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RESUMO

Os transtornos relacionados ao uso de alcool configuram um grave problema de saude
publica global, sendo o consumo precoce durante a adolescéncia um fator de risco
importante para o desenvolvimento da dependéncia. Essa fase ¢ marcada por intensas
mudangas encefalicas, como a reducao da substancia branca, aumento da poda sinaptica e
perda de conectividade entre regides, afetando estruturas como o cortex pré-frontal,
essencial para a tomada de decisdes e o controle de impulsos. O uso abusivo de alcool nesse
periodo pode comprometer a memoria, a regulacdo emocional e aumentar a vulnerabilidade
a transtornos psiquiatricos, como os transtornos de ansiedade. No sistema nervoso central,
o sistema endocanabinoide (eCB) atua como modulador de fungdes emocionais,
principalmente por meio dos ligantes endodgenos anandamida (AEA) e 2-
araquidonilglicerol (2-AG), que interagem com os receptores canabinoides CB1 e CB2.
Apesar da relevancia do eCB na modulacdo emocional, ainda hd poucas investigacdes
sobre seu papel nos efeitos do etanol durante a adolescéncia, especialmente em regides
como a amigdala, o cortex pré-frontal e o hipocampo, areas-chave nos estudos sobre
ansiedade. Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da intoxicacao
alcodlica na adolescéncia sobre comportamentos tipo-ansiosos € sobre a expressdo do
receptor CB1 no cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala de camundongos C57BL/6J. Os
animais foram submetidos a intoxicagao alcodlica e avaliados nos testes comportamentais
do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Caixa Claro-Escuro. Posteriormente, os encéfalos
foram coletados para analise da expressao do gene CB1. No LCE, os animais intoxicados
apresentaram reducao significativa no tempo de permanéncia nos bragos abertos, indicando
comportamento do tipo ansioso aumentado. Na analise molecular, observou-se diminui¢ao
significativa da expressdo de CB1 na amigdala dos animais intoxicados, sem alteragdes no
cortex pré-frontal e hipocampo. Esses achados sugerem o envolvimento da amigdala e do

sistema endocanabinoide na mediagao dos efeitos ansiosos induzidos pelo etanol.

Palavras-chave: etanol, ansiedade, adolescéncia, comportamento, sistema

endocanabinoide



ABSTRACT

Alcohol-related disorders are a serious global public health issue, with early consumption
during adolescence being a major risk factor for the development of dependence. This
developmental period is marked by intense brain changes, including white matter
reduction, increased synaptic pruning, and loss of connectivity between regions,
particularly affecting structures such as the prefrontal cortex, which is critical for impulse
control and decision-making. Alcohol abuse during adolescence can impair memory,
emotional regulation, and increase vulnerability to psychiatric disorders, including anxiety
disorders. In the central nervous system, the endocannabinoid system (eCB) plays a
modulatory role in emotional processing, primarily through the endogenous ligands
anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), which act on cannabinoid
receptors CB1 and CB2. Despite the eCB’s relevance in emotional modulation, few studies
have investigated its role in the effects of ethanol during adolescence, especially in anxiety-
related brain regions such as the amygdala, prefrontal cortex, and hippocampus. This study
aimed to evaluate the effects of adolescent alcohol intoxication on anxiety-like behaviors
and CBI1 receptor expression in these regions in male and female C57BL/6J mice. Animals
were subjected to an ethanol intoxication protocol and evaluated using the Elevated Plus
Maze (EPM) and Light-Dark Box tests. Brains were then collected for CB1 gene
expression analysis. In the EPM, intoxicated animals showed a significant reduction in time
spent in open arms, indicating increased anxiety-like behavior. Molecular analysis revealed
a significant decrease in CB1 expression in the amygdala, with no changes in the prefrontal
cortex or hippocampus. These findings suggest that the amygdala and eCB system are

involved in ethanol-induced anxiety-like responses.

Keywords: ethanol, anxiety, adolescence, behavior, endocannabinoid system
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1. INTRODUCAO

A adolescéncia ¢ um periodo de desenvolvimento caracterizado por mudangas
significativas em diversos sistemas no organismo do adolescente. Caracteriza a
adolescéncia o periodo que compreende a idade de 10 até¢ 20 anos (OMS, 1965). Tais
mudangas significativas também se aplicam ao desenvolvimento neural e emocional, ou
seja, sdo observadas alteracdes na arquitetura cerebral e também na expressdo de
comportamentos € emogdes (Giedd, 2008). Dentre as muitas alteragdes que ocorrem nesse
periodo de transi¢cdo entre a infancia e a vida adulta, inclui-se o declinio do volume de
substancia cinzenta devido a redug@o de conexdes sindpticas, em um processo conhecido
como poda sindptica — um mecanismo de refinamento neural que elimina conexdes
sindpticas pouco utilizadas para otimizar a eficiéncia do cérebro (Bezerra et al., 2023).
Além disso, ocorre a intensa mielinizagao das fibras nervosas, que resulta no aumento da
espessura da substancia branca e em uma maior eficiéncia na conducdo dos impulsos
nervosos. Essa fase também ¢ marcada por mudangas complexas nos sistemas de
processamento neural e por caracteristicas comportamentais Unicas, como aumento da
impulsividade, busca por novas sensagdes e desejo de correr riscos (Van Hees et al.,

2022).

O sistema nervoso central (SNC) ndo estd completamente maduro até pelo menos
0s 25 anos, uma vez que ha um descompasso temporal entre a maturacao dos sistemas
limbicos subcorticais — responsaveis pela deteccdo de recompensa € emogao — e das
regides pré-frontais de controle executivo. Durante a adolescéncia, as estruturas limbicas
amadurecem precocemente, enquanto o cortex pré-frontal, que sustenta fungdes
executivas, ¢ uma das ultimas regides do cérebro a amadurecer completamente (Romer;
Reyna; Satterthwaite, 2017). Esse desequilibrio funcional torna os adolescentes mais
propensos a respostas emocionais intensas e comportamentos de risco. Embora consigam
reconhecer cognitivamente os perigos dessas acgdes, a imaturidade do cortex pré-frontal
estd associada a falta de controle inibitorio, o que facilita a ado¢do de comportamentos

impulsivos e inadequados (Casey; Glatt; Lee, 2008)

Além disso, a adolescéncia geralmente pode ser o periodo para a primeira
exposicao a uma série de agentes exdgenos potencialmente toxicos, tais como o alcool. .
O alcool ¢ a substincia mais frequentemente consumida entre os adolescentes. Segundo
dados da OMS, 23,5% dos adolescentes em todo o mundo relatam o consumo de etanol,

com as maiores taxas observadas na regido da Europa (45,9%) e das Américas (43,9%)



(OMS, 2024). O transtorno por uso dessa substancia ¢ uma condi¢do cronica caracterizada
pelo consumo compulsivo de alcool, perda de controle sobre a ingestdo da substancia e a
persisténcia do uso mesmo diante de consequéncias negativas sociais, fisicas ou
psicologicas (American Psychiatric Association, 2013). De acordo com os critérios do
DSM-5, o transtorno por uso de alcool ¢ classificado em graus de severidade (leve,
moderado ou grave) conforme o nimero de critérios diagnosticos preenchidos, como

fissura, tolerancia, abstinéncia e comprometimento do funcionamento diario.

