, incluindo aqueles que utilizam
noradrenalina, GABA, glutamato e endocanabindides, indicando que o sistema
endocanabindide compartilha sua atuagdo com outras vias neurotransmissoras (KANO et
al., 2009; CASTILLO et al., 2012).

A amidala, localizada no lobo temporal, ¢ amplamente reconhecida por seu papel
na regulacdo das emocdes, medo, ansiedade, e resposta a estimulos estressores. Sendo
responsavel pela atribuicdo emocional a experiéncias vivenciadas, modulagdo, e

processamento de comportamentos de aversdo e recompensa (LEDOUX, 2007).
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No contexto do consumo de substancias, a amidala desempenha um papel crucial
na modulacdo do comportamento de busca por drogas, como o dlcool, ao associar
emocdes com experiéncias de consumo (KOOB, 2009). Em nosso estudo, notamos que a
amidala sofreu dele¢des advindas dos estimulos estressores, resultando na busca e
consumo da droga pelos animais.

Estudos anteriores mostraram um aumento na ativagao do nucleo amigdaloide em
camundongos submetidos a protocolos de estresse por derrota social. Esse fendmeno foi
observado, inclusive, na compulsdo alimentar causada pelo estresse, que afetou
curiosamente o ganho de peso corporal (NUMA et al., 2019; DULKA et al., 2020; DA
COSTA et. al., 2023).

Em concordancia, a regido do BNST, outra estrutura do prosencéfalo que integra
o sistema da amidala estendida, desempenha um papel importante na mediacdo de
respostas prolongadas ao estresse. Ele regula o medo e a ansiedade cronica, atuando como
um integrador de sinais emocionais. Estudos com roedores mostram que essa regido esta
fortemente ligada ao medo contextual e a respostas prolongadas de ansiedade, destacando
seu papel na manutengao de estados cronicos de ansiedade (DAVIS et al., 2010;
WALKER et al., 2003).

No estudo ja mencionado sobre a derrota social em camundongos, foi observado
um aumento significativo da expressdo de AFosB no BNST, um marcador de atividade
neural particularmente associado a respostas a estimulos estressores (DA COSTA et. al.,
2023). Em concordancia com nosso estudo, o BNST também sofreu alteracdes nos
animais estressados.

No presente estudo obtivemos limitagdes relacionadas aos dados de coleta de
FAAH e MAGL. Porém em estudos anteriores, ha evidéncias crescentes do
comprometimento da FAAH, podendo afetar a sensibilidade aos efeitos reforcadores do
alcool e atenuar as consequéncias negativas do consumo excessivo de dlcool (CRAVATT
et al.,2001).

Essa dualidade € particularmente relevante em fungdes como a resposta ao estresse e a
regulagdo emocional, que requerem tanto ajustes rapidos quanto adaptacdes de longo
prazo, ressaltando o papel central dos endocanabinoides end6genos (eCBs) na
homeostase fisiologica (SERRANO et al., 2022). A interac@o desses sistemas
complexifica a interpretagcao da participacao exclusiva dos endocanabinoides na
regulacdo das respostas emocionais € no comportamento relacionado ao consumo de
substancias.
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Os eCBs sao moléculas que modulam a sinalizacdo de diversos processos
fisiolégicos, incluindo dor, apetite, equilibrio energético, estresse, ansiedade, sinalizagdo
imunolégica, aprendizado e memdria (SERRANO et. al.,2022). Os receptores CB1, sdo
conhecidos por regular a liberacdo de neurotransmissores em sinapses gabaérgicas e
glutamatérgicas, importantes no controle de circuitos de recompensa e estresse
(KATONA et al., 2001).

Conforme observado em nosso estudo, os resultados mostraram uma expressao
significativa do gene CB1 na regido da amidala. Essa interacdo entre o sistema
endocanabinoide e os circuitos de estresse pode explicar o aumento do consumo de etanol
em situacdoes de estresse, sugerindo um papel potencial desses receptores na
vulnerabilidade ao consumo de dlcool induzido pelo estresse ( KOOB et. al.,2010).

Embora existam mais estudos sobre os receptores CB1 e sua relacdio com o
consumo de dlcool, os receptores CB2 também desempenham um papel importante,
sendo esses expressos nas células do sistema imunoldgico e em menor grau no sistema
nervoso central, com ativacdo associada a efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores
(BIETAR et al., 2013).

Ao observar o nivel significativo de expressdo génica do CB2 no BNST,
encontramos estudos que corroboram com esse achado, indicando que a ativagdo dos
receptores CB2 pode modular a resposta ao estresse € o comportamento relacionado ao
consumo de substancias, incluindo o etanol (ONAIVI et. al., 2008).

De forma semelhante, outro estudo sobre o papel do CB2 nas a¢des de reforco do
etanol em camundongos knockout (KO) e selvagens relatou um aumento significativo no
consumo compulsivo em camundongos KO, sugerindo uma possivel interferéncia
genotipica apds periodos de abstinéncia da droga (ORTEGA et. al.,2015).

A interacdo entre o sistema endocanabinoide e as redes neurais relacionadas ao
estresse € ao consumo de etanol ressalta a complexidade desses processos. Estudos em
mamiferos mostram que o estresse pode ser regulado por processos inibitérios, nos quais
o cortex pré-frontal medial (mPFC) desempenha um papel fundamental ao modular
estruturas subcorticais, como o BNST, a amidala e o hipocampo. O mPFC exerce um
papel crucial na regulacdo das respostas emocionais ao estresse, atuando como um
modulador inibitério sobre o BNST e a amidala (MAIER, 2015).

