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RESUMO

As modificagdes funcionais cognitivas € comportamentais ocorridas durante a adolescéncia
tornam os adolescentes mais predispostos a iniciarem o uso de etanol ou outras drogas.
Alteragdes nos sistemas relacionados ao estresse cronico, aos processos neuroinflamatorios e
as vias de autofagia e neuroplasticidade podem mediar a transi¢cdo do uso ocasional para o uso
compulsivo. O uso de terapias alternativas, como o exercicio fisico, tem sido um grande aliado
no tratamento da dependéncia e dos problemas neuroldgicos a ela associados, como por
exemplo, os sintomas negativos associados a sindrome de abstinéncia. Dessa forma, o presente
estudo investigou as alteragdes no padrdo de consumo de camundongos Swiss submetidos a
diferentes protocolos de intoxicagdo de etanol, alteragdes na expressdo do BDNF ¢ mTORC,
de células da glia, das proteinas autofagicas e nos testes comportamentais decorrentes da
interacdo entre intoxicacdo de etanol na adolescéncia e exercicio fisico for¢cado durante a fase
de abstinéncia protraida na regido do hipocampo desses animais. Observamos que os animais
intoxicados por etanol, no modelo de administragdo intraperitoneal, apresentaram redugdo no
peso corporal durante a intoxicagdo e aumento na expressdo de CRF apos a exposi¢do ao
etanol e ao exercicio fisico. Os animais intoxicados por etanol, no modelo ciclico de
exposi¢do ao vapor de etanol, apresentaram redu¢do no peso corporal e aumento no consumo
voluntario na segunda semana de exposi¢do ao etanol. O isolamento social associado ao
modelo de exposicao cronica estendida ao vapor de etanol diminuiu a evocagdo da memoria
de longo prazo, aumentou os comportamentos tipo depressivos e diminuiu a expressdo das
proteinas mTOR e BDNF no hipocampo desses animais. O exercicio fisico aumentou o
desempenho no teste de velocidade maxima e a cognicdo dos animais. Concluiu-se que o
consumo excessivo € a intoxicagdo cronica de ETOH foram fortes preditores para o
aparecimento tardio de transtornos relacionados ao uso dessa substincia, assim como danos

neurocognitivos persistentes.

Palavras-chave: Etanol; Exercicio Fisico; Dependéncia; Adolescéncia; Abstinéncia; CRF;

Glia; Camundongos Swiss; Hipocampo; Isolamento Social; BDNF; mTORC.



ABSTRACT

The functional cognitive and behavioral changes that occur during adolescence make
adolescents more predisposed to starting to use ethanol or other drugs. Changes in systems
related to chronic stress, neuroinflammatory processes and autophagy and neuroplasticity
pathways can mediate the transition from occasional use to compulsive use. The use of
alternative therapies, such as physical exercise, has been a great ally in the treatment of
addiction and the neurological problems associated with it, such as the negative symptoms
associated with withdrawal syndrome. Thus, the present study investigated changes in the
consumption pattern of Swiss mice subjected to different ethanol intoxication protocols,
changes in the expression of BDNF and mTORC, glial cells and autophagic proteins in the
hippocampus and in behavioral tests resulting from the interaction between ethanol
intoxication in adolescence and forced physical exercise during the protracted abstinence
phase. We observed that animals intoxicated by ethanol, in the intraperitoneal administration
model, showed a reduction in body weight during intoxication and an increase in CRF
expression after exposure of ethanol and physical exercise. Animals intoxicated with ethanol, in
the cyclic model of exposure to ethanol vapor, showed a reduction in body weight and an
increase in voluntary consumption in the second week of exposure to ethanol. Social isolation
associated with the extended chronic exposure model to ethanol vapor decreased long-term
memory recall, increased depressive-like behaviors and decreased the expression of mTOR and
BDNF proteins in the hippocampus. Physical exercise increased performance in the maximum
speed test and the animals'cognition. It was concluded that excessive consumption and chronic
ETOH intoxication were strong predictors for the late onset of disorders related to the use of
this substance, as well as persistent neurocognitive damage.

Keywords: Ethanol; Physical exercise; Dependency; Adolescence; Abstinence; CRF; Glia;
Swiss Mice; Social isolation; Hippocampus; BDNF; mTORC.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DO ETANOL

O consumo de substincias psicoativas, como o etanol, ¢ relatado pelas diferentes
civilizagdes desde a antiguidade, sendo inicialmente o seu uso destinado e relacionado as
festividades religiosas, rituais espirituais e praticas medicinais (ANDERSON; RAY, 1982;
ROYCE; SCRATCHLEYV,1989). Relatos de aproximadamente 7.000 - 6.000 anos a.C., sobre
a utilizacdo de bebidas alcodlicas como vinhos e cervejas, foram encontrados em fragmentos
de jarros de cerdmica na China, em papiros egipcios € em um painel na tumba de Nebamun,
homem pertencente a elite da XVIII dinastia egipcia, retratado na Figura 1 (MCGOVERN et
al., 2017, 2004).

Figura 1. Egipcios na colheita de uvas para a producéo de vinho. Painel na Tumba de Nebamun, da XVIII
dinastia egipcia, na Necropole de Tebas.

Py =]

Fonte 1. Imagem retirada do The Yorck Project (2002). ISBN: 3936122202.

Os relatos sobre o uso medicinal de etanol foram encontrados em textos Suméricos,
Egipcios e na biblia hebraica e datam de aproximadamente 2100 anos a.C. Neles sdo
encontradas recomendacdes para que pessoas que estdo deprimidas ou morrendo consumam o
etanol para que possam esquecer suas misérias (como em Provérbios 31:6-7).

Na idade média popularizou-se o processo de destilagdo do etanol, levando ao
surgimento de bebidas como uisques na Escocia e Irlanda; aquavita na Escandinavia e ao gim
na Gra-Bretanha. Durante o periodo das navegacdes e conquistas das Américas, o processo de
destilacdo se difundiu e outras bebidas como rum, tequila e cachaca foram desenvolvidas

(ANDERSON; RAY, 1982; ROYCE; SCRATCHLEV, 1989).
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Durante a idade moderna, lideres religiosos como Martin Luther e John Calvin
pregavam que o etanol era um presente divino e, como tal, tinha sido criado para ser consumido
com moderagdo e para finalidade recreativa (CROSS; LIVINGSTONE, 2005). No inicio do
século XVIII, apesar de episddios de embriaguez ja terem sido relatados, como a “Embriaguez
de Noé” (“E bebeu do vinho, e embebedou-se; e descobriu-se no meio de sua tenda’)

(GENESIS 9.21) esses episodios ainda nio eram estigmatizados.

Figura 2. Pintura feita pelo artista Giovanni Bellini (1430-1516) intitulada: Embriaguez de No¢ (traduzido
do inglés: Drunkenness of Noah).

Fonte 2. Disponivel em www.parisdiarybylaure.com. Acesso em: 01/11/2023.

A partir do século XIX, com o crescente processo decorrente da revolucao industrial e
consequentes mudangas no padrao de vida dos trabalhadores, a embriaguez passou a ser vista
como uma ameagca a eficiéncia na realizagao do trabalho e ao crescimento industrial (HANSON,
1995). Durante esse periodo, o uso excessivo de bebidas alcodlicas passou entdo a ser visto
como uma doenga ou desordem e, a partir do século XX, paises como Franca e Estados Unidos
estabeleceram a maioridade de 18 anos para o consumo de etanol e decretam a Lei Seca, em
1920, respectivamente (BRADBURY, 1995).

Em 1952, com a primeira edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM; traduzido originalmente do inglé€s Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders), o “alcoolismo” passou a ser tratado como doenca (JAFFE, 1993).

1.2 DADOS EPIDEMIOLOGICOS
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Atualmente, o uso de drogas de abuso ¢ considerado como um grande problema de satde
publica mundial, pois as consequéncias negativas decorrentes desse uso geram altos custos
sociais e econdomicos (OPAS/OMS, 2019). O relatorio elaborado pelo Escritorio das Nagdes
Unidas sobre Drogas e Crime (do inglés: United Nations Office on Drugs and Crime-UNODC),
no ano 2021, mostrou que 5,5% da populagdo mundial, ou seja, 275 milhdes de pessoas, entre
15-64 anos, ja utilizaram algum tipo de droga, seja licita ou ilicita (UNODC, 2021).

Entre as drogas licitas, o etanol (ETOH) ¢ a substancia de abuso mais consumida no
mundo, sendo que 12% da populagdo faz seu uso diario e 2,6% preenchem o critério para
transtorno por uso dessa substdncia (OPAS/OMS, 2019). Segundo dados da Organizacao
Mundial da Saade (OMS), 3,3 milhdes de mortes anuais sdo decorrentes dos transtornos
causados pelo uso do etanol, o que representa 5,3% do total das mortes mundiais (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018) e, aproximadamente 200 doengas como cancer hepatico,
cirrose, transtornos psiquiatricos, entre outras, sao correlacionados ao consumo dessa
substancia (OSAIN; ALEKSEEVIC, 2010).

De acordo com o III Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela Populagao
Brasileira (LNUD), realizado pela FIOCRUZ (Fundacdo Oswaldo Cruz), em 2017,
aproximadamente 101,6 milhdes de pessoas, ou seja, 66,4% da populagdo entre 12-65 anos fez
o uso de bebidas alcdolicas pelo menos uma vez na vida, sendo que 25.311 milhdes fizeram o
uso de etanol em um consumo do tipo binge, definido como um padrdo de consumo no qual
quatro ou cinco doses de bebidas alcdolicas sdo ingeridas em um periodo de 2 horas. No Brasil
uma dose representa 14g de etanol puro o que corresponde a 350 ml de cerveja (5% de alcool),
150ml de vinho (12% de alcool) ou 45ml de destilado (como vodka, cachaga e tequila, com
aproximadamente 40% de alcool) (CARBIA et al., 2018; COURTNEY; POLICH, 2009;
MOTA et al.,, 2013). O grafico da FIOCRUZ encontra-se na figura 3 abaixo.
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Figura 3. Numero de pessoas (x 1000) de 12 a 65 anos que consumiram bebidas alcoolicas no Brasil. As
barras representam o niimero de pessoas que fizeram o uso durante a vida, nos ultimos 12 meses, nos tltimos 30
dias e consumo tipo binge.

120.000
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100.000
@ 80.000
ﬁ 65.943
a
4 60.000
o
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E 40.000
25311
N -
0
Vida 12 meses 30 dias binge

Fonte 3. ICICT, Fiocruz. III Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela Populagéo Brasileira,
2017.

Além disso, nesse mesmo levantamento, observou-se que durante os 12 meses anteriores
a pesquisa, aproximadamente 2,3 milhdes de individuos entre 12-65 anos preencheram os
critérios do DSM-IV (versao publicada na época) para o transtorno por uso de substancias,
sendo importante ressaltar que 119 mil desses dependentes eram adolescentes entre 12-17 anos
de idade (BASTOS, 2017). De acordo com uma pesquisa realizada pelo IBGE, em 2019,
representada pela figura 4 abaixo, mais da metade da populacdo brasileira em idade escolar
(entre 13 e 17 anos) ja fizeram o uso de etanol pelo menos uma vez na vida (CISA, 2022;

GUEDES, 2019).
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Figura 4. Grafico do Percentual de escolares de 13 a 17 anos que experimentaram bebida alcodlica alguma
vez na vida (IC= 95%), por sexo, segundo as Grandes regides- 2019.
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Fonte 4. IBGE, Diretoria de Pesquisa, Coordenagao de Populacgdo e Indicadores Sociais, Pesquisa Nacional
de Saude do Escolar, 2019.