O etanol exerce efeitos significativos sobre os sistemas neurotransmissores
GABA¢érgico e glutamatérgico, impactando diretamente o funcionamento do sistema
nervoso central. Conforme descrito na revisdo de Costardi et al. (2015), o etanol atua
como um modulador aldsterico positivo dos receptores GABA-A, intensificando a
inibi¢do neuronal e provocando efeitos como sedagdo, prejuizo na coordena¢do motora e
diminui¢do da ansiedade. Por outro lado, o etanol inibe a fungao dos receptores NMDA,
que sdo fundamentais na neurotransmissdo excitatéria mediada pelo glutamato. Essa
inibi¢do compromete processos cognitivos como aprendizado, atengdo e memoria, além
de afetar a plasticidade sinaptica. Com o uso crénico, o cérebro busca compensar essas

alteragdes por meio de mecanismos de neuroadaptacao.

No sistema GABAérgico, ocorrem alteracdes na fungdo dos receptores GABA-A,
incluindo mudangas na expressdo e na composicao das subunidades receptoras. Essas
adaptacdes podem contribuir para o desenvolvimento de tolerancia ao alcool, dependéncia
e sintomas de abstinéncia, como hiperexcitabilidade do sistema nervoso central (Grobin
et al., 1998). Ja no sistema glutamatérgico, o consumo crénico induz uma sensibilizagao
dos receptores glutamatérgicos, levando a uma maior excitabilidade neuronal e a um
aumento na resposta aos estimulos glutamatérgicos. Isso pode contribuir para os efeitos
neurotdxicos observados em usudrios cronicos de alcool, bem como para a maior
suscetibilidade a distirbios emocionais e dependéncia de substancias (Roberto et al.,

2004).

Conforme Lees e colaboradores (2020), a exposi¢do ao alcool na adolescéncia esta
associada a redu¢do do volume e integridade da substincia branca, aumento da poda
sinaptica com consequente reducdo da substancia cinzenta, levando a perda de sinapses
significativas e comprometendo a conectividade cerebral (Lees ef al., 2020). Ademais,
fungdes como planejamento, tomada de decisdo e controle de impulsos, podem ser

particularmente vulneraveis devido as alteragdes que o etanol provoca no cortex pré-



frontal (Spear, 2018).

Durante a adolescéncia, o cérebro passa por um intenso processo de remodelagdo
neuroquimica, especialmente nos sistemas glutamatérgico e GABAérgico, os quais sdo
alvos importantes da a¢do do etanol. O pico de ativacao do glutamato aos receptores
NMDA ocorre no inicio da adolescéncia, seguido por uma redugdo significativa desses
receptores até a idade adulta, processo associado a poda sinaptica e a diminuigcdo da
plasticidade em regides limbicas, como o nucleo accumbens (Miller et al., 1990).
Simultaneamente, os receptores GABA-A também passam por uma reorganizacao
significativa, com alteracdes na expressao de diferentes subunidades que modulam suas
propriedades farmacologicas, incluindo a resposta ao etanol. Como esses sistemas ainda
estdo em maturagdo, a exposi¢ao ao alcool nesse periodo pode afetar negativamente a
neuroplasticidade, a neurogénese e a estabilizagdo dos circuitos inibitdrios, aumentando a
vulnerabilidade a transtornos como a ansiedade e a dependéncia quimica na vida adulta

(Crews; He; Hodge, 2007).

O consumo de alcool na adolescéncia também pode levar a déficits cognitivos e
comportamentais persistentes, afetando a capacidade de aprendizado verbal, memoria,
atencao e regulacdo emocional ao longo da vida (Hanson et al., 2011). Em conjunto, esta
claro que, devido a alta plasticidade cerebral, a adolescéncia € um periodo sensivel para o
desenvolvimento de transtornos mentais, como transtornos de ansiedade e bipolaridade,
depressdo, psicoses, transtornos alimentares, dependéncia de &lcool, substancias

psicoativas e medicamentos (Chwedorowicz ef al., 2017).

Os transtornos de ansiedade sdo comumente descritos como um estado
prolongado de tensao, caracterizado por medo exacerbado e preocupagdo constante diante
de eventos futuros incertos e potencialmente negativos, que induzem forte angustia
emocional, doengas somaticas, além de déficits cognitivos e comportamentais, e, por sua
vez, prejudicam o funcionamento social normal e afetam negativamente a qualidade de
vida (Duval; Javanbakht; Liberzon, 2015). Estudos anteriores identificaram diversas
estruturas cerebrais fundamentais envolvidas nos transtornos de ansiedade, destacando
seu papel tanto na geragdo quanto na modulacao de respostas de medo e ansiedade. Entre
essas estruturas estdo a amigdala, o cortex pré-frontal, o nucleo leito da estria terminal
(BNST), o hipocampo, o estriado, a insula anterior, o cortex cingulado anterior (dAACC),

o hipotalamo e o talamo (Xie et al., 2021).



Sendo assim, o talamo integra entradas sensoriais dos cortices sensoriais primarios
e envia sinais para a amigdala, que, juntamente com o dACC, participa do processamento
das respostas emocionais e somaticas da ansiedade, integrando e transmitindo
informacdes sensoriais ao hipotalamo, aos ganglios da base e ao tronco cerebral para gerar
comportamentos defensivos como aqueles relacionados a fuga, luta e avaliagdo de risco
(Tovote; Fadok; Liithi, 2015). O hipocampo, por sua vez, codifica informacdes
contextuais relacionadas a ameaga, sendo implicado na modulagdo/extingao do medo e
desempenhando um papel na regulacdo negativa da amigdala em ambientes seguros
(Maren, 2001). O cortex pré-frontal (PFC) envia projegdes para a amigdala que exerce
controle regulatério sobre a resposta ao medo, modulando o comportamento de acordo
com informagdes complexas recebidas do hipocampo e do tadlamo (Tottenham e Galvéan,

2017).

A amigdala, o estriado, a insula anterior e o coértex cingulado anterior, por serem
regides envolvidas na identificacdo de estimulos aversivos e na geragdo de respostas de
medo, frequentemente apresentam anormalidades estruturais e hiperatividade em
individuos com transtornos de ansiedade, quando comparados a pessoas controles
(Alvarez et al., 2008). E importante ressaltar também que o hipocampo ventral, a amigdala
basolateral e o mPFC formam um circuito interconectado que desempenha um papel vital
no aprendizado e extingdo do medo. Dessa forma, o hipocampo e o cortex pré-frontal sao
regides envolvidas na regulacdo da resposta a ameaga e, assim, a ativagao dessas regioes
também ¢ mais intensas em individuos com transtornos de ansiedade (Lau e¢ Waters,

2014).

Além dos sistemas GABAérgico e glutamatérgico acima citados, outros
neurotransmissores e sistemas de neurotransmissdo parecem estar envolvidos na
modulagdo comportamental defensiva e, entre eles podemos citar os sistemas
serotoninérgico, adrenérgico, dopaminérgico, CRFérgico, canabinoide e outros. Nesse
sentido, o sistema endocanabinoide ¢ um sistema neuromodulador que desempenha
funcdes importantes no desenvolvimento do sistema nervoso central, na plasticidade
sindptica e na resposta a estimulos endogenos e ambientais (Lu e Mackie, 2021). Esse
sistema ¢ composto por canabinoides enddgenos, receptores de canabinoides e as enzimas
responsaveis pela sintese e degradacao dos endocanabinoides (Basavarajappa, 2019). Os
receptores canabinoides mais bem caracterizados sdo o CB1 e o CB2 e, seus principais

agonistas endogenos sdo a anandamida (AEA) e o 2- araquidonoilglicerol (2-AG). Dessa



forma, a AEA ¢ sintetizada por vdarias enzimas, como a n-acil-fosfatidil-etanolamina
fosfolipase D (NAPE-PLD), e degradada principalmente pela amida hidrolase de acidos
graxos (FAAH). O 2-AG, por sua vez, ¢ produzido pelas diacilglicerol-lipase (DAGL) e
inativado pela monoacilglicerol lipase (MAGL) (Aratjo; Almeida; Araujo, 2023).