Durante situagdes de estresse, o mPFC controla as respostas comportamentais e
fisiolégicas por meio de suas conexdes com essas areas, promovendo a regulacdo e

manuten¢do do comportamento adaptativo (ARNSTEN, 2009). No entanto, a exposi¢ao
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a estressores cronicos pode comprometer essa funcdo inibitéria, resultando em uma
hiperativacdo das respostas ao estresse € uma reducdo na capacidade de controlar o
comportamento impulsivo, contribuindo para a vulnerabilidade ao abuso de substancias,
como o etanol (SINHA, 2008).

De acordo com a literatura e em concordancia com os achados de nossa pesquisa,
estudos realizados no laboratério do renomado neurocientista Larry Parsons demonstram
que a autoadministracao aguda de dlcool provoca aumentos na liberacao de eCB, que sdao
progressivamente atenuados com a exposi¢ao repetida. (PARSONS et. al.,2015).

Além disso, o método de exposicao ao dlcool desempenha um papel importante
na andlise dos efeitos relacionados a abstinéncia. A exposi¢do cronica ao dlcool estd
geralmente associada a disfun¢@o dos mecanismos de depuragdo de eCB, a plasticidade
sindptica prejudicada mediada por eCBs, e a regulagcao negativa da funcao dos receptores
canabinoides (PARSONS et. al.,2015).

Ciclos repetidos de intoxicagdo e abstinéncia de dlcool induzem neuroadaptacdes
que alteram os mecanismos motivacionais envolvidos na busca € no consumo
compulsivos de dlcool (KOOB et. al., 2013). Embora o uso inicial seja motivado pelos
efeitos heddnicos do dlcool, a exposi¢do prolongada resulta na delecdo das vias de

recompensa do cérebro, que sdo superadas farmacologicamente pelo aumento da ingestao

de dlcool (SERRANO et. al.,2022).

7 Consideracoes Finais

O trabalho em questdo oferece contribuicdo significativa ao campo da
neurociéncia, uma visdo mais abrangente e detalhada das vias neurais envolvidas,
contribuindo para um avango na compreensdo dos mecanismos neurobiolégicos que
sustentam a interacao entre o estresse € a dependéncia de etanol. Fortalecendo a base para
investigagdes adicionais sobre a complexa relacdo entre fatores ambientais, sistemas
neuroquimicos e comportamento de consumo de substancias.

Em suma, os resultados do presente estudo destacam a complexa interacao entre
estresse, consumo de etanol e a modulag@o do sistema endocanabinoide, sugerindo que a
ativacdo dos receptores CB1 e CB2 desempenha um papel fundamental na
vulnerabilidade ao uso de substancias, contribuindo para o entendimento da interagao
entre a ativacao destes e o consumo de etanol em situagdes de estresse, com foco na regiao

da amidala e BNST.
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A presenca de alteracdes neurobioldgicas, especialmente nas regides da amidala e
do BNST, sublinha a importancia de considerar fatores estressores na etiologia do
consumo de dlcool. Esses achados ndo apenas corroboram a literatura existente sobre a
relacdo entre estresse e comportamento de busca por dlcool, mas também destacam a
importancia de considerar fatores neurobiolégicos na avaliacio de intervengdes e
tratamentos para o consumo de substancias.

Os resultados indicaram que a exposi¢c@o ao estresse, induzida por um protocolo
de estresse intermitente imprevisivel, estd associada a um aumento no consumo de etanol,
sugerindo que o estresse pode amplificar a vulnerabilidade ao consumo abusivo.

A anélise dos receptores CB1 e CB2 nesses nucleos neurais demonstrou que
ambos influenciam na resposta ao estresse, modulando o comportamento de busca por
substancias e o consumo de etanol, ressaltando o papel do sistema endocanabinoide na

resposta ao estresse e na regulacdo de comportamentos de consumo de substancias.

8 Trabalhos Futuros

Em estudos futuros, buscaremos investigar de maneira aprofundada a relacdo
entre o sistema endocanabinoide e o consumo de etanol, utilizando abordagens como a
marcagdo especifica de neurdnios canabinoides na amidala. Essa técnica possibilitard
identificar e quantificar a porcentagem de ativacdo desses neur6nios em condigdes
experimentais variadas, contribuindo para uma andlise mais precisa das respostas neurais
ao estresse e ao consumo de substincias.

Além disso, serd investigada a interagao do sistema endocanabinoide com outras
populacdes neuronais que também sdo ativadas na amidala, buscando compreender como
esses circuitos se conectam e influenciam o comportamento. Apesar das contribui¢des do
presente estudo, enfrentamos limitacdes relacionadas a coleta de dados das enzimas

FAAH e MAGL, e ressaltamos a importancia de utilizar métodos mais sensiveis e

abrangentes para uma coleta assertiva em trabalhos futuros.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Analise da Participag¢do do Sistema Endocanabindide da Amidala
na Interagdo entre a Exposicao de Estresse e o Consumo de Etanol em Camundongos”, protocolo n?
23117.081886/2022-96, sob a responsabilidade de Rodrigo Molini Ledo — que envolve a producdo,
manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
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do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NA
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23117.081886/2022-96, under the responsibility of Rodrigo Molini Ledo - involving the production,
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Origem / Local REBIR - UFU

‘Local onde serdo mantidos os animais: ‘REBIR - UFU
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