Virios fatores impactam e determinam os diferentes padrdes de consumo de etanol,
como por exemplo, a religido, a situagdo econdmica, o sexo, o ambiente/qualidade de vida
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018), os fatores estressantes aos quais os individuos
sdo expostos (PUCCI et al., 2019a) e a idade na qual iniciam o uso dessa substancia
(PAUTASSI et al., 2008a). Entretanto, a alta razao entre a prevaléncia de transtornos associados
ao uso do etanol na adolescéncia (AUD; sigla traduzida do termo em inglés: Alcohol Use
Disorder) entre individuos que consumiram etanol e a prevaléncia desses transtornos na
populagdo geral, indica uma maior chance de dependéncia entre os individuos que iniciaram o

consumo de etanol mais precocemente (BASTOS, 2017).

1.3 A ADOLESCENCIA E O CONSUMO DE ETANOL

A adolescéncia € uma fase critica do desenvolvimento, a qual envolve mudangas fisicas,
cognitivas, emocionais, sociais € comportamentais significativas (KOOB; VOLKOW, 2016a).
Essa fase ¢ caracterizada por um estagio de maturagdo cerebral em que ocorrem remodelagdes
nos circuitos neurais, como a superproducao de axdnios e sinapses, seguida por uma rapida

poda dendritica visando eliminar conexdes sinapticas desnecessdrias, incluindo regides como
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o cortex pré-frontal (CPF) (ANDERSEN, TEICHER, 2004), Nucleo Accumbens (NAc)
(TEICHER; ANDERSEN; HOSTETTER, 1995) ¢ Amidala (AMG) (ZEHR; TODD;
SCHULZ; MCCARTHY, 2006).

Durante o periodo da adolescéncia, as remodelagdes nas regides limbicas,
especificamente o NAc, o Hipocampo (HIP) e o CPF se desenvolvem em tempos diferentes e
de forma ndo-linear, sendo que a maturagdo das regides pré-frontais ocorre posteriormente a
maturagdo do NAc (AHMED; BITTENCOURT-HEWITT; SEBASTIAN, 2015; CASEY;
JONES; HARE, 2008). Essa diferenga de maturagcdo entre NAc, responsavel pela busca de
novidades, e do CPF, responsavel pelo controle nos impulsos, faz com que os adolescentes
sejam mais propensos aos comportamentos de risco (CASEY; GETZ; GALVAN, 2008;
THOMA et al., 2011). A diferenca de maturagio entre HIP e CPF, responsaveis pelo processo
de aprendizado e memoria, tornam os adolescentes mais vulneraveis as acdes do etanol
(CASEY; GETZ; GALVAN, 2008; THOMA et al., 2011). Essas mudangas nos circuitos
neurais estdo associadas com as modificagdes funcionais cognitivas e com as caracteristicas
comportamentais especificas a idade, as quais fornecem uma base bioldgica para predispor os
adolescentes a iniciarem o uso de etanol ou outras drogas e os tornam mais vulneraveis aos seus
efeitos (KOOB; VOLKOW, 2016a; MONTESINOS et al., 2018; SPEAR, 2000).

Além da imaturidade neuronal, os adolescentes apresentam padrdes de uso de etanol
diferentes dos adultos (LEES et al., 2020). Embora os adolescentes consumam essa substancia
com menos frequéncia, geralmente o consumo ¢ feito em quantidades maiores de ETOH do que
os adultos (SAHMSA, 2022; SEEMILLER; GOULD, 2020) seguindo o padrdo de consumo do
tipo binge, como demonstrado pelo grafico do LNUD e definido anteriormente, no item 1.2
(CARBIA et al., 2018; COURTNEY; POLICH, 2009; MOTA et al., 2013). Por exemplo,
utilizando um modelo animal de consumo, Holstein et. al (2011) verificaram que camundongos
C57BL/6] adolescentes apresentaram aumento significativo na ingestdo de etanol, atingiram
maior concentracdo sanguinea de etanol (BEC; sigla derivada do termo em inglés: Blood
Ethanol Concentration) € aumentaram o consumo dessa substancia ao longo dos sucessivos
ciclos do consumo tipo “binge” comparados aos camundongos adultos (HOLSTEIN;
SPANOS; HODGE, 2011).

O consumo excessivo e a intoxicagdo precoce de ETOH, estado transitério que ocorre
quando ha ingestdo excessiva de bebida alcodlica e concentracdes elevadas dessa substancia
no sangue, também sdo alguns dos fortes preditores para o aparecimento tardio de transtornos
relacionados ao uso dessa substancia (DEWIT et al., 2000). Vera et al. (2019) demonstraram

em um estudo clinico que o marco preditivo mais importante para o uso subsequente e
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problematico do etanol encontra-se no primeiro episddio de intoxicagdo ou embriaguez ao qual
o consumidor ¢ exposto. Neste trabalho foi observado maior nimero de consequéncias
negativas relacionadas o seu uso, apds um inicio precoce do consumo, apenas nos participantes
que j& haviam experimentado um episodio de intoxicacdo ou embriaguez na adolescéncia.
Outro estudo realizado por Kuntsche et al. (2017) mostrou que a embriaguez precoce, mas nao
o consumo precoce de etanol, gerou varios comportamentos problematicos em adolescentes.
Da mesma forma, Alaux-Cantin et al (2013), em um estudo realizado com ratos intoxicados
com etanol durante a primeira adolescéncia, demonstraram que esses animais aumentaram o
consumo voluntario de livre escolha e aumentaram a motivacdo na autoadministracao de
etanol quando comparados aos animais intoxicados na fase juvenil.

Os dados relatados acima, juntamente com a alta prevaléncia do consumo excessivo de
ETOH em adolescentes, sugerem que os modelos utilizados para compreender os efeitos do
consumo dessa substancia sobre o neurodesenvolvimento devem promover condigdes
semelhantes a embriaguez. Para isso, se preconiza o uso de modelos que induzam niveis altos
de consumo de etanol em um curto espago de tempo, compativel com a defini¢do de “binge

drinking” ou intoxicacdo (SALGUERO et al., 2020).

1.4 O ESTRESSE E O CONSUMO DE ETANOL

Estudos em humanos e animais revelaram que o periodo da adolescéncia estd associado
a aumento na reatividade ao estresse € que a exposicao aos fatores estressantes ao longo dessa
fase pode causar plasticidades duradouras que podem modular de forma diferenciada as
respostas desses individuos ao estresse na vida adulta (ROMEO, 2013; SPEAR, 2015).

O estresse tem sido definido como um estimulo que altere a homeostase do organismo
(YARIBEYGI et al.,, 2017) e que produza uma reagdo dinamica destinada a restaurar o
equilibrio dos sistemas biologicos (KOOB et al., 1989; YARIBEYGI et al., 2017). Entre os
modelos de estresse cronico, um dos mais utilizados é o estresse cronico imprevisivel
(MOGRABI et al., 2020; MONTEIRO et al., 2015; SEQUEIRA-CORDERO et al., 2019), no
qual os animais sdo expostos a diferentes estressores como, por exemplo, choque nas patas,
restricdo alimentar, contencdo fisica, separacdo materna e isolamento social, durante um
periodo de 3-4 semanas (PUCCI et al., 2019b).

O isolamento social pode ser um estressor na adolescéncia e os seus efeitos sdao

geralmente mais pronunciados quando esse ocorre no inicio da adolescéncia (SPEAR, 2015).
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Lukkes et. al (2009) investigaram os efeitos do isolamento social no inicio da vida
relacionado ao comportamento de medo e tipo ansioso em ratos machos adultos. Quando
submetidos ao teste decampo aberto para avaliar o comportamento tipo ansioso, esses animais
exibiram aumento no comportamento semelhante a ansiedade ¢ ao medo quando comparados
aos animais mantidos em convivio social (LUKKES et al., 2009).

Também tem sido demonstrado que a cronicidade do isolamento social parece aumentar
a ingestao de etanol (CACIOPPO et al., 2011; ZORZO et al., 2019), como observado no estudo
feito por Wukitsch et. al (2018), no qual ratos adolescentes mantidos em isolamento social
tiveram aumento tanto na preferéncia por etanol quanto no seu consumo quando comparado aos
animais que permaneceram em convivio social. Corroborando a esses achados, Evans et al
(2020) observaram aumento no comportamento semelhante a ansiedade, assim como aumento
de 20-30% no consumo de ETOH por camundongos machos C57BL/6J que foram mantidos
em isolamento.

Além dos efeitos do estresse na modulacdo do consumo de ETOH, estudos também
relatam que a propria exposi¢ao ao etanol pode ser um fator estressor por si s6 (PUCCI et al.,
2019b). O transtorno por uso de etanol (AUD) tem sido associado as alteracdes mal adaptativas
persistentes do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), levando a respostas alteradas ao
estresse e a0 aumento da suscetibilidade a emogdes negativas induzidas pelo estresse (KOOB;
LE MOAL, 2008; LE MOAL, 2009). Estudos mostraram que a exposi¢ao cronica intermitente
de camundongos ou ratos & camara de vapor de etanol (CVE) aumentou o comportamento
tipo ansioso, a sensibilidade ao estresse (BALDWIN et al., 1991; SIDHU; KREIFELDT;
CONTET, 2018a; VALDEZ et al., 2003), além de alterar a fun¢do sinéaptica e a excitabilidade
neuronal no CPF e amidala estendida (GILPIN, 2012; MARTY et al., 2020a).

Esses resultados corroboram a relagdo bidirecional entre estresse e etanol: o ETOH
altera as respostas ao estresse e, por sua vez, o estresse modifica a percepcdo dos efeitos
subjetivos da droga (ANDERSON et al., 2019; VARLINSKAYA; SPEAR; DIAZ, 2018;
VARLINSKAYA; TRUXELL; SPEAR, 2014) e, tanto os ciclos de intoxicagdo a essa
substancia durante o periodo inicial da adolescéncia, quanto o estresse do isolamento social
durante esse periodo tem sido associado ao uso mais cronico e intensivo, assim como a um
padrdo de consumo abusivo de etanol na vida adulta (ANDERSON et al., 2019;
VARLINSKAYA; SPEAR; DIAZ, 2018; VARLINSKAYA; TRUXELL; SPEAR, 2014).

Visto que a relagao de causa e consequéncia entre “adolescéncia-estresse-etanol” ainda

ndo seja bem compreendida, estudos sobre os mecanismos moleculares e as modificagdes
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comportamentais ocasionados por essa interagdo tem sido fundamentais para a compreensao
dos problemas associados ao abuso dessa substancia (BROWN et al., 2000; MOORE et al.,
2010; PAUTASSI et al., 2008b).