Os receptores canabinoides CB1 e CB2 sdo receptores acoplados a proteina G do
tipo inibitorio (Gi/o), dessa forma, quando ativados, eles inibem a adenilato ciclase,
reduzindo os niveis intracelulares de AMP ciclico (CAMP). Essa agdo desencadeia uma
sériec de efeitos inibitorios nas células, incluindo a modulagdo da liberacdo de
neurotransmissores € a regulacdo da excitabilidade neuronal (Basavarajappa, 2019). O
CB1 ¢ altamente expresso no SNC, predominantemente nos neurdénios do SNC,
especialmente nos terminais pré-sinapticos. Em contraste, o CB2, que anteriormente, foi
considerado periférico e restrito a células imunes, atualmente sabe-se que também estdo
presentes em neurdnios, células gliais e endoteliais (Joshi e Onaivi, 2019). O sistema
endocanabinoide tem uma ampla expressdao no sistema limbico, nas areas corticais pré-
frontais e nas estruturas cerebrais que regulam as respostas aos estimulos
neuroenddcrinos, o que explica o papel chave deste sistema no controle das emogdes,

como a ansiedade (Maldonado, Cabafiero, Martin-Garcia, 2020).

Estudos na literatura tém demonstrado a importancia do receptor canabinoide CB1
na modulagdo dos efeitos recompensadores do dalcool. Pesquisas realizadas no
Brookhaven National Laboratory (EUA) utilizando modelos animais revelaram que
camundongos com niveis normais de receptores CB1 apresentam maior preferéncia e
consumo de alcool em comparagdo com animais geneticamente modificados com
deficiéncia nesses receptores (knockout CB1). Além disso, quando tratados com um
antagonista do receptor CB1 (SR141716A), os camundongos com receptores intactos
reduziram significativamente o consumo de 4lcool, indicando que o sistema
endocanabinoide, por meio da ativacdo do CBI, desempenha um papel crucial na
mediacdo dos efeitos recompensadores do alcool, influenciando tanto a busca pela

substancia quanto o desenvolvimento da dependéncia (Thanos et al., 2005).

Além disso, outros trabalhos mostraram que a exposi¢ao aguda ou cronica ao
alcool podem levar a um aumento na produ¢do de anandamida e 2-AG, além de alterar a
expressao de receptores CB1 em diversas areas cerebrais, podendo aumentar ou reduzir a
depender das condi¢des (Basavarajappa ¢ Hungund, 1999; Ceccarini et al., 2013).

Adicionalmente, ha evidéncias que apontam que o consumo cronico de alcool altera a



sinalizacdo endocanabinoide, favorecendo o desenvolvimento da dependéncia, uma vez
que ao infuenciar varias fungdes cerebrais, incluindo a regulagdo do prazer e recompensa,
humor e memoria, esse sistema estaria diretamente ligado ao comportamento aditivo
(Pava e Woodward, 2012; Colombo ef al., 2005).

Desse modo, este trabalho objetiva avaliar a relagdo da intoxicacdo ao etanol na
adolescéncia no desenvolvimento de comportamentos ansiosos, bem como a participagdo
do sistema endocanabinoide em areas do sistema nervoso central, como a amigdala, cortex

pré-frontal e hipocampo, envolvidas na dependéncia do uso de drogas de abuso.

10



2. JUSTIFICATIVA

A investigacdo dos efeitos da intoxicacdo alcodlica nas respostas
neurocomportamentais em camundongos adolescentes ¢ importante para a compreensao
das consequéncias do uso precoce de etanol, especialmente em um periodo tdo critico do
desenvolvimento. A adolescéncia ¢ marcada por um aumento da vulnerabilidade a
substancias psicoativas, € o0 alcool, sendo a substancia de abuso mais consumida nessa
faixa etaria, pode levar a alteragdes significativas no desenvolvimento
neurocomportamental, afetando ndo apenas o individuo, mas também a sociedade como

um todo.

A escolha de modelos animais, como os modelos que utilizam camundongos,
permite a realizacdo de experimentos controlados, possibilitando a analise de variaveis
neurobioldgicas e comportamentais de forma mais detalhada. A neurociéncia
contemporanea reconhece que as alteracdes na estrutura e fungdo cerebral provocadas pelo
consumo de alcool durante a adolescéncia podem resultar em déficits cognitivos e
emocionais persistentes. Esses déficits ndo s6 impactam o aprendizado € a memdoria, mas

também afetam a regulacdo emocional e a capacidade de tomar decisdes.

Ademais, os mecanismos que medeiam a interagdo entre a intoxicagao de etanol e
alteragdes comportamentais e neurobioldgicas ndo estdo completamente esclarecidos.
Além disso, existe um interesse crescente em verificar onde as plasticidades relacionadas
a comportamentos ansiosos estariam armazenadas e evidéncias sugerem o envolvimento
da amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal. E ainda, a relacdo entre o sistema
endocanabinoide e o consumo de alcool, bem como a modulacdao da ansiedade, ¢ um
campo emergente que demanda mais atengdo. A literatura indica que a ativagao desse
sistema durante a exposi¢do ao dlcool pode ter um papel modulador nas respostas
emocionais e comportamentais. Nesse sentido, este trabalho ajudaré a responder questdes
ainda em aberto sobre uso, abuso e dependéncia de drogas e a influéncia da idade, além
de avaliar o envolvimento do sistema endocanabinodide na atividade da amigdala, cortex

pré-frontal e hipocampo sobre esses diferentes comportamentos.

Por fim, a pesquisa proposta ¢ relevante para a saude publica, uma vez que a
identificacdo dos efeitos adversos do uso de alcool na adolescéncia pode fornecer
subsidios para politicas publicas educativas e preventivas eficazes no enfrentamento do
consumo de 4lcool na adolescéncia, além de investigacdes sobre intervencdes

terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais:
Analisar a associacao do sistema endocanabinoide presente em diferentes regides
do sistema nervoso central (amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo) na interagdo entre

a exposi¢ao a intoxicagdo alcodlica na adolescéncia em camundongos.

3.2. Objetivos especificos:

e Investigar o efeito da intoxicacdo alcoolica nas manifestagdes comportamentais de
ansiedade em camundongos adolescentes;

e Analisar se a exposicao aos ciclos de intoxicagdo alcoodlica altera a expressdo

génica dos receptores CB1 no cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados 24 camundongos C57BL/6J, provenientes da Rede de Biotérios
de Roedores (REBIR/UFU). Para assegurar a homogeneidade dos resultados, metade dos
animais foi composta por machos (12 animais) e a outra metade por fémeas (12 animais).
Os animais foram recebidos no dia pés natal 21 (DPN 21) e alocados em grupos de 4
animais por gaiola (machos separados de fémeas), permanecendo em um periodo de
adaptacdo de uma semana sem perturbagdes para aclimatagdo ao biotério. Todos os
experimentos tiveram inicio no DPN 28, dia do inicio da adolescéncia dos animais (Spear,
2000). Os animais foram alojados em biotério com ciclo de 12h claro-escuro e temperatura
controlada (21 £ 2°C). Agua ¢ comida foram fornecidos ad libitum durante todo o
procedimento experimental. Os animais foram separados em dois grupos experimentais,
contendo 12 animais cada: grupo controle e grupo intoxicado, sendo metade composta por
fémeas e a outra por machos. Durante o protocolo experimental, quatro animais do grupo
intoxicado foram a dbito, totalizando, ao final dos procedimentos, oito animais nesse grupo.
Os procedimentos experimentais foram conduzidos em estrita conformidade com os
principios de cuidados com animais de laboratorio, segundo o CONCEA, Conselho
Nacional de Controle da Experimentagao Animal, sob protocolo aprovado da Comissao de

Etica no Uso de Animais (CEUA) n° 23117.080005/2023-09.