1.5 0 DESENVOLVIMENTO DO TRANSTORNO POR ABUSO DE ETANOL
(AUD)

A exposi¢ao cronica ao etanol esta relacionada a um habito comum da sociedade, que
pode causar impactos negativos sobre a mesma, devido entre outras coisas, ao aumento de
comportamentos agressivos que podem repercutir em violéncia, aos desentendimentos
familiares e ao fracasso profissional (CAMPANA et al.,, 2012). Embora seja licito e
intensamente consumido pelas sociedades, o etanol tem a capacidade de agir no encéfalo e
modificar o seu funcionamento provocando alteragdes no humor, percepgao € comportamento
(OMS, 2020), sendo considerado como uma droga de abuso, podendo levar o individuo a
dependéncia (BASTOS et al., 2017; GIANCOLA, 2012).

De acordo com a décima edicdo do Manual de Classificagdo Internacional de Doengas
(CID-10), o consumo de uma droga de abuso pode ser classificado em trés diferentes padrdes:
0 uso ocasional, o uso abusivo e o uso dependente (HARRISON et al., 2021). O uso ocasional
¢ aquele que nao interfere nas atividades habituais e ndo € feito de forma compulsiva; o uso
abusivo refere-se a um padrao mal adaptado de consumo e acarreta algumas consequéncias
adversas para o individuo; a dependéncia, por sua vez, ¢ evidenciada pela perda total de controle
do individuo diante do consumo da substancia (ONU, 2022).

Segundo a 5% edi¢do do DSM-5, o padrao de uso abusivo e a dependéncia foram reunidos
em uma nova terminologia e passaram a ser chamados de “Transtornos por Uso de Substancias”
(SARMIENTO; LAU, 2020). Também foram definidos alguns critérios para auxiliar no
diagnostico de um individuo com AUD, os quais avaliam o conjunto de sintomas
comportamentais e fisiologicos persistentes observados por mais de 12 meses ao longo do uso
cronico da droga. De acordo com o ntimero de critérios preenchidos, o paciente ¢ classificado
como portador de transtorno leve (1-3 critérios), moderado (4-5 critérios) ou grave (6 ou mais
critérios) (SARMIENTO; LAU, 2020). Alguns destes critérios estdo demonstrados na Tabela

1 abaixo.

32



Tabela 1. Alguns dos critérios de dependéncia de substancias segundo a DSM-5

1 A substincia é frequentemente consumida em maiores quantidades ou por um
periodo mais longo do que o pretendido

2 Existe um desejo persistente ou esforgos malsucedidos no sentido de reduzir ou
controlar o uso da substancia

3 Muito tempo € gasto em atividades necessarias para a obtengédo da substancia, na
utilizagdo da droga ou na recuperagdo de seus efeitos

5 Uso recorrente da substincia, resultando no fracasso em desempenhar papéis
importantes no trabalho, na escola ou em casa

6 Uso continuado da substincia, apesar de problemas sociais ou interpessoais
persistentes ou recorrentes causados ou exacerbados por seus efeitos

T Importantes atividades sociais, profissionais ou recreacionais 3o abandonadas ou

reduzida em virtude do uso da substancia

8 Uso recorrente da substancia em situacdes nas quais isso representa perigo para a
integridade fisica
9 0 uso da substancia é mantido apesar da consciéncia de ter um problema fisico ou

psicologico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pela

droga

10 Tolerancia: necessidade de quantidades progressivamente maiores da substancia
para alcancar a intoxicagdo ou o efeito desejado

11 Sindrome de abstinéncia

Fonte 5. Manual diagnostico e estatistico de transtornos mentais (DSM-5), 5%d., 2013.

Entende-se a partir desse ponto que a dependéncia, referindo-se ao transtorno por uso
de substancias na sua forma mais grave, sera definida como um transtorno cronicamente
recorrente, caracterizado pela compulsdo em procurar e em consumir a droga a despeito das
consequéncias negativas decorrentes do seu uso (KOOB; VOLKOW, 2016b).

Dessa forma, o transtorno por uso de substancias, como o etanol, pode ser caracterizado
por um conjunto de sinais e sintomas fisioldgicos, comportamentais € cognitivos que se
desenvolvem apods o consumo repetido de uma droga de abuso, os quais incluem: dificuldades
em controlar o uso, persisténcia do consumo apesar das consequéncias adversas, maior

prioridade dada ao uso da droga do que a outras atividades cotidianas ou obrigacdes e
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sindrome de abstinéncia (KOOB; VOLKOW, 2016b).
A sindrome de abstinéncia pode desencadear diversos sintomas negativos no individuo

que o leva a buscar e consumir novamente a droga, representando um dos maiores desafios do

tratamento da dependéncia (BECKER, 2014).

1.5.1 Sindrome de Abstinéncia ao Etanol

A sindrome de abstinéncia ¢ definida como um conjunto de reagdes organicas, fisicas e
psiquicas que surgem quando o acesso a droga ¢ interrompido bruscamente (MASHAL
KHAN, 2022). Em relacdo a abstinéncia ao etanol, pode ser identificado o surgimento de
estados emocionais negativos, como por exemplo, disforia, ansiedade e irritabilidade. Esses
estados emocionais negativos exercem grande significado motivacional para a manutengdo da
dependéncia de drogas (GAWIN; KLEBER, 1986; KOOB; LE MOAL, 2001).

A persisténcia dos sintomas emocionais negativos além de levar os individuos a
buscarem e consumirem novamente a substincia de abuso, fato conhecido como recaida
(BECKER, 2014), também favorecem a escalada do consumo da substancia para quantidades
maiores que as anteriores (BECKER; MULHOLLAND, 2014).

Clinicamente as caracteristicas da sindrome de abstinéncia podem ser divididas em trés
fases distintas, de acordo com o tempo: abstinéncia aguda, abstinéncia inicial e abstinéncia
protraida (HEILIG et al., 2010a).

A abstinéncia aguda pode surgir entre 48-72 horas em humanos e 24-48 horas em
animais e ¢ caracterizada por hiperexcitabilidade generalizada do sistema nervoso central, no
qual os tremores e delirium tremens sdo evidentes e em alguns casos pode ocorrer convulsdes
(MAYO-SMITH, 1997). O delirium tremens ¢ uma forma grave da sindrome de abstinéncia
alcoolica, identificada como quadros de confusdo mental, alucinagdes visuais, arritmias
cardiacas e acomete em torno da metade dos pacientes, sendo ocasionado em decorréncia do
desequilibrio de liberagdo dos neurotransmissores GABA e glutamato (BRAMNESS et al.,
2022; GROVER; GHOSH, 2018).

A abstinéncia inicial se refere a um periodo intermediario que pode variar de 3-6
semanas em humanos e de 1-2 semanas em animais e nela observa-se a diminui¢ao da presenga
dos sintomas fisicos e o surgimento de sintomas de ansiedade, irritabilidade e disturbios do
sono (HEILIG et al., 2010a; SCHUCKIT; HESSELBROCK, 1994).

A abstinéncia protraida ocorre a partir de 3 meses em humanos ¢ 1 més em animais,
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durante essa fase, observa-se aumento do afeto negativo (HEILIG et al., 2010a; SINHA; LI,
2007). Estudos sugerem que o surgimento de emocdes negativas, durante esta fase de

abstinéncia, esteja associado ao desejo por consumir novamente a substincia, levando o

individuo a recaida(MARTINOTTI et al., 2008).

1.6 MECANISMOS DE ACAO DO ETANOL

O ETOH, representado na figura 5, ¢ uma molécula relativamente simples
(POHORECKY; BRICK, 1988), ¢ absorvido pelas mucosas géstricas e intestinais (90%) e
apresenta rapida difusdo pelos compartimentos intra e extracelulares do organismo (ROGERS;
HARRIS; JARMUSKEWICZ, 1987). Uma vez na circulagdo, essa substancia atravessa
facilmente a barreira hematoencefalica atingindo o Sistema Nervoso Central (SNC)

(DIAMOND; MESSING, 1994).

Figura 5. Ilustrag@o da estrutura quimica da molécula de etanol. Entende-se por "C": carbono; "O": oxigénio
e "H": hidrogénio.

Fonte 6. Disponivel em: https://www.freepik.es/vector-premium/diagrama-molecula-etanol 2440319.htm.
Acesso feito: 01/11/2023

Essa substancia ¢ considerada depressora do sistema nervoso central e uma das suas
acdes principais € potencializar acdo da neurotransmissdo do acido-gama-aminobutirico
(GABA) e inibir a a¢do do neurotransmissor glutamato (ABRAHAO; SALINAS; LOVINGER,
2017).

O ETOH pode promover aumento da afinidade do GABA pelos receptores GABA-A,
atuando como modulador alostérico positivo desse receptor (como representado na Figura 6)

(ABRAHAO; SALINAS; LOVINGER, 2017). O receptor GABAA ¢ um canal i6nico
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dependente de ligante, constituido por 5 subunidades (a, B € y) proteicas, ligadas de maneira a
formarem um canal que controla o influxo de ions cloreto nos neuronios (ENNA, 1981;

LOVINGER; ROBERTO, 2011, 2023).

Figura 6. Figura representativa do receptor GABAa. O ETOH se liga na subunidade alfa, indicado na
imagem como Positive Modulators. Em verde encontram-se representados os ions cloreto.

GABA

Positive
Modulators

Fonte 7. Pantherics/Science. Disponivel em: Pantherics, Inc. * Science. Acesso feito: 01/11/2023.

O ETOH também age como modulador alostérico positivo nos receptores de glicina, os
quais sdo responsaveis por mediar a inibi¢do primaria no tronco cerebral, medula espinhal e de
outras estruturas do encéfalo. O receptor de glicina ¢ constituido por cinco subunidades
proteicas que formam um Unico canal de cloreto e o ETOH aumenta a resposta inibitoria
mediadas por esses canais (PERKINS et al., 2010).

Os receptores glutamatérgicos NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (a-amino-3-
hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato), ilustrados na figura 7, e o receptor kainato sdo
receptores i6nicos nio seletivos que permitem a passagem de sodio (Na™) e/ou Calcio (Ca™) e
estdo envolvidos na transmissdo glutamatérgica excitatéria (KAWAI, 1994). Apesar do
mecanismo de acdo do etanol nesses receptores ainda estar em discussdo, acredita-se que
agudamente o ETOH age bloqueando a ativagao desses receptores, diminuindo o nimero de
disparos neuronais excitatorios e, consequentemente, diminuindo a excitabilidade neuronal
(LOVINGER; ROBERTO, 2011, 2023). Também acredita-se que essa substancia pode
promover aumento da fosforilacdo desses receptores, promovendo dessensibiliza¢do dos

mesmos (CREWS et al., 1996).
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Figura 7. Figura representativa dos receptores glutamatérgicos AMPA/kainato (verde claro) e NMDA (verde
escuro).

AMPA or Kainate

Na*

@

Glu‘ A

O«
Fonte 8. Retirada do estudo realizado por (YATES, 2019).

Assim como outras substancias de abuso (por exemplo, cocaina, heroina, nicotina, etc.),
os efeitos refor¢adores promovidos pelo ETOH também podem resultar de sua ag@o no sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico (KOOB; LE MOAL, 2008), o qual ¢ formado por proje¢des
de neurdnios dopaminérgicos que vao da area tegmental ventral (VTA) para o cortex pré-
frontal, nucelo accumbens, amidala, hipocampo e outras estruturas do sistema limbico (LEWIS
et al., 2021), representado pela figura 8. Esse sistema, em sua esséncia, ¢ o responsavel pela
saliéncia motivacional, aprendizagem associativa, motivacdo e recompensa (BENINGER;
MILLER, 1998; LEWIS et al., 2021; ROBBINS; EVERITT, 1996). Quando estimulos
recompensadores sdo experimentados pelos individuos, esse sistema ¢ ativado e a dopamina ¢
liberada no NAc, sendo esse mecanismo associado aos efeitos euforicos e a sensacao subjetiva
de prazer (CAMERON; WIGHTMAN; CARELLI, 2014; SMALL; JONES-GOTMAN;
DAGHER, 2003).

Figura 8. Representacdo esquematica da via mesocorticolimbica do encéfalo de roedores. As setas em preto

indicam as vias dopaminérgicas que saem da Area tegmentar ventral (VTA) para o Nticleo accumbens (Nac),

Amidala (Amg), Hipocampo (HIP) e Cortex pré-frontal (CPF).

Fonte 9. Imagem elaborada no programa de ilustragdo Biorender®.
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Um dos mecanismos pelo qual o ETOH pode aumentar a ativacdo de neurdnios
dopaminérgicos ocorre através da inibicao de receptores NMDA, localizados no corpo celular
dos interneurdnios GABA¢érgicos; outro mecanismo pode ocorrer através da liberagdo de
peptideos opioides na VTA, os quais inibem os interneuronios GABAérgicos dessa regido,
reduzindo a inibi¢do dos neurdnios dopaminérgicos e, como consequéncia, aumentam a
liberagdo de dopamina no NAc, representado na figura 9 (GILPIN, 2008; KOOB; VOLKOW,
2010; ABRAHAO; SALINAS; LOVINGER, 2017; GARCIA-GUTIERREZ et al., 2022).

Figura 9. A¢des do ETOH na VTA e no NAc. O etanol aumenta a liberagdo de dopamina no nticleo
accumbens, principalmente por aumentar a liberagéo de opioides enddgenos que atuam nos receptores mu-
opioides ¢ inibem a neurotransmissdo gabaérgica.

NAc . 3
VTA A
(& I VTA
( (lU : X EtOH o
/[ N NAc o EtOH
Micraglia T ~ EtOH IUF"ﬂdl
4/ Astrécito
» - EtoH Jaaea
W, i
B — i
DA-Neurdnio MSN‘ MI "93" -
o I EtOH ? foLu it
GABAérgico Opioids I EIOH
GLU-Neurénio &
OPI-Neurdnio
Receptor CB2
Receptor mi-
opioide
Receptor GABA

Fonte 10. Imagem adaptada de (GARCIA-GUTIERREZ et al., 2022).

Durante a abstinéncia do uso cronico de etanol ocorre queda na atividade dopaminérgica
na VTA e redugdo dos niveis basais de dopamina nas regides ventral e dorsal do corpo estriado
(BAILEY et al.,, 2001; DIANA, 2011). Esse estado hipofuncional da dopamina est4
relacionado, em parte, ao afeto negativo e a disforia associada a abstinéncia protraida (DIANA,

2011).

Além desses ja citados, o ETOH também modula diversos outros sistemas, como por

exemplo, sistema serotoninérgico [-aumentando a atividade excitatéria de alguns dos
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receptores, como 5-HT3 (5- hidroxitriptamina ou serotonina)] (LOVINGER, 1997); sistema
endocanabinoide (KUNOS, 2020) e sistema colinérgico (HAWKINS et al., 2015), além de
interagir com canais de calcio voltagem dependentes (ABRAHAO; SALINAS; LOVINGER,
2017) e ativar indiretamente o sistema CRFérgico hipotalamico e extra-hipotalamico (LI et al.,
2005). Os efeitos do ETOH nesses sistemas e receptores sdo dose-especificos e dependem de

cada regido.

1.7 USO CRONICO DO ETOH E SEUS EFEITOS A LONGO PRAZO

Cronicamente, o etanol induz alteragdes nos sistemas de neurotransmissores e
neuropeptidios relacionados ao estresse cronico, como a dinorfina e o fator liberador de
corticotropina (CRF) (BECKER, 2017b), promove a ativagdo da sinalizagdo neuroimune
(ANAND et al., 2023) e alteracdes neuroplasticas (PEREGUD et al., 2023a), além de modular
vias de apoptose ¢ autofagia através da indugdo do estresse oxidativo e da modulagao da cascata
de complexos de proteinas como o alvo mamifero da rapamicina (mTOR) (derivada do inglés:
mammalian-target of rapamycin) (LUO, 2014a).

Estudos realizados in vivo demonstraram que o uso cronico do etanol reduziu a
neurogénese e aumentou a morte celular em animais adolescentes (MACHT et al., 2023). Além
disso, foi observado que altas doses dessa substancia suprimiram a neurogénese, na zona
subgranular do giro denteado (DG) no hipocampo, de ratos jovens através da diminuicao do
numero de células tronco neuronais tipo 1 (tipo-1 NSCs) e células progenitoras neuronais tipo
2 (tipo-2a NPCs), além de reduzir a plasticidade sinaptica (TAKAHASHI et al., 2022).

Outros estudos demonstraram forte correlagao entre o uso cronico de etanol, durante a
adolescéncia, e a diminui¢do da expressdo do fator neurotrépico derivado do cérebro (BDNF),
o qual ¢ responsavel pela sobrevivéncia e diferenciacdo de novos neuronios, o que culminou
em déficits cognitivos tanto em humanos quanto em animais (CUTULI; SAMPEDRO-
PIQUERO, 2022; PEREGUD et al., 2023b; SILVA-PENA et al, 2019). Luo (2014)
demonstrou em seu estudo in vitro que, apesar dos danos mitocondriais causados pelo etanol
resultarem na producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio e aumentarem o fluxo
autofagico em resposta a neurotoxicidade do etanol como um mecanismo protetor, o uso
cronico do etanol e a ativagdo da mTOR podem comprometer a via autofagica-lisossomica no

cérebro (LUO, 2014a).
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Essas evidéncias, em conjunto, podem levar as alteracdes e disfungdes cerebrais como
0 comprometimento cognitivo e a neurodegeneragdo que perdurardo por toda a vida adulta do
individuo e/ou animal (MOST; FERGUSON; HARRIS, 2014). As possiveis relagdes entre uso
cronico do etanol durante a adolescéncia e alteragdes nesses sistemas ocorridas na abstinéncia

protraida serdo alvos deste estudo e melhores discutidos abaixo.

1.7.1 Relagdo do Fator Liberador de Corticotrofina e a administragdo de Etanol

O sistema CRFérgico, apesar de apresentar maior densidade das células sintetizadoras
de CRF principalmente nas regides do hipotdlamo, nos neurdnios parvocelulares do nticleo
paraventricular (PVN), representado na figura 10 (BACKSTROM; WINBERG, 2013;
BLOOM et al., 1982), da amidala extendida, particularmente na amidala central (CeA) e no
nucleo intersticial da estria terminal (BNST), também apresenta uma ampla expressdo em

outras regides do encéfalo como locus coeruleus, cortex e hipocampo (SCHREIBER; GILPIN,

2018a).

Figura 10. Imagem ilustrativa do hipotalamo do encéfalo de humano. Em destaque (em vermelho), os
nucleos paraventriculares, regido com maior concentra¢do de neurdnios parvocelulares.
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40



O fator de liberagao de corticotropina (CRF) é um neuropeptideo de 41 aminoécidos,
pertencente a classe de peptideos enddgenos que atuam como neurotransmissores (DELANEY
et al., 2018) e apresentam a fun¢do de modular a neurotransmissdao de aminas biogénicas,
aminoacidos e outros neurotransmissores (NUSBAUM; BLITZ; MARDER, 2017), sendo co-
liberados com essas substancias sob condi¢des de estimulacao de alta frequéncia (DELANEY
et al., 2018). Seu padrdo de liberacdao ¢ mais lento e sua duragdo de agdo ¢ prolongada, seja
através da sua sinalizagdo por meio da sinapse ou da estimulagdo da liberacao de hormdnios na
periferia (MAINS; EIPPER, 1999; NUSBAUM; BLITZ; MARDER, 2017).

Atuando como neurotransmissor, o CRF ¢ liberado de neuronios parvocelulares da PVN
para varias estruturas cerebrais (DABROWSKA et al., 2013). Apesar de existirem outros
receptores, na literatura encontram-se bem descritos a agdo desse neuropeptideo por meio de dois
principais receptores, os quais sdo expressos tanto em neurdnios quanto em astrécitos
(BEHAN et al., 1995), sendo ambos primariamente acoplados a proteina G estimulatoria (Gs):
1) o receptor CRF-R1, codificado pelo gene CRHRI1, que tem maior afinidade para CRF e
tem padrao de expressao relativamente difundido no cérebro e 2) o receptor CRF-R2,
codificado pelo gene CRHR2, com menor afinidade pelo CRF e padrdo de expressdo mais
restrito (KETCHESIN; STINNETT; SEASHOLTZ, 2017). Além dos receptores, o sistema
CRFtambém inclui a proteina de ligagdo ao CRF (CRFBP), uma glicoproteina codificada pelo
gene CRHBP e amplamente expressa no cérebro e colocalizada com o CRF, com fun¢do de
modulara atividade do CRF sobre seu receptor (KETCHESIN; STINNETT; SEASHOLTZ,
2017; MANTSCH, 2022a).

O sistema CRFérgico hipotalamico esta envolvido nos processos de resposta adaptativa
aos fatores estressantes e, de uma forma geral, essa resposta ocorre pela ativagdo de células
neurosecretoras parvocelulares, dentro no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), através
de entradas glutamatérgicas e noradrenérgicas, e consequente liberacdo do horménio CRF nos
vasos portais hipofisarios da hipdfise anterior (glandula pituitaria) (MUNIER et al., 2023). O
CRF se liga aos receptores CRFR1 na glandula pituitaria e ativa a liberacdo do hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) na circulagdo sistémica. Ao atingir a glandula adrenal, o ACTH
se liga em receptores de melanocortina tipo 2 (MC2-R) e estimula a sintese e liberacdo de
glicocorticoides (CORT) na circulagdo sistémica (RASIAH; LOEWEN; BAINS, 2023;
SMITH; VALE, 2006), desempenhando, desta forma, importante papel nos processos
biologicos (MAINS; EIPPER, 1999; NUSBAUM; BLITZ; MARDER, 2017).
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Figura 11. Figura representativa do CRF agindo na glandula pituitaria e ativando a liberagdo do ACTH na
circulacdo sist€émica. Ao atingir a glandula adrenal, o ACTH estimula a sintese do cortisol sistémico.

Cortisol

Glandula Adrenal

Hipotalamo

Glandula Pituitaria

Fonte 12. Adaptado do estudo realizado por (NICOLAIDES; CHROUSOS,2018).

O CRF atua na modulagdo de fungdes como regulagdo da alimentagdo (CHEN et al.,
2010), flutuagdo da temperatura (CHEN et al., 2014), de comportamentos como a ansiedade,
alteracdes de humor tipo a depressao e estresse-pds-traumatico (KORMOS; GASZNER, 2013;
ROTZINGER; LOVEJOY; TAN, 2010).

O sistema CRFérgico também estd envolvido na interface entre redes cerebrais que
processam estimulos emocionais negativos e aqueles envolvidos no processamento de
recompensa e motivacdo, sendo alvo de estudos que buscam entender como estimulos aversivos
em nosso ambiente podem levar ao comportamento e contribuir para o distirbio do uso de
substancias, como por exemplo, o abuso de etanol (MANTSCH, 2022b).