4.2. Substincias
Etanol (Sigma-Aldrich, 95% v/v, St. Louis, MO, EUA).

Isoflurano 4% por via inalatoria.

4.3. Protocolo de Intoxicacao Alcoolica

O protocolo de intoxicagdo alcodlica foi adaptado de Vore et al. (2017). No
protocolo de intoxicagdo alcodlica, os animais receberam, ou inje¢do intraperitoneal de
salina 0,9% (grupo controle) ou etanol (3,0 g/kg; i.p.) (grupo intoxicado). O protocolo
consistiu em 4 ciclos de intoxicagao/abstinéncia, a durag¢ao de cada ciclo foi de 6 dias.
Dessa forma, os animais receberam injecao de etanol ou salina nos trés primeiros dias,
seguido de trés dias de abstinéncia, onde os animais ndo receberam administracdo de
nenhuma substancia. A figura 1 representa o protocolo de intoxicacdo alcodlica. Apds a

finalizacdo dos 4 ciclos, foram realizados os testes das respostas do tipo-ansioso, e,
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posteriormente, foi realizada a coleta dos encéfalos para andlises bioquimicas, que serdo
descritos nos proéximos itens.

Ciclos de Intoxicacdo/Abstinéncia

12 Ciclo 22 Ciclo 32 Ciclo 42 Ciclo

1 2 3 4 s 6 i 7 & 9 10 11 12 : 13 14 15 16 17 18 i 19 20 21 22 23 24
Dias de Dias de
Intoxicagdo Abstinéncia

Figura 1- Esquema representativo do protocolo de intoxicagdo alcodlica. Fonte: Autoria propria

4.4. Avaliacdo das respostas comportamentais do tipo-ansiedade apés a

intoxicac¢ao alcodlica

Apos os quatro ciclos de intoxicagdo, iniciaram-se os testes para avaliar os
comportamentos do tipo-ansiosos. Assim, no dia 25 (vinte e quatro horas apds o ultimo
dia de abstinéncia do 4° ciclo), foi realizada mais uma intoxicacdo seguindo os mesmos
parametros anteriores. No dia subsequente, foi aplicado o primeiro teste, o Labirinto em
Cruz Elevado. Em seguida, no 27° dia, ocorreu outra sessdo de intoxicacdo. E por fim,

ocorreu o segundo teste, a Caixa Claro-Escuro.

12 Ciclo 22 Ciclo 32 Ciclo 42 Ciclo Q %
@ @

Dias1 2345 6°78910 11 12513141516171821920212223242 25 26 27 28

||

Labirinto Teste
Em Cruz Claroe
Escuro

Figura 2- Esquema representativo do protocolo para avaliacdo de comportamentos ansiosos. Fonte:
Autoria propria

4.4.1. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) constitui um dos principais métodos para
investigar comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos (Lister, 1987). O
teste consiste em um aparato de madeira com dois bragos fechados, ou seja, com paredes

laterais dispostos ortogonalmente a dois bragos abertos, elevados do chdo. Cada
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camundongo foi colocado no quadrante central do aparato, com o focinho voltado para o
brago aberto por padronizacdo. Durante o teste, foram avaliados, por um periodo de cinco
minutos, os comportamentos de natureza espago-temporal. Esses comportamentos
consistiram no numero de Entradas nos Bracos Abertos (EBA) ¢ no Tempo de
permanéncia nos Bragos abertos (TBA), e como parametro para analisar a locomogao do
animal no aparato, foi analisado o numero de Entradas nos Bracos Fechados (EBF). Para
representar mais claramente os resultados referentes as entradas e ao tempo nos bragos
abertos, os dados brutos foram transformados em porcentagem de entradas nos bracos
abertos (%EBA) e porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA). Esses valores
percentuais foram calculados dividindo o EBA pelo niumero total de entradas em todos
os bracos do labirinto e o TBA pela duragdo total do teste (300 segundos),
respectivamente. A tendéncia dos camundongos de evitar os bragos abertos, em favor dos
bragos fechados, ¢ interpretada como um comportamento ansioso, visto que, roedores tem
por aversiva a exposi¢ao a locais abertos. Apds cada teste, o equipamento foi higienizado
com solucdo de etanol a 30% para remover odores residuais, sem deixar odor do etanol

no local, o que poderia se tornar aversivo ao animal.

Aberto

IR | RRRRRBitniee=esesssss=

Fechado Fechado

S —— P [ S —

Aberto

Figura 3- Aparato do Labirinto em Cruz Elevado. Fonte: Ilustragdo da autora com a utilizagdo do software
Biorender®

4.4.2. Caixa Claro-Escuro

O teste claro-escuro também foi utilizado para verificar os comportamentos do
relacionados a ansiedade nos animais. Desenvolvido com base no conflito inerente entre
a motivagao exploratdria dos animais e sua aversao natural a ambientes iluminados, esse
modelo apresenta sensibilidade para detectar possiveis efeitos ansioliticos e ansiogénicos

(Bourin e Hascoét, 2003). A estrutura do aparelho consiste em uma caixa dividida em
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duas areas: uma de cor branca e iluminada e outra de cor preta e sem presenca de luz,
conectadas por uma abertura. Esse arranjo permite observar a preferéncia dos
camundongos por ambientes que induzem diferentes niveis de ansiedade. Durante o
experimento, os camundongos foram colocados no compartimento escuro da caixa € o
comportamento ¢ monitorado ao longo de 5 minutos. Os principais pardmetros avaliados
incluem a laténcia, ou seja, o tempo em que o camundongo levou para adentrar no
compartimento claro, além do niimero de cruzamentos e o tempo em segundos gastos no
compartimento claro da caixa. O tempo despendido no compartimento claro ¢ considerado
o principal indicador de ansiedade, com valores mais baixos sendo interpretados como
maior nivel de ansiedade, enquanto o numero de transi¢cdes entre os compartimentos €

utilizado para avaliar a atividade locomotora geral do animal.

Figura 4- Aparato do Teste da Caixa Claro-Escuro. Fonte: Ilustragdo da autora com a utiliza¢do do software
Biorender®

4.5. Coleta dos encéfalos

Ap0s arealizagao do teste da caixa claro-escuro, todos os animais foram submetidos
a eutanasia por deslocamento cervical, precedida de anestesia com isoflurano a 4% por
via inalatéria. Em seguida, os encéfalos foram retirados apds a decapitacao, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em um freezer a -80°C. Os encéfalos foram
seccionados em criostato mantido a -20°C, utilizando como referéncia as coordenadas
estereotaxicas descritas no atlas de Paxinos e Franklin (2008) para camundongos. Apds o
corte, procedeu-se a microdissec¢do das regides de interesse do sistema nervoso central -
incluindo a amigdala (AMG), hipocampo e cortex pré-frontal (CPF) - empregando
agulhas de ponta chata calibre 14-16 gauge. Os fragmentos teciduais foram
imediatamente acondicionados em tubos criogénicos previamente resfriados em gelo
seco. Para a etapa de extragao de RNA total, considerando o pequeno volume de material

obtido individualmente, optou-se pela estratégia de pool, que consiste na combinagao de

16



amostras de dois animais do mesmo grupo experimental. Esta abordagem visa atingir a
concentra¢cdo minima necessaria de RNA total para as andlises subsequentes, mantendo a
representatividade biologica de cada grupo. Os tubos contendo as amostras agrupadas

foram entdo encaminhados para o processo de extragao.

Interaural 5.58 mm Bregma 1.78 mm

Figura 5- Sitios de coleta da area do cortex pré-frontal A. Representacdo esquematica. Fonte: adaptada
(Paxinos e Franklin, 2008). B. A imagem mostra a sec¢do na qual foi coletada a area de interesse cortex pré-

frontal. Fonte: Autoria propria.

Figura 6- Sitios de coleta da area da amigdala. A. Representacdo esquematica. Fonte: adaptada (Paxinos e
Franklin, 2008). B. A imagem mostra a sec¢do na qual foi coletada a area de interesse amigdala. Fonte:

Autoria propria.
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Figura 7- Sitios de coleta da area hipocampal A. Representagdo esquematica. Fonte: adaptada (Paxinos e
Franklin, 2008). B. A imagem mostra a sec¢do na qual foi coletada a area de interesse hipocampo, além disso

¢ possivel observar a regidao em que ja havia sido coletada a amigdala anteriormente. Fonte: Autoria propria.

4.6. Extracio de RNA, sintese do c-DNA e RT-qPCR

A extragdo do RNA mensageiro foi realizada utilizando-se o Kit PicoPure RNA
isolation (Cellco), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, fitas
simples de cDNA foram sintetizadas com o Kit cDNA Synthesis Kit with RNase Inhibitor
(Cellco), seguindo as orientagdes do fabricante. As amostras foram colocadas no
termociclador e ao término do procedimento, o cDNA sintetizado foi quantificado e seu
grau de pureza foi avaliado por meio do Nanodrop. O ensaio de RT-qPCR foi realizado
em duplicata utilizando-se as amostras de cDNA, uma sonda especifica para o gene alvo
(marcada com Fan); uma sonda para o gene controle (Pde10a), marcada com Vic; além
do kit TagMan. Ao final, as misturas foram pipetadas em placas de 96 wells, para o
processo de amplificagdo, no equipamento para PCR semiquantitivo em tempo real,
Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR System. O gene alvo foi o receptor CB1. O
gene Pdel0a foi escolhido como controle por sua relativa abundancia e estabilidade em
experimentos de reinstalacdo de autoadministragdo de drogas induzida por contexto
(Rubio et al., 2015). O protocolo de RT-PCR foi executado com a seguinte programacao:
50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos.

Esse ciclo se repetiu 40x. A expressao relativa foi obtida a partir do calculo de 2-AACT.

4.7. Analise Estatistica

As analises foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism versao 8.1.

Para a analise das respostas comportamentais, foi aplicado o teste T de Student para



amostras independentes (grupo intoxicado vs grupo controle). Para a analise dos valores
de expressdao génica nas regides cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo também foi

utilizado o teste T de Student, com a comparagao entre os grupos intoxicado e controle.
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5. RESULTADOS

A Figura 8 ilustra as medidas espago-temporais de porcentagem de entradas
(%EBA) e tempo de permanéncia (%TBA) nos bracos abertos (areas desprotegidas) do
labirinto e o indice de locomogao (frequéncia de entradas em bragos fechados - EBF,
protegidos), avaliados em animais submetidos ao LCE de acordo com o teste ¢ de Student
(p<0.05). Em relagdo a % TBA, foi observado que os camundongos do grupo controle
passaram em média 19,97 £ 1,68% do tempo total no braco aberto, enquanto o grupo
intoxicado com etanol apresentou uma reducao significativa (p = 0.039) com uma média
de 14,37 + 1,86%, sugerindo um aumento do comportamento tipo-ansioso. Com relacdo a
%EBA do LCE, o grupo controle apresentou 51,96 + 4,57%, enquanto o grupo intoxicado
apresentou 45,88 + 5,25%. A analise estastistica ndo mostrou diferenca significativa entre
os dois grupos para esse parametro comportamental (p = 0.395). Da mesma forma, o
nimero de entradas nos bragos fechados foi semelhante entre os grupos (Controle: 13,33 +

0,86; Intoxicado: 11,5 £+ 1,12), sem significancia estatistica (p = 0.213).

%TBA % EBA w EBF
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Figura 8- Comportamentos Espago-Temporais dos camundongos no LCE. % Tempo nos Bragos abertos, %
Entrada nos Bragos Abertos ¢ Numero de Entrada nos Bragos Fechados. As colunas representam as médias

(£EPM). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle. N= 8-12 animais por grupo. Teste ¢ de Student.

A Figura 9 mostra os dados obtidos no teste da caixa claro-escuro também pelo
teste ¢ de Student para comparar o grupo controle € o grupo intoxicado com etanol. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas nos parametros avaliados,
incluindo o tempo para entrada no compartimento claro, denominada laténcia (p = 0.722),
com média de 13 £4,53 para o grupo controle e 15,43 4,76 para o grupo intoxicado. Com

relagdo ao tempo total gasto no compartimento claro, observou-se que os animais do grupo
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controle apresentaram uma média de 95,67 & 6,47 e os animais do grupo intoxicado 85,13
+ 4,83, ndo demonstrando diferengas significativas (p = 0.208). Por fim, o nimero de
cruzamentos foi semelhante entre os grupos (Controle: 19,42 + 1,80; Intoxicado: 16,13 +
2,14), sem significancia estatistica (p = 0.257). Esses resultados sugerem que, sob as
condi¢des experimentais adotadas, a intoxicagdo alcodlica ndo alterou significativamente

o comportamento ansioso dos camundongos nesse modelo de teste.

Tempo de Laténcia Tempo no Claro Numero de cruzamentos
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Figura 9- Comparacdo dos pardmetros comportamentais avaliados no teste da caixa claro-escuro entre
camundongos controle e intoxicados com etanol. Os graficos apresentam a laténcia para entrada no
compartimento claro, o numero de cruzamentos entre os compartimentos € o tempo total gasto no
compartimento claro. As colunas representam as médias (+EPM). N= 8-12 animais por grupo. Os dados
foram analisados pelo teste ¢ de Student e ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre

os grupos (p > 0,05).

A Figura 10 traz os resultados em relagdo a analise da expressao génica do receptor
CBI1 nas areas do cortex pré-frontal (CPF), amigdala (AMG) e hipocampo (HIPP).
Considerando a expressdo do receptor CB1 no cortex pré-frontal, o teste ¢ de Student nao
revelou uma diferencga significativa entre os grupos com p = 0.1044 (Controle: 1 + 0,034;
Intoxicado: 0,87 £+ 0,084). Assim como, ndo foi observada uma alteracao significativa de
tal receptor no hipocampo com valor de p = 0.7994 (Controle: 1 + 0,071; Intoxicado: 0,96
+ 0,11). No entanto, avaliando a expressdo do receptor CB1 na amigdala, o teste ¢ de
Student identificou uma diferenca significativa entre os grupos, com o grupo intoxicado
apresentando niveis significativamente menores de expressao de CB1 em comparagdo ao

controle sendo p = 0.0403 (Controle: 1,029 + 0,106; Intoxicado: 0,720 + 0,057).
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Figura 10- Analise relativa da expressao (2-AACT) do gene CNRI1 no cortex pré-frontal, amigdala e
hipocampo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle. As colunas representam as médias (tEPM). *p<0,05 em

rela¢do ao grupo controle. N= 8-12 animais por grupo. Teste ¢ de Student.