O ETOH pode ser considerado como um fator estressante por si s6 e estudos tem
demonstrado que tanto o consumo prolongado e excessivo de etanol, assim como a experiéncia
de abstinéncia, desencadeia uma série de mudangas neuroadaptativas (BECKER, 2017a)
através da desregulagdo progressiva dos sistemas de recompensa e estresse do encéfalo
(BECKER, 2017a; KOOB, 2003; PUCClI et al., 2019¢). O etanol ativa tanto o eixo HPA através
da liberacao do CRF hipotalamico com consequente liberagao do cortisol sistémico, quanto o
sistema de recompensa, através da liberacdo de DA no estriado (KOOB; VOLKOW, 2010b;

SIMON et al., 2023a). Ap6s o uso repetido e na auséncia do etanol, o sistema CRFérgico extra-
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hipotaldmico medeia a ativagdo da circuitaria na amidala extendida, funcionando como um
sistema anti-recompensa, levando o usuério a sindrome de abstinéncia, facilitando a recaida
(CARRASCO; VAN DE KAR, 2003; KOOB; VOLKOW, 2010b).

Esses efeitos modulatérios do ETOH no eixo HPA e na expressdo de CRF ainda ndo
sdo completamente elucidados e estudos tem demonstrado que tanto o padrdo e o tempo de
administracdo do ETOH, quanto a regido do encéfalo e a idade dos animais ao iniciarem o uso
podem alterar a responsividade desse sistema (ALLEN; RIVIER; LEE, 2011).

Simon e companheiros (2023), demonstraram que tanto a intoxica¢ao por administracao
intraperitoneal de ETOH (3g/kg) quanto a abstinéncia aumentaram a expressao de mRNA de
CRF no hipotadlamo dos animais e elevaram as concentracdes plasmaticas de ACTH e CORT,
sendo observado também que esse efeito estimulatorio foi reduzido pela administragdo central
de antalarmina, um antagonista seletivo de CRF1 (SIMON et al., 2023a).

Szymanska (2011) demonstraram, em ratos wistar, que o consumo de ETOH tipo
binge, na adolescéncia tardia (PND 37-44), aumentou a expressdo de mRNA de CRF no PVN
(PRZYBYCIEN-SZYMANSKA et al., 2011). De forma contréria, Allen (2016) demonstrou
que a exposi¢do intermitente cronica ao vapor de ETOH durante a primeira fase da
adolescéncia (PND 28-42) de ratos Sprague Dawleys levou a diminui¢do na concentracao de
CORT no plasma desses animais e nao alterou a expressdo de mRNA de CRFno PVN, apos
um desafio ao ETOH (ig; 3,6g/kg), quando esses animais estavam na fase adulta(PND 70)
(ALLEN et al., 2016). Nos estudos anteriores, observou-se uma diferente responsividade do
CRF entre os animais que iniciaram o uso na adolescéncia tardia versus a primeira
adolescéncia e, como ja descrito anteriormente, apesar de ainda incerto a relagdo da idade com
os mecanismos subjacentes do uso do ETOH, esses estudos evidenciaram que a adolescéncia
¢ um periodo de grande vulnerabilidade aos efeitos do ETOH e demonstraram queos efeitos
dessa substancia sobre o sistema CRFérgico, nesse periodo, podem acarretar em alteragdes

neuroldgicas e comportamentais duradouras (SCHREIBER; GILPIN, 2018b).

1.7.2 Relacdo das Células da Glia e da administracdo de Etanol

As células da glia, também conhecidas como neurdglia, constituem a maior populagao
de células do encéfalo; participam da formagdo, manuten¢do e modulacdo dos circuitos
sinapticos e sdo compostas por trés diferentes populacdes de células, entre elas: os

oligodendrocitos, os astrocitos e as microglias (FERREIRA et al., 2024).
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Os oligodendrocitos sdo fundamentais para a comunica¢ao neuronal, fornecem suporte
aos axonios facilitam a transmissdo do potencial de agdo através da mielinizacdo (ROTH;
NUNEZ, 2016). Os astrocitos tém a capacidade de participar ativamente de quase todos os
processos que estdo associados & homeostase neuronal: fornecem suporte metabdlico aos
neurdnios, participam da remog¢do de residuos metabdlicos, removem o glutamato da fenda
sindptica, regulam as concentragdes de potdssio e regulam a neuroinflamacdo (HAROON;
MILLER; SANACORA, 2017; SOFRONIEW; VINTERS, 2010). As micréglias, também
conhecidas como macrofagos residentes do SNC (PRINZ et al., 2021), sdo as menores células
da neuroglia, possuem corpo celular alongado e com muitos prolongamentos curtos. Elas tem
funcdo fagocitaria, sdo as células responsaveis pela defesa imunoldgica do sistema nervoso
central e regulam as podas e platicidades sindpticas, neurogénese e os processos de

neuroinflamagdo (NAYAK; ROTH; MCGAVERN, 2014).

Figura 12. Imagem representativa de algumas das células do SNC: neurdnios (amarelo) e células da glia
(oligodentrdcitos, em azul; astrocito, em verde; microglia, em marrom).
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Fonte 13. Adaptado de Neuron ‘glue’ turns out to be crucial to man’s internal timers | The News Town

Antes vistos como elementos de suporte passivo para os neurdnios, agora esta claro que
tanto a micrdglia quanto os astrécitos podem regular ativamente muitos aspectos da fungdo

neuronal, incluindo liberagdo de neurotransmissores, regulacdo de genes, eletrofisiologia,
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morfologia dendritica, conectividade sindptica e viabilidade celular (EROGLU; BARRES,
2010; PEREA; SUR; ARAQUE, 2014), além de também serem sensiveis a degeneracio
induzida pelo uso de substancias, como o ETOH (KORBO, 1999).

Em um estudo realizado em ratos, utilizando administracdo de ETOH, foi observado
que essa substancia foi metabolizada diretamente tanto pelos neurdnios quanto pelosastrocitos
e que, quando submetidos a exposicao cronica ao vapor de ETOH, aumentou-se aindamais a
oxidacdo dessa substancia nos astrocitos (WANG et al., 2013).

No estudo realizado por Grifasi (2019), utilizando o modelo de consumo de ETOH
“drink-in-the-dark” em camundongos, foi demonstrado que esse consumo excessivo de trés
ciclos (4 dias de consumo/ciclo) levou ao aumento na imunoreatividade de células marcadas
com a proteina acida fibrilar glial (GFAP, sigla do inglés: Glial Fibrillary Acidic Protein),
marcador utilizado para verificar alteragdo morfoldgica e ativacao de astrocitos (GRIFASI et
al., 2019b).

Também foi demonstrado que a microglia, tanto de humanos quanto de animais, pode
ser muito sensivel ao tratamento com etanol e que diferentes tipos de exposi¢Oes a essa
substancia podem promover alteragdes mal adaptativas na sinalizagao neuroimune, sendo que
durante a dependéncia, ocorre aumento no perfil pro-inflamatorio das microglias (GRIFASI et
al., 2019a; MELBOURNE et al., 2021a; NELSON et al., 2021).

No estudo realizado por Nelson (2021), utilizando o modelo de consumo de ETOH
“drink-in-the-dark” em camundongos, foi demonstrado que o consumo excessivo de etanol
levou ao aumento na imunoreatividade e no niimero de células marcadas com a molécula
adaptadora de ligacao de célcio 1onizado-1, marcador especifico para detectar micréglia (IBA-
1, sigla da palavra em inglés: lonized Calcium Binding Adaptor Molecule 1).

Estudos sobre transcriptomas realizados em humanos “alcéolicos” (entende-se pela
tradug¢do do inglés que seriam consumidores dependentes de ETOH) e animais expostos ao
etanol de forma cronica identificaram alteragdes génicas relacionadas a fungdo glial, as quais
podem regular comportamentos relevantes para o AUD (ERICKSON et al.,, 2019a;
MELBOURNE et al., 2021b). Evidéncias recentes sugerem que o uso cronico de etanol e o
processo inflamatorio cronico a ele associado, pode culminar em processos neurodegenerativos,
neuropatologias, além de déficit cognitivos (CREWS; VETRENO, 2014; KELLEY;
DANTZER, 2011). Acredita-se que durante a fase de abstinéncia alguns desses danos
degenerativos sdo revertidos, pois melhora cognitiva € observada nos pacientes (NIXON et al.,

2008; WALTER; CREWS, 2017). Entretanto, como ainda se sabe pouco sobre o
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comportamento das células da glia durante o periodo de abstinéncia protraida induzida pelo uso
cronico de etanol durante a adolescéncia, este estudo teve como foco avaliar a ativagdo das

microglias e astrocitos apos esse longo periodo sem a ingestao de ETOH.

1.7.3 Relagdo entre Autofagia e administragdo de Etanol

A autofagia ¢ um sistema de degradagdo lisossomal intracelular, conservada
evolutivamente em células eucaridticas, envolvida com a reciclagem de macromoléculas e
organelas celulares. Este processo ¢ essencial para a homeostase, sobrevivéncia, diferenciacao,
desenvolvimento ¢ desempenha importante papel em uma ampla variedade de condigcdes
fisiologicas e fisiopatoldgicas (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010), além de ter papel
fundamental nas respostas adaptativas a algum tipo de estresse celular (FENG et al., 2014).

Diversas s3o as vias conhecidas de regulagcdo da autofagia: microautofagia, autofagia
mediada por chaperonas e macroautofagia. A microautofagia ¢ um processo de degradacao nao
seletivo que envolve componentes citosolicos e proteases lisossomais (WANG; KLIONSKY;
SHEN, 2022). Na autofagia mediada por chaperonas somente proteinas especificas, que sdo
reconhecidas por um complexo de chaperonas sao degradadas e ndo ha formagao de vesiculas
(BEJARANO; CUERVO, 2010). A macroautofagia, foco do nosso estudo e referenciada a
partir daqui apenas como ‘“autofagia”, envolve a formagdo de vesiculas denominadas
autofagossomos, os quais se fundem com os lisossomos e formam os autolisossomos
(KLIONSKY et al., 2021). A degradagao do conteudo ¢ feita pela agdo de enzimas lisossomais
como as hidrolases acidas e catepsinas (KLIONSKY et al., 2021).

A autofagia ¢ formada por cinco eventos distintos: inducdo, nucleagdo, elongamento,
fusdo e degradacdo/reciclagem (YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016), os quais estdo

representados na figura 13 abaixo.
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Figura 13. Imagem representativa da sequéncia de formagdo do autofagossomo/autolisossomo na
macroautofagia (autofagia) indicando os cinco principais eventos distintos: indugao, nucleag@o, elongamento,
fusdo e degradagdo/reciclagem.
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Fonte 14. Adaptado (MIZUSHIMA, 2007).