6. DISCUSSAO

Para investigar os comportamentos do tipo-ansioso, foram utilizados dois testes:
Labirinto em Cruz Elevada e a Caixa Claro-Escuro. O LCE ¢ um dos testes mais utilizados
experimentalmente para a avaliacdo de comportamentos defensivos e relacionados a
ansiedade em roedores. Tal teste baseia-se na tendéncia natural dos roedores de explorarem
ambientes novos e em sua evitacao inata de locais desprotegidos e elevados (Pellow e File,
1986). A aversao inata a esses locais se da dentre outros motivos, pela vulnerabilidade que
a exposi¢do provoca, ou seja, em ambientes abertos o roedor fica mais vulneravel ao
predador. Por outro lado, tanto os bragos abertos quanto os fechados do LCE ativam o
comportamento exploratorio dos roedores devido a novidade do ambiente e levam os
roedores a responderem defensivamente quando expostos a lugares abertos e altos.
Entretanto, a esquiva dos bragos abertos deve-se ao fato de que eles provocam niveis mais
elevados de medo (Rodgers e Dalvi, 1997).

Os resultados obtidos no labirinto em cruz elevado (LCE) indicam que a exposi¢ao
ao etanol na adolescéncia promoveu alteracdes comportamentais compativeis com um
aumento da ansiedade em camundongos. O dado mais expressivo foi a redugdo
significativa no tempo de permanéncia nos bragos abertos entre os animais do grupo
intoxicado em comparagdao ao grupo controle. Considerando que os bracos abertos
representam ambientes aversivos por serem elevados e desprotegidos, o menor tempo de
exploracdo dessas areas sugere um comportamento tipo-ansioso mais acentuado nos
animais expostos ao etanol. Por outro lado, o percentual de entradas nos bragos abertos nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, embora tenha sido
numericamente inferior no grupo intoxicado. Essa divergéncia pode refletir uma resposta
seletiva ao componente emocional da tarefa, em que os animais intoxicados iniciam a
exploracdo, mas evitam permanecer em ambientes desprotegidos. Do mesmo modo, o
numero de entradas nos bragos fechados, frequentemente utilizado como indicador de
atividade locomotora geral, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos. Esse
achado sugere que o etanol, na dose e protocolo utilizados, ndo comprometeu a capacidade
locomotora dos animais, o que refor¢a que a redu¢ao do tempo nos bragos abertos decorre
de um aumento do comportamento do tipo-ansioso, € ndo de uma possivel sedagdo ou
déficit motor induzido pelo etanol.

Esses resultados corroboram o estudo realizado por Zhang et al. (2007), no qual

doses intraperitoneais de etanol em protocolos de exposi¢ao aguda (uma tnica dose) ou
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repetida (trés doses didrias consecutivas) resultaram em um aumento significativo do
comportamento tipo-ansioso, evidenciado pela redugdo na exploragdo dos bragos abertos
do LCE. Da mesma forma, Wang et al. (2020) avaliaram que a exposi¢do cronica ao etanol
reduziu significativamente o tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE em
comparagdo aos animais do grupo controle. Em contraste, o trabalho de Criswell et al.
(1994) sobre os efeitos do etanol e o clordiazepoxido (um benzodiazepinico), mostrou que
ambos aumentaram o tempo que ratos Sprague-Dawley passaram nos bracos abertos do
LCE e a proporcao de entradas nos bracos abertos em relagdo ao total de entradas,
sugerindo que os efeitos ansioliticos do etanol podem ser mediados por mecanismos
semelhantes aos dos benzodiazepinicos, possivelmente através da modulagdo dos
receptores GABAA.

Por outro lado, enquanto no presente trabalho apenas o tempo de permanéncia foi
afetado significativamente, no estudo de Varlinskaya et al. (2019), ratos Sprague Dawley
expostos a administra¢do intermitente de etanol na adolescéncia (tanto precoce quanto
tardia) demonstraram também uma reducao significativa no nimero de entradas nos bracos
abertos, indicando que o etanol prejudicou ndo s6 a permanéncia, mas também a iniciativa
exploratoria dos animais em relagdo as areas aversivas do labirinto, sugerindo um efeito
mais robusto sobre o comportamento de esquiva. Isso pode estar relacionado a variaveis
experimentais distintas, como a espécie animal, o protocolo de administragdo do etanol
(dose, duracdo e via), ou o periodo especifico da adolescéncia em que os animais foram
expostos.

Por sua vez, Kameda ef al. (2007) investigou os efeitos do etanol na memoria,
ansiedade e comportamento motor de camundongos, observando um efeito ansiolitico do
etanol com aumento do tempo gasto nos bragos abertos do labirinto. Da mesma forma,
Correia et al. (2009) investigou a relagdo entre niveis basais de ansiedade, efeito ansiolitico
do etanol e consumo de etanol em camundongos. Os camundongos com altos niveis de
ansiedade tratados com etanol apresentaram um efeito ansiolitico significativo,
evidenciado pelo aumento do tempo nos bragos abertos do LCE. Quando comparado com
o presente trabalho, essas diferencas ressaltam a complexidade dos efeitos do etanol sobre
0 comportamento ansioso € a importancia de considerar fatores como idade, predisposi¢ao
a ansiedade e protocolos de administracdo ao interpretar os resultados. Além disso, o
desenvolvimento cerebral durante a adolescéncia pode tornar os camundongos mais
suscetiveis aos efeitos negativos do etanol, resultando em aumento da ansiedade na idade

adulta. Também ¢ importante considerar que, embora a exposi¢ao aguda ao etanol possa
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apresentar efeitos ansioliticos, a administragdo cronica e repetitiva, como a utilizada no
presente protocolo de intoxicagdo, estd associada ao aumento de comportamentos do tipo
ansioso, conforme demonstrado também em outros estudos da literatura.

O cérebro adolescente encontra-se em um periodo critico de desenvolvimento,
caracterizado por intensas modificagdes estruturais e funcionais, como a remodelagao
sinaptica, a matura¢ao dos sistemas dopaminérgico e GABAérgico, e o desenvolvimento
do cortex pré-frontal, responsavel pelo controle emocional e tomada de decisdes (Spear,
2000). A exposi¢ado ao etanol durante essa fase pode interferir nesses processos, resultando
em prejuizos cognitivos e comportamentais persistentes. Guerri e Pascual (2010) afirmam
que o alcool atua como um agente neurotoxico durante a adolescéncia, afetando a
neurogénese, a plasticidade sinaptica e promovendo neuroinflamagdo, o que pode aumentar
a vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos emocionais, como a ansiedade, na
vida adulta.

Ja o teste da Caixa Claro-Escuro, desenvolvido inicialmente por Crawley e
Goodwin (1980), também ¢ amplamente utilizado para avaliar comportamentos
relacionados a ansiedade em roedores. Em suas versoes modificadas, a maioria dos
pesquisadores observa que agentes ansiogénicos tendem a reduzir, enquanto drogas
ansioliticas aumentam o tempo que os animais permanecem no compartimento claro.
Entretanto, os mecanismos exatos subjacentes as respostas comportamentais ainda nao sao
totalmente compreendidos, podendo estar relacionados a intensidade da iluminagdo, a
linhagem genética dos camundongos ou ao historico prévio de testes dos animais
(Kliethermes, 2005).

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos controle e intoxicado nos parametros avaliados no teste da caixa claro-
escuro, incluindo a laténcia para entrada no compartimento claro, o tempo total gasto nesse
compartimento € o nimero de cruzamentos entre os compartimentos. Esses achados
indicam que, sob as condigdes experimentais adotadas, a exposi¢do ao etanol ndo foi
suficiente para induzir alteragdes comportamentais compativeis com um quadro de
ansiedade aumentada nesse modelo.