A primeira etapa, inducdo, ¢ caracterizada pela formacdo do fagéforo e para que isso
ocorra, uma série de complexos proteicos sdo recrutados (RABINOWITZ; WHITE, 2010).
Portanto, apos algum estimulo estressor, mudanga no ambiente extracelular ou baixa
disponibilidade de nutriente, uma cascata de sinalizagdo ¢ iniciada e regulada por um complexo
proteico conhecido como mTORCI1 (alvo mecanistico do complexo de rapamicina 1 em
mamiferos; do inglés: mammalian Target Of Rapamycin Complex 1), o qual € um componente
chave na detec¢ao de nutrientes (aminodacidos e glicose) e fatores de crescimento que controlam
o metabolismo celular (JUNG et al., 2010; BEJARANO; CUERVO, 2010; YIN; PASCUAL;
KLIONSKY, 2016). Esse complexo também regula varios processos bioquimicos incluindo a
tradugdo, a propria autofagia, transcricdo e biossintese lipidica, as quais induzem o estado
anabolico e promovem o crescimento e proliferacao celular (TAKEI et al., 2014; TAKEI;
NAWA, 2014).

mTORC1 ¢ um complexo proteico formado pelas: proteina quinase mTOR, Raptor,
mLSTS8, DEPTOR e PRAS40 (PARK; LEE; BLENIS, 2020). A ativagdo desse complexo
promove aumento dasintese proteica e do crescimento celular, enquanto o silenciamento da
mTORCI1, promovido por estimulos como privagdo de alimento e estresse, ativa processos
autofagicos para restauracao dos niveis de aminoacidos (KHAMSING et al., 2021).

O complexo mTORCI e alteragdes na fosforilagao de seus dois principais substratos, o
complexo ULKI1 (sigla do inglés: Unc-51-like kinase 1) e a proteina ribossomica p70S6
quinase (p70S6K), regulam direta ou indiretamente, respectivamente, a cascata da autofagia
(FIMIA; PIACENTINI, 2010). Quando ativada, a mTORCI1 se dissocia do complexo ULK1

e inicia a autofagia, seguindo as etapas de nuclea¢do e alongamento(SHIMOBAYASHI;
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HALL, 2014).

Figura 14. Iniciagdo via complexo ULK1: em condi¢gdes de nutriente abundante, o complexo regulador
mTORCI reprime a ativagdo da autofagia através da fosforilagdo de um residuo de serina em ULKI1. A privagdo
de glicose ou aminoacidos resulta na repressdo da ativagdo do mTORCI1. Consequentemente, o ULK1 fosforila

tanto o FIP200 quanto o Atgl3, resultando na ativacdo de proteinas efetoras da autofagia a jusante.
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Fonte 15. Imagem adaptada e traduzida de (RANDALL-DEMLLO; CHIEPPA; ERI, 2013).

A etapa de nucleagdo se inicia pela ativagdo do complexo ULKI e recrutamento de
outros complexos que serdo cruciais para a nucleacdo do autofagossomo (MATSUNAGA et
al., 2009). Na etapa de alongamento, diversas outras proteinas sdo necessarias para auxiliar o
alongamento da membrana do fag6foro, mas para essa tese, focaremos apenas nas proteinas
que foram alvo do estudo e desempenham importante papel na formacao do autofagossomo,
sendo elas: a cadeia leve de proteina associada a microtibulos (LC3; do inglés: microtubule-
associated protein light chain 3) (YANG; KLIONSKY, 2010) e a p62 (SQSTM1/p62)
(KOMATSU et al., 2007).

A LC3 ¢ inicialmente encontrada na forma de pro-LC3 e, apds sofrer clivagem, forma
a LC3-1, que pode ser encontrada no citosol. A LC3-I ¢ entdo conjugada a fosfatidiletanolamina
e forma a LC3-II, que passa a ser encontrada associada a membrana do autofagossomo, local
em que permanece até o final do processo autofagico. A taxa de conversdo da proteina LC3-I
em LC3-II normalmente ¢ utilizada como marcador da formagdo do autofagossomo. Quando

analisadas pela técnica de western blotting, durante um curto periodo de estresse, por exemplo,
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normalmente a banda de expressdo de LC3-I encontra-se diminuida, enquanto a de LC3-1I
aumentada; entretanto, apés um longo periodo de estresse, ambas as bandas das proteinas
podem diminuir ou desaparecer devido a degradagdao da LC3-II promovida pelas proprias
enzimas internas do autolisossomo (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 2011;
RABINOWITZ; WHITE, 2010).

A proteina p62 ¢ uma proteina adaptadora multifuncional, interage com a LC3-II e
desempenha importante papel no fluxo autofagico, sendo incorporada pelo autofagossomo e
permanecendo 14 até o final do processo autofagico. Apesar da expressao de p62 poder ser
alterada por mecanismos independentes da autofagia, o acumulo dessa proteina, associado as
alteragdes em outras proteinas da via autofagica, pode ser indicativo da supressdo da autofagia
(ICHIMURA et al., 2008).

O estagio final do processo autofagico consiste na degradacdo lisossomal das
macromoléculas no citosol, as quais serdo utilizadas como substratos para a biossintese de

novas moléculas ou produgao de energia (RABINOWITZ; WHITE, 2010).

Figura 15. Via autofagica em mamiferos e suas proteinas reguladoras. A autofagia ¢ iniciada pela formagdo
de fagoforos no citoplasma. Os autofagossomos se fundem com os endossomos que em seguida se fundem aos
lisossomos para formar os autolisossomos onde a carga autofagica ¢ degradada. A autofagia pode ser controlada
por vias dependente ou independente de mTORCI. A proteina LC3-II ¢ um marcador especifico da formagao de

autofagossomos na autofagia ¢ ¢ degradado nos autolisossomos, bem como a p62.
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Fonte 16. Adaptado (SARKAR, 2013).
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Alteracdes na autofagia t€m sido vistas em diversas patologias humanas, incluindo
infeccoes (LEVINE; MIZUSHIMA; VIRGIN, 2011), doengas -cardiovasculares
(LAVANDERO et al., 2013), doencas metabdlicas (LAVALLARD et al., 2012), cancer
(WHITE, 2012; LIU, HE; SIMON, 2013; LORIN et al., 2013) e processos inflamatorios e
neurodegenerativos (JIANG; MIZUSHIMA, 2014). Além disso, tanto a autofagia aumentada
quanto a deficiéncia nesse processo tem sido observada em lesdes cerebrais agudas incluindo
as induzidas pelo ETOH (CHEN; KE, 2012; HARA; NAKAMURA, 2006).

No SNC, a autofagia ¢ fundamental para a manuten¢ao das fun¢des dos neurdnios e das
células da glia (PLA; PASCUAL; GUERRI, 2016a; PLAZA-ZABALA; SIERRA, 2024),
participando do remodelamento sindptico e da plasticidade associada a formagdo da memoria
de longo prazo (NIKOLETOPOULOU; PAPANDREOU; TAVERNARAKIS, 2015).
Disfungodes dos principais componentes autofagicos levam a neurodegeneragdo progressiva e
defeitos morfologicos pré e pos-sinapticos (NIKOLETOPOULOU et al., 2017). Estudos
demonstraram que camundongos knockout para células neurais especificas apresentaram
acumulo de corpos de inclusdo em seus neurdnios e desenvolveram déficits progressivos na
funcdo motora, sugerindo que a autofagia basal no cérebro ¢ importante para prevenir o
acimulo de proteinas anormais, para preservar a funcdo neural e proteger contra a
neurodegeneracao (HARA; NAKAMURA, 2006).

O efeito do etanol sobre a autofagia pode depender da duracao do seu tratamento, da
quantidade de etanol na dieta, do modo como ele ¢ administrado e, possivelmente, de outros
fatores dietéticos ou ambientais. Alguns estudos demonstraram que o tratamento agudo com
etanol pode ativar a autofagia hepatica in vivo e em hepatdcitos primarios cultivados e que essa
ativacao requer a supressao da mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin) (DING; 2010;
THOMES, 2012). Em um modelo animal de Lieber-DeCarli de baixo teor de gordura, o
tratamento alcodlico cronico também mostrou promover elevagdo da autofagia quando o etanol
foi administrado em dose mais baixa (respondendo por 29% da necessidade calorica), mas
apresentou sinais de supressao nessa via quando o etanol foi dado em uma dose mais alta (36%
da necessidade calorica) (LIN, 2013). O etanol pode causar muitas outras alteragdes celulares,
incluindo inibi¢do do proteassoma, inibicdo do lisossomo, estresse do reticulo endoplasmético
e acumulo de proteinas agregadas, todas podendo estar associadas a fun¢do autofagia (LI et al.,
2014).

Os efeitos do consumo cronico do etanol na autofagia ainda ndo sdo bem

compreendidos, em alguns casos, sdo contraditorios e a maioria dos estudos avalia o processo
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autofagico no figado de animais submetidos ao uso cronico de etanol (MENK et al., 2018a).
Entretanto, pouco ainda se sabe sobre os efeitos do uso cronico do etanol durante a adolescéncia
e do fluxo autofagico na abstinéncia protraida no SNC, especificamente, na regido do

hipocampo.

1.7.4 Relagdo entre Neuroplasticidade e administracio de ETOH

O termo neuroplasticidade ou plasticidade neuronal se refere ao processo intrinseco de
remodelagdo do sistema nervoso central no qual, através de estimulos internos ou externos,
promovem o fortalecimento ou enfraquecimento de conexdes sindpticas conferindo a
adaptabilidade e a aprendizagem do mesmo (APPELBAUM et al., 2023; CASTREN; ANTILA,
2017). Esse processo envolve tanto fatores atroficos, ou seja, responsaveis pela eliminagdo de
neurdnios inativos, quanto fatores neurotréficos, responsaveis pela sintese proteica, transcrigao
génica e neurogénese (HOLTMAAT; CARONI, 2016). Os primeiros fatores neurotroficos
foram descobertos através de sua capacidade de sustentar/promover a sobrevivéncia € o
crescimento de neuronios, sendo eles o NGF (fator de crescimento nervoso; traduzido do inglés:
nerve growth factor) e o BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro; traduzido do inglés:
brain-derived neurotrophic factor) (CASTREN; ANTILA, 2017).

O BDNF, representado na figura 16, € uma das neurotrofinas mais abundantes no SNC
e pertence a uma familia de fatores de crescimento a qual inclui outras proteinas como
neurotrofina-3, o proprio NGF e a neurotrofina-4/5, podendo ser encontrado na retina, no
hipocampo, cortex, tronco-cerebral e também no musculo esquelético (BINDER;
SCHARFMAN, 2004). A expressao do gene do BDNF (mRNA-Bdnf) ¢ regulado por estimulos
internos e externos como estresse, danos cerebrais e exercicio fisico (AID et al., 2007). Tanto o
excesso quanto o bloqueio da sinalizagcdo dessa proteina pode alterar o desenvolvimento das

regides do encéfalo (CASTREN et al., 1998).
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Figura 16. Estrutura espacial do BDNF.

Fonte 17. Imagem retirada do site pt.dreamstime.com (ID 187049697). Acesso em 07/11/2023.

Inicialmente, o BDNF ¢ traduzido como pré-neurotrofina (pro-BDNF), a qual ¢
clivada por endoproteases, no citoplasma, ou por metaloproteinases, na matriz extracelular,
originando o BDNF maduro (BINDER; SCHARFMAN, 2004; CASTREN et al., 1998). Os
fatores neurotréficos podem se ligar a dois tipos principais de receptores: receptor neurotrofina
p75 de baixa afinidade (p75NTR) e receptor de alta afinidade tropomiosina quinase B (TrkB)
(BINDER; SCHARFMAN, 2004).

Tanto o pro-BDNF quanto o BDNF maduro podem se ligar ao receptor p7SNTR,
promovendo a apoptose, morte celular e eliminagdo de sinapses (GIACOBBO et al., 2019; LU;
PANG; WOO, 2005). Por outro lado, quando a forma madura do BDNF se liga ao receptor
TrkB, pode ocorrer a ativacao de diversas cascatas de sinalizac¢do incluindo a proteina quinase
ativada por mitogeno-Ras (MAPK), a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a via da fosfolipase
Cy (PLC-y) (MINICHIELLO, 2009), promovendo uma variedade de processos como
desenvolvimento neuronal, neuroprote¢do, plasticidade sindptica, aprendizagem e memoria
(LOGRIP et al., 2015; LU; NAGAPPAN; LU, 2015).

Estudos demonstraram que a via BDNF-TrkB também participa da regulacdo da
autofagia (AN et al., 2021; CHEN et al., 2013). Esse controle pode ocorrer através da proteina
p70S6K, que fosforila alguns fatores de tradugdo como a proteina ribossomica S6 (pS6) e da
4EBP (proteina de ligacdo ao fator de iniciacdo eucariotica 4E; traduzida do inglés: eukaryotic

initiation factor 4E (elF4E) - binding protein) (COSTA-MATTIOLI et al., 2009) (figura 17).

52



Figura 17. Ilustrag@o do mecanismo proposto por (CHEN et al., 2013), em que o BDNF ativa a autofagia
através do mecanismo regulado pela mTORCI.
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Fonte 18. Imagem adaptada e traduzida de (CHEN et al., 2013)

Em contraste ao que foi descrito até entdo, tem-se relacionado a desregulacdo na
expressao de BDNF, a diversos disturbios neuropsiquiatricos (AUTRY; MONTEGGIA, 2012)
incluindo depressdao e esquizofrenia (BUCKLEY et al.,, 2007), transtorno de ansiedade
(ANDERO; CHOI; RESSLER, 2014) e transtorno relacionado ao abuso de drogas (LOGRIP et
al., 2015).

Um estudo realizado por Boschen (2015) investigou o impacto da exposi¢ao de
animais em idade neonatal, ao etanol, na expressdao de BDNF e do seu receptor TrkB no
hipocampo e cortex pré-frontal. Neste estudo foi observado um aumento na expressao do BDNF
e de seu receptor no hipocampo, mas 0 mesmo nao ocorreu no cortex (BOSCHEN et al., 2015).
Ja em relacdo a abstinéncia, Girard (2020) dosou a expressao de BDNF no soro de individuos
na fase de abstinéncia, ap6s dois meses sem consumir etanol e encontrou aumento significativo

quando comparado ao periodo inicial da abstinéncia.
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1.8 TRATAMENTOS DA DEPENDENCIA ALCOOLICA E DA SINDROME DE
ABSTINENCIA

Assim como definido anteriormente, o transtorno por uso de substanicas ¢ uma
condigdo cronica e recidiva e, devido aos ciclos de abstinéncia ¢ recaida serem muito comuns,
ainda existe uma alta estigmatizacdo em relacdo aos tratamentos para esse problema de saude
publica (KEYES et al., 2010; SCHULER et al., 2015). Com o objetivo de reduzir os episodios
das recaidas e os efeitos negativos da abstinéncia, diversos tratamentos foram propostos e, entre
eles, as intervencdes mais utilizadas sdo as psicossociais e farmacologicas (RAY et al., 2019).

Os tratamentos psicossociais mais comuns sdo a terapia de aprimoramento
motivacional (ROOZEN et al.,, 2004a), terapias cognitivo-comportamental (CARROLL;
KILUK, 2017; NACE, 1991), terapias baseadas em refor¢co (ROOZEN et al., 2004b) ¢
mindfulness (GRANT et al., 2017).

Os tratamentos farmacoldgicos mais utilizados sdo: Dissulfiram, inibidor irreversivel
e inespecifico da enzima acetaldeido desidrogenase, que promove acumulo de acetaldeido no
organismo e consequentemente provoca nauseas, vomitos e taquicardia no paciente que faz o
uso concomitante desse farmaco e etanol (FULLER et al., 1986); Acamprosato, que inibe a
atividade excitatoria glutamatérgica, agindo, provavelmente, em uma subclasse dos receptores
de glutamato (NMDA), especialmente quando ha hiperatividade destes receptores (MASON;
HEYSER, 2012); e Naltrexona, um antagonista opioide que pode diminuir os efeitos
euforizantes do etanol (UNTERWALD, 2008).

Conforme descrito nos estudos realizados por Ray (2019 e 2020), observou-se que
nenhum tratamento isolado apresentou uma real eficacia sobre o AUD, sendo necessario, além
da combinacgdo entre essas diferentes modalidades, a assisténcia prolongada aos pacientes (RAY
et al., 2019, 2020).

Dessa forma, o uso de terapias alternativas, como o mindfulness, tem sido um grande
aliado no tratamento da dependéncia e dos problemas neuroldgicos a ela associados
(VOLKOW e LI, 2005;MANTHOU et al., 2016). Dentre outros modelos alternativos de terapia
observa-se que a pratica de diferentes tipos de exercicio fisico (EF) ¢ muito utilizada na
manutenc¢do da satde, pois de uma forma geral, esta pode resultar em melhora na qualidade de
vida do dependente através do desencadeamento de uma série de adaptagdes metabolicas,
enddcrinas e neuro-humorais, alémdo impacto bio-psico-social positivo e da manutengdo da

homeostase metabolica (FERREIRA; TUFIK; MELLO, 2001).
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1.8.1 Exercicio fisico sistematizado

Dentre os modelos de EF mais estudados, a corrida apresenta muitos beneficios para
saude como melhora nas fung¢des cognitivas, nos transtornos de humor e sono (COYLE, 1995;
DRIVER, 2000). Tem sido relatado, em estudo com modelos animais, que o EF de intensidade
moderada ¢ recomendado para aumentar as defesas antioxidantes das células (AGUIAR;
PINHO, 2007), aumentar a atividade das enzimas hepaticas envolvidas no metabolismo do
alcool (RIGHI et al.,, 2016), além de promover o controle da hipertensdo arterial
(STULTSKOLEHMAINEN, 2013) e das fun¢des neuroldgicas (COTMAN; BERCHTOLD,
2002; KRAMER et al., 2006).

Barchas e Freedman (1963) ¢ Moore (1964) realizaram os primeiros estudos sobre a
influéncia do EF na neuroprotecdo. Em 2004, Vaynman e companheiros demonstraram que o
impacto do EF na plasticidade encefalica pode estar associado a acdo do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) (VAYNMAN et al., 2004). Dados da literatura indicam que
enquanto o consumo prolongado ou cronico de etanol parece diminuir a expressao de BDNF
(DAVIS, 2008; LEASURE e NIXON, 2010), a pratica de EF esta relacionada com aumento na
sua expressdo, podendo entdo ser associado como alternativa para o reestabelecimento dos
valores basais desse fator (LIU et al., 2010; SHEN et al., 2013; KIM et al., 2015; KIM e LEEM,
2016).

Kasper e Skriver, (2014) analisaram as concentragdes plasmaticas do BDNF, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1),
epinefrina, norepinefrina, dopamina e lactato no inicio, imediatamente apds o EF ou repouso e
durante a atividade aerdbica em bicicleta e observaram que o grupo que praticava EF apresentou
a concentra¢do de todos os compostos do sangue aumentados imediatamente apds o exercicio
e que esses valores permaneceram elevados por 15 minutos apds o exercicio, exceto para o
BDNF e VEGF (SKRIVER et al., 2014). Pinilla e companheiros (2012) observaram em seus
estudos que a regulacdo epigenética do gene BDNF parece ser um mecanismo bioldgico pelo
qual o EF voluntirio pode promover melhora da saide mental e resisténcia a distlirbios
neurolégicos (GOMEZ-PINILLA et al., 2012).

A pratica de EF proporciona neuroprotecdo para diversas condi¢cdes neurodegenerativas
como hipoxia e derrame (LEASURE; NIXON, 2010). O EF moderado cronico causa
neuroplasticidades alterando as transmissdes dopaminérgica, noradrenérgica e serotoninérgica
(LIN e KUO, 2013). Recentemente foi apontado os efeitos positivos do EF no cérebro para

melhorar a cogni¢do e recuperagdo apos lesao (ZHAO et al., 2015a) e, ao mesmo tempo,
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aumentar a neurogénese do hipocampo e suprimir a neuroinflamacao que pode ser prejudicial
para ambos (RYAN; NOLAN, 2015). Por exemplo, em camundongos, a corrida voluntaria
estimulou a proliferagdo neuronal ¢ melhora na memoria espacial e aprendizagem (VAN
PRAAG; CHRISTIE; SEINOWSKI, 1999; VAN PRAAG, KEMPERMANN; GAGE, 1999).

Animais também foram utilizados para avaliar as influéncias do EF em doencas
neurodegenerativas, como Doenca de Parkinson e lesdo cerebral traumatica (TCE),
demonstrando o potencial do EF para aliviar tanto os sintomas comportamentais / motores,
como os déficits neuroquimicos (PETZINGER et al. 2007; TAJIRI et al. 2010; LAU et al. 2011;
REAL et al. 2013; GOES et al. 2014; KWOK et al. 2016; LAHUE et al. 2016). Chio ¢
companheiros (2017) observaram que o EF em esteira, realizado por 5 dias na semana durante
3 semanas, inibiu tanto as lesdes neurologicas quanto seis genes pro-inflamatorios e / ou
neurodegenerativos (Cxcl10, IL-18, IL-16, Cd70, Mif, and Faslg), além de potencializar quatro
genes anti-inflamatorios e / ou neuroregenerativos (Bmp6, IL-10, IL-22, and IL-6) (CHIO et
al., 2017).

Zhao e colaboradores (2015) demonstraram que o EF voluntario realizado em por 4
semanas em um modelo experimental de traumatismo cranioencefalico (TCE) melhorou a
recuperagdo do desempenho sensorio-motor, nas funcdes cognitivas / afetivas e no
reconhecimento de objeto. Além disso, os animais que praticaram EF antes do TCE
apresentaram o tamanho da lesdo reduzida, atenuagdo da perda neuronal no hipocampo, no
cortex e no tdlamo e diminui¢do na ativagdao microglial no cortex (ZHAO et al., 2015b).

Apesar de muitos estudos evidenciarem os efeitos positivos do exercicio fisico, tanto
como preventivo quanto como auxiliar no tratamento de diversas doengas/transtornos, pouco
se sabe sobre o efeito do exercicio fisico na abstinéncia protraida, apos o uso cronico de etanol

realizado durante o periodo de adolescéncia dos animais.

2. HIPOTESE

Levantamos a hipotese de que a administragdo cronica de etanol durante a adolescéncia
provocaria alteragdes duradouras no sistema CRFérgico, sinalizacdo neuro imune e na expressao
de proteinas autofagicas e plasticas, as quais seriam recuperadas com a realizacdo do exercicio

fisico, realizado na abstinéncia protraida.