Em contraste, no estudo conduzido por Costall, Kelly e Naylor (1988), observou-
se que a administracao de etanol em camundongos provocou uma reducao no tempo gasto
no compartimento claro da caixa claro-escuro, sugerindo um efeito ansiogénico da
substancia. Além disso, o trabalho de Kliethermes, Cronise e Crabbe (2004) demonstrou

um aumento significativo nos comportamentos ansiosos nos animais durante a abstinéncia
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de etanol, utilizando a inalag@o de vapor de etanol para induzir dependéncia. Entretanto, os
efeitos observados na caixa claro-escuro foram fortemente influenciados pelo sexo dos
animais, indicando uma variabilidade nas respostas comportamentais.

Adicionalmente, Varlinskaya et al. (2019), ao avaliarem comportamentos do tipo
ansioso por meio da caixa claro-escuro em ratos expostos ao etanol durante diferentes fases
da adolescéncia, observaram que a maioria dos animais (86,3%) permaneceu no
compartimento escuro durante toda a sessdo de teste. Esse resultado gerou um limite
minimo - do inglés “floor effect” -, impossibilitando a analise estatistica, uma vez que nao
houve variagao suficiente entre os animais.

Com base nos dados do estudo de Acevedo et al. (2014), é possivel observar que os
efeitos do etanol no comportamento ansioso de ratos adolescentes no teste da caixa claro-
escuro foram dose-dependentes. Os autores relataram que, em relagdo a locomogao, doses
mais baixas de etanol (1,25 g/kg) aumentaram significativamente a atividade locomotora
em comparagdo com os animais nao tratados, enquanto doses mais elevadas (3,25 g/kg)
reduziram a locomog¢do. Quanto ao tempo gasto no compartimento claro apenas a dose
mais alta (3,25 g/kg) resultou em uma redugdo significativa nesse tempo, sugerindo um
efeito ansiogénico em alta dosagem. J4 as doses mais baixas (0,5; 1,25 e 2,5 g/kg) ndo
alteraram significativamente o tempo no compartimento claro em comparagdo aos grupos
controle e ndo tratados.

Outro ponto importante observado por Kulesskaya e Voikar (2014) ¢ como
variagdes no aparato e procedimentos influenciam o comportamento semelhante a
ansiedade em camundongos, utilizando os testes da caixa claro-escuro. No teste da caixa
claro-escuro, a posi¢ao inicial dos camundongos (compartimento claro ou escuro) afetou
significativamente os resultados. Observou-se que iniciar pelo compartimento claro
reduziu significativamente a laténcia para a primeira transi¢dao. Por outro lado, o tempo
gasto no compartimento claro aumentou, sugerindo que iniciar o experimento pela parte
iluminada pode promover comportamento de aproximagdo € uma resposta semelhante a
ansiolitica.

Na revisdao feita por Bourin e Hascoét (2003), a maioria dos protocolos
experimentais inicia com o0s animais posicionados no compartimento claro. Contudo,
diversos pesquisadores optaram por iniciar o teste a partir do compartimento escuro, como
foi com o presente trabalho. Essas duas abordagens geram contextos iniciais distintos: ao
iniciar no compartimento claro, os animais sdo imediatamente colocados em um ambiente

potencialmente aversivo, o que pode induzir uma resposta de fuga; ja& comecar no
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compartimento escuro oferece uma situagdo de maior segurancga inicial, permitindo que o
animal explore espontaneamente o ambiente claro, o que se aproxima de um modelo de
exploracdo voluntaria.

Além disso, a laténcia para a primeira transi¢do pode nao ser o melhor parametro
para avaliar o comportamento semelhante a ansiedade, pois pode ser confundida com a
tentativa de fuga da mao do experimentador (Kulesskaya e Voikar, 2014). E ainda, ja foi
demonstrado que camundongos testados durante o periodo claro do seu ciclo claro/escuro
ndo apresentam aversao a area intensamente iluminada (Costall et al., 1989), entretanto, a
realizagdo de testes comportamentais durante a fase escura ainda ndo ¢ uma abordagem
padrdo e ndo ¢ suficientemente justificada.

Sendo assim, as divergéncias entre os achados na literatura e este estudo podem ser
atribuidas as diferencas nos protocolos de administracao de etanol, como a via utilizada, a
dose empregada e o tempo decorrido entre a administracdo e¢ a realizacdo do teste
comportamental. Também vale ressaltar que, embora o teste da caixa claro-escuro seja
amplamente validado para avaliacdo de comportamentos ansiosos, sua sensibilidade em
detectar alteragdes comportamentais em camundongos adolescentes pode ser menor
quando comparada a outras faixas etarias, dada a maior impulsividade e curiosidade natural
nessa fase do desenvolvimento.

Em relagdo os niveis de expressao dos gene do sistema endocanabinoide CB1 em
resposta ao consumo de etanol, foram analisadas trés regidoes cerebrais associadas ao
processamento emocional e a regulagdo da ansiedade: cortex pré-frontal (CPF), hipocampo
(HIPP) e amigdala (AMG). Os resultados revelaram uma redugdo significativa na
expressao do receptor CB1 na amigdala dos camundongos expostos ao etanol (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle. No entanto, ndo observou-se diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controle e intoxicado nas regides do CPF e do HIPP. Assim,
observou-se que a neurocircuitaria que envolve a neurotransmissdao canabinoide,
especialmente no que se refere a expressao do receptor CB1 na amigdala, foi reduzida nos
animais expostos ao protocolo de intoxicagdo por etanol, ja que esses apresentaram menor
densidade de receptores expressos. Esses achados sugerem um envolvimento especifico da
amigdala na mediacdo das respostas comportamentais do tipo-ansiosas induzidas pela
intoxicagao alcodlica.

A amigdala desempenha um papel central na regulacdo emocional e nas respostas
ao estresse, sendo amplamente envolvida nos circuitos neurais associados ao

comportamento ansioso. Essa regido cerebral ¢ composta por diferentes nucleos com
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funcdes especificas - como os nucleos lateral, basal e central - que, de maneira integrada,
processam estimulos ameagadores e desencadeiam respostas comportamentais e
fisiologicas associadas ao medo e a ansiedade, como a ativagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal e comportamentos de esquiva. Sua atuacdo também se estende a
modulagdo de reagdes imediatas de medo e de estados de ansiedade sustentada, por meio
de conexdes funcionais com outras regides cerebrais, como o hipocampo e o cortex pré-
frontal (Tovote; Fadok; Liithi, 2015).

A exposicdo ao etanol, especialmente quando cronica, provoca alteragdes
significativas nos circuitos neurais relacionados a regulacdo emocional, afetando distintas
regides da amigdala. Na amigdala central (CeA), o etanol desestabiliza a homeostase
emocional ao modular sistemas neurotransmissores como o GABA (inibitério) e o o CRH
(hormonio liberador de corticotropina, com funcdo moduladora), o que aumenta a
sensibilidade ao estresse e favorece comportamentos ansiosos, particularmente durante a
abstinéncia, refor¢cando a compulsividade pela busca e consumo de etano (Gilpin; Herman;
Roberto, 2015). Complementarmente, McCool (2021) destaca os efeitos do etanol sobre os
circuitos entre o cortex pré-frontal (CPF) e a amigdala basolateral (BLA). Essas conexdes
cortico-amigdalares sdo altamente sensiveis a modulagdo por experiéncias ambientais
estressantes e, sobretudo, pela exposi¢do a substancias psicoativas como o etanol. A
exposicao ao alcool modifica a plasticidade sinaptica dessas conexdes, modulando tanto a
excitabilidade quanto o equilibrio entre neurotransmissores excitatorios (como o
glutamato) e inibitorios (como o GABA) na BLA. Tais alteragdes impactam diretamente o
comportamento, podendo favorecer tanto respostas de busca por recompensa quanto
respostas de evitagcdo e ansiedade.

Além disso, estudos prévios destacam o papel modulador do sistema
endocanabinoide na regulacdo emocional, especialmente na amigdala. Zarrindast et al.
(2008) investigaram o papel dos receptores CB1 na amigdala central (CeA) na modulacao
da ansiedade em ratos Wistar. A administrag@o intra-amigdaloide de agonistas CB1 (como
WINS55,212-2) apresentou um efeito ansiolitico, ao passo que a administracdo de
antagonistas CB1 (como AM251) apresentou um efeito ansiogénico. Semelhantemente,
Haller et al. (2004) investigaram os efeitos do receptor canabinoide CB1 ao utilizar
camundongos selvagens e camundongos knockout para o gene CB1 para avaliar os efeitos
do antagonista CB1 AM-251 e do agonista WIN-55,212-2. Os resultados mostraram que
camundongos com deficiéncia de CB1 apresentaram maior comportamento semelhante a

ansiedade, enquanto o bloqueio seletivo dos receptores CB1 com AM-251 aumentou a
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ansiedade de forma dose-dependente nos camundongos selvagens, mas nao teve efeito nos
camundongos knockout. Por outro lado, o agonista WIN-55,212-2 reduziu o
comportamento ansioso em camundongos selvagens, e este efeito foi bloqueado pelo AM-
251.

Por sua vez, Basavarajappa, Cooper e Hungbund (1998) investigou os efeitos da
administracdo cronica a vapor de etanol sobre os receptores canabinoides no cérebro de
camundongos, particularmente nas membranas plasmaticas sindpticas. Os resultados
mostraram que a exposi¢ao cronica ao etanol resultou em uma diminuigdo significativa na
densidade de receptores CB1 no cérebro dos camundongos.Posteriormente, Basavarajappa
e Hungund (1999), demonstrou também que a exposi¢ao cronica ao etanol resultou em uma
reducdo significativa na ativa¢do do receptor CB1, medida por meio da ligagdo do
[*>*S]GTPyS nas membranas plasmaticas sinapticas de camundongos expostos ao etanol.
Essa diminui¢ao indicou que o acoplamento funcional entre o receptor CB1 e a proteina G
estava prejudicado, sugerindo uma dessensibilizagdo dos receptores apds a exposi¢ao
cronica ao etanol.

Adicionalemente, Ceccarini et al. (2013) demonstraram que, embora a
administracdo aguda de etanol aumente a sinalizagdo endocanabinoide no nucleo
accumbens (NAcc), o consumo cronico de etanol promove uma diminui¢do da ligacdo
relativa de receptores CB1 em regides como o hipocampo e o cortex orbitofrontal — areas
relacionadas ao processamento de emogdes e comportamentos executivos. Essa disfuncao
regional pode ser reflexo de uma adaptagdo do sistema endocanabinoide frente a exposi¢ao
prolongada ao etanol. Considerando que a amigdala também ¢ uma estrutura envolvida no
processamento emocional e na modulagdo do comportamento de medo e ansiedade, a
diminuicdo da expressdo de CBI nessa regido pode estar relacionada a mecanismos
similares de regulagdo negativa.

Em sintese, os resultados deste trabalho corroboram os achados da literatura, ao
demonstrar que a redugdo da expressao do receptor CB1 na amigdala esta associada ao
aumento do comportamento ansioso. Estudos prévios mostraram que a dessensibilizacao
ou bloqueio de CBI nessa regido desencadeia respostas ambivalentes ao medo ¢ eleva a
reatividade ao estresse (Zarrindast et al., 2008; Haller et al., 2004), enquanto agonistas de
CB1 produzem efeitos ansioliticos. De modo semelhante, Ceccarini et al. (2013) e
Basavarajappa et al. (1998, 1999) relataram que a administragao cronica de etanol induz
adaptagdes regionais no sistema endocanabinoide — incluindo diminui¢do da ligagdo de

CBI1. Assim, o padrao observado no presente modelo de intoxicagcdo adolescente, com
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reducdo significativa de CB1 na amigdala e aumento de respostas ansiosas no LCE, refor¢a
o importante papel desse receptor na modulagdo emocional e sugere que o déficit de
sinalizagdo endocanabinoide nessa estrutura ¢ um dos mecanismos subjacentes ao efeito

comportamental ansiogénico do etanol.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que a exposi¢do ao etanol durante a
adolescéncia induz comportamentos compativeis com aumento da ansiedade em
camundongos, especialmente evidenciados no Labirinto em Cruz Elevado. Além disso, foi
observada uma reducao na expressao do receptor CB1 na amigdala, sugerindo uma possivel
via neurobioldgica associada ao efeito ansiogénico do etanol. Esses achados reforcam a
adolescéncia como um periodo de alta vulnerabilidade aos impactos do alcool sobre o
sistema emocional. Investigagdes futuras devem explorar outras doses, periodos de
exposicao e componentes do sistema endocanabinoide para ampliar o entendimento dos

mecanismos envolvidos.
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ANEXO A - Certificado de Comissio de Etica na Utilizaciio de Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Reitoria
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagao r
Comissdo de Etica na Utilizacio de Animals }
Rusa Ceard, 3/n, Bloco 20, Sala 02 - Bairro Umnuarama, Uberldndia-MG, CEP 38400-902

Telefone: (34) 3225-8658 - www.oomidsoes. propp . ufu.brfoeua - ceua@ propp.ulu. br

CERTIFICADO

Certificamos gue o projeto intitulado “Avaliacio dos Efeitos da Intoxicacdo Alcodlica nas respostas
MNeurocomportamentais em Camundongos Adolescentes”, protocolo n® 23117.080005/2023-09, sob a
responsabilidade de Rodrigo Molini Ledo — que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(COMCEA), e foi APROVADO pela COMISSAC DE ETICA NA UTILIZACAD DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reuni3o 01 de dezembro de 2023,

[We certify that the project entitled “Awvaliacio dos Efeitos da Intoxicacdo Alcodlica nas respostas
Neurocomportamentais em Camundongos Adolescentes” protocol 23117.080005,/2023-09, under the
responsibility of Rodrigo Melini Ledo - involving the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in
accordance with the provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of July 15th,
2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it
was approved for ETHICS COMMISSION OM AMIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UMIVERSITY OF
UBERLAMNDIA, in meeting of December 01th, 2023).

Finalidade i ) Ensinge { X ) Pesquisa Cientifica
Yigéncia do Projeto Inicio: 01022024 Término: 31012026

ICamundongo Isogénico/ C57BL/B) - 96 animais
[Rato Heterogénico/ Long-Evans - 4 animais

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos

|N|1mem de animais |lllll animais
3 semanas (21 dias)/ 10 - 12 gramas
Peso / Idade 3 = 6 meses’ I - 500 gramas
Sexo émea (48) ¢ Macho (48)
acho (4)
(Origem / Local REBIR/UFU
Local onde serfio mantidos os animais: REBIR/UFU

Se'l . | Documents assinado eletronicamente por Luiz Fernando Mareira lzidoro, Coordenador{a), em
e [‘i‘l 08/12/2023, as 14:22, confarme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
eletrbnica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015,

5 0]
""g-l;__ % A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https:/fwww.sei.ufu br
ol feeifcontrolador_externo.phplacac=documents_conferirfid_orgao_acesso externo=0, informando o

 codigo verificador 5031447 e o codigo CRC 7CT7BSBD.