3. OBJETIVOS
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O objetivo geral do presente projeto foi avaliar os efeitos moleculares neurais e
comportamentais da pratica do exercicio fisico como tratamento coadjuvante na abstinéncia
protraida, em camundongos swiss submetidos a diferentes protocolos de intoxicacdo de etanol

durante a adolescéncia.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1.1. Avaliar as alteragdes nas expressoes dos genes CRF, CRF1 e CRFBP, na regido
do hipocampo dorsal, apds a pratica do exercicio fisico na abstinéncia protraida, nos
animais intoxicados e/ou nao por etanol;

3.1.2 Quantificar altera¢des no padrao de consumo voluntario de etanol antes, durante
e apos a exposicao ciclica a cdmara de vapor e ao exercicio fisico;

3.1.3 Quantificar alteragdes no padrio de expressdo de células gliais, no hipocampo,
apos intoxicacao de etanol e a pratica do exercicio fisico na abstinéncia protraida;

3.1.4 Quantificar alteragdes no padrao de consumo voluntario de etanol em animais
submetidos ou ndo ao isolamento social durante a primeira fase da adolescéncia;

3.1.5 Avaliar o perfil comportamental dos animais submetidos ou ndo ao isolamento
social, & intoxica¢do de etanol e ao exercicio fisico na abstinéncia protraida;

3.1.6 Quantificar alteracdes na modula¢do da expressdo de proteinas associadas aos
processos autofagicos e plasticos, na regido do hipocampo, apds a intoxicagao de etanol

e do exercicio fisico na abstinéncia protraida;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) (n°® 6005080818). Foram utilizados
camundongos machos Swiss (Peso: 20-40g/ idade: a partir de 21 dias) provenientes do Centro
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME—-
UNIFESP). Os animais foram transferidos para o biotério de experimentagdo animal Leal
Prado- UNIFESP e foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz
(ciclo 12/12h; com inicio da fase clara as 6h e da fase escura as 18h), com livre acesso a ragao
e agua, exceto durante a realizagdo dos testes. Os animais foram mantidos em suas caixas

moradia confeccionadas de polisulfona (20,7 x 21,6 x 31,6 cm), de forma isolada ou com mais
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3 camundongos, de acordo com a necessidade de cada experimento.

4.2 SUBSTANCIAS

e Salina (NaCl) 0,9% p/v;

e Etanol 95 % (utilizado para a cAmara de vapor);

e Etanol 20% v/v (obtido a partir da solug¢ao de 99,5%, Dinamica, Sdo Paulo, Brasil),
diluido em solugdo salina (0,9% p/v) para administragdo intraperitoneal (i.p.);

e [Etanol 10% v/v (obtido a partir da solugdo de 99,5%, Dinamica, Sao Paulo, Brasil),
utilizado para consumo no IA2BC;

e (Cetamina (80mg/kg; Anasedan Cevo®, i.p.);

e Xilasina (10mg/kg; Dopalen Cevo®, i.p.);

e Fentanil® (0,02mg/kg; Jansen®, subcutinea);

e Acepromazina (2,0 mg/kg; subcutanea);

e [soflurano (Cristalia®, 5%);

4.3 ESTEIRA DE EXERCICIO FiSICO

Foi utilizada a esteira digital motorizadas da MasterOne® (dimensdes externas: 85 cm x
80cm x 70 cm e area de exercicio para camundongo 40 cm x 5 cm x 10 cm). Esteira que possui
baias para 8 camundongos, faixa de velocidade de 10 a 100 cm/s com controle de velocidade
digital com indicador de tempo e distancia percorridos. A esteira permite ajuste de inclinagao
de -10 a 10 graus. Embora a esteira possua uma grade de choque no fundo de cada baia, essa

permaneceu inutilizada.

Figura 18. Esteira da empresa MasterOne®, utilizada para o treinamento de corrida for¢ada dos
camundongos dos grupos exercitados.
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Fonte 19. Foto tirada pela autora durante o experimento.

4.4 O SISTEMA DA CAMARA DE VAPOR DE ETANOL

O sistema foi fabricado pela empresa AVS Projetos (Sao Carlos - SP), ilustrado na figura
19, € composto por oito caixas de acrilico herméticas, tampadas e fixadas por grampos de metal.
Em uma das laterais, ha dois orificios, um com o conector para a entrada de ar e vapor de etanol
e o0 outro com um conector para a saida do ar. As tampas e os orificios foram vedados por
borracha em todo seu perimetro, para evitar as trocas de ar com o ambiente. Assim, as caixas
moradias dos animais ficaram condicionadas dentro desse sistema hermético, com livre acesso
a agua e a comida. O vapor de etanol foi produzido pelo gotejamento de etanol 95% em um
frasco térmico (baldo volumétrico de 5L) mantido a 70°C em uma manta de aquecimento e
possui exposi¢do controlada por valvulas de fluxo de ar e pelo fluxo de gotejamento,
responsavel por manter a concentragdo sanguinea de etanol entre 150 e 250 mg/dL. O oxigénio,
controlado também pelas valvulas de fluxo, foi ejetado por um compressor para o fundo do
frasco a uma taxa de 5 L/min para misturar-se com o etanol. Todo o sistema foi controlado por

uma alimentagao elétrica.

Figura 19. Imagem ilustrativa do sistema de vapor construido pela empresa AVS Projetos e utilizado nesse
estudo.

Fonte 20. Foto tirada pela autora durante o experimento.
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4.5 PROTOCOLOS DE ISOLAMENTO SOCIAL.:

Os camundongos chegaram ao biotério de experimentacao animal com 21 dias de idade
e foram alojados individualmente (grupo isolado) ou em grupos de 3 a 4 animais por caixa
(agrupados ou sociaveis), em mini-isoladores da Linha ALN2 (Alesco, Brasil), que sao
confeccionados em polisulfona (20,7 x 21,6 x 31,6 cm). Durante esse periodo os animais foram
manipulados apenas para a troca das caixas, que aconteceu duas vezes por semana. A partir do
dia pos-natal (DPN) 21, considerado como a fase da primeira adolescéncia para os
camundongos (CORTES; CORDER; DOBRUNZ, 2021; CRUZ et al., 2016; DUARTE et al.,
2015), os animais foram submetidos a intoxicacdo de etanol (3.8). Os camundongos
permaneceram sob as mesmas condigdes de alojamento (isolados ou agrupados, de acordo com

o grupo experimental) até o término de todos os procedimentos experimentais.

4.6 ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE ETANOL (IPe) OU SALINA (IPs)

O protocolo utilizado foi adaptado dos estudos realizados por Vore (2017) e Salguero
(2020). Os animais receberam inje¢ao intraperitoneal de salina (grupo controle) ou etanol
(grupo experimental) (2,5 g/kg de etanol), uma vez ao dia, durante 3 dias. Depois foram
mantidos por dois dias em suas gaiolas moradias sem receberem nenhum tratamento. Em
seguida foram submetidos mais 3 vezes a esse ciclo de 3 dias IPEronsalina/2 dias sem

tratamento, como ilustrado na figura 20.

Figura 20. Representagdo esquematica dos ciclos de administra¢do intraperitoneal: 4 ciclos, sendo 3 dias IP
(ETOH/salina) / 2 dias retirada da substancia.

r 3 dias | 2 dias w

— 1
L IP (ETOH ou s/ tratamento J

salina)

Vo
4 ciclos

Fonte 21. Desenho esquematico feito pela autora.

4.7 CONSUMO DE LIQUIDOS NO MODELO: ACESSO INTERMITENTE DE LIVRE
ESCOLHA (IA2BC)
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Para andlise do consumo voluntario de etanol no experimento 2 e 3, os animais foram
removidos de suas gaiolas moradias e alocados individualmente em caixas acrilicas com livre
acesso a duas garrafas de 50 ml cada, uma contendo solu¢do de etanol 10% (v/v) e a outra
contendo agua filtrada (IA2BC), durante 4 horas por dia. Ao final, os animais retornavam para
suas caixas moradias e eram mantidos em suas caixas moradia de acordo com os experimentos:
agrupados com 4 animais (experimento 4.2) e isolados e/ou agrupados com 4 animais
(experimento 3). O acesso intermitente ocorreu trés vezes na semana (segunda, quarta e sexta),
sendo mantido ao longo de quatro semanas.

A medida do consumo de etanol e dgua foi realizada através da pesagem das garrafas
antes e apos as 4 horas de consumo ¢ os dados foram apresentados como média semanal dos
niveis de etanol e 4gua. O célculo do consumo foi feito através da razdo entre gramas de etanol
consumido por quilograma do peso do animal (féormula 1) e, para o célculo da porcentagem da
preferécia pelo etanol (%Pe), utilizou-se a razdo entre o volume (ml) do consumo de etanol pelo
volume (ml) do total de liquidos consumidos (etanol + agua) (formula 2) (CARNICELLA;
RON; BARAK, 2014).

Esse protocolo permitiu a adaptacdo do animal ao sabor e ao consumo de etanol, a
comparacao do consumo dessa substancia antes, durante e apos os ciclos de intoxica¢do na
camara de vapor de etanol, assim como, a comparacao entre o consumo dessa substancia em
animais adolescentes sob a condi¢do de estresse do isolamento social (CARNICELLA; RON;
BARAK, 2014; KIMBROUGH et al., 2017) e os animais controles. Para reduzir o vazamento,
as garrafas foram equipadas com tubos de aco inoxidével com duas valvulas esféricas. A
quantidade de etanol consumida por cada camundongo foi medida pesando as garrafas antes e
depois de cada sessdo, e os resultados foram normalizados utilizando duas garrafas idénticas
(garrafas controle de vazamento) cada uma contendo as mesmas solu¢des de refor¢o oferecidas

e colocadas em uma gaiola vazia pelo mesmo periodo dos grupos experimentais.

(1) Férmula do consumo:

(Consumo final — Consumo inicial) * 10
100 ¥ 0,789>

C(g/kg) = Poso * 1000

(2) Formula da Preferéncia:

Volume de etanol * 100

%Pe = -
(Volume de etanol + Volume de agua)
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4.8 INTOXICACAO PELA EXPOSICAO A CAMARA DE VAPOR DE ETANOL

Os animais foram expostos cronicamente a camara de vapor de etanol na tentativa de
induzir através de ciclos de intoxicacao e abstinéncia, comportamentos similares ao observado
em humanos dependentes, como por exemplo, a presenga de sinais de abstinéncia, tolerancia e
sintomas emocionais negativos apos a cessacdo da exposicao ao vapor de etanol (BIANCHI et
al., 2021; KIMBROUGH et al., 2017). Além disso, em comparagcdo com outros métodos, a
inalacdo de vapor de etanol oferece vantagens como a manutencdo de BECs consistentes,
impede a evasdo da aversdo natural dos roedores ao consumo de etanol e diminui a possivel
influéncia da manipulacao entre pesquisador-roedor para os testes comportamentais que foram
realizados na sequéncia (BIANCHI et al., 2021; GILPIN et al., 2008).

O protocolo utilizado para a realizacao deste experimento foi adaptado de (LI et al.,
2007;GILPIN e KOOB, 2008; GILPIN et al., 2009).

Os animais permaneceram dentro da caixa moradia ¢ essas foram inseridas dentro das
caixas acrilicas acopladas ao sistema de vapor de etanol por todo o periodo experimental. O
vapor de etanol foi produzido pelo gotejamento de etanol 95% em um frasco térmico de 2L
mantido a 508°C em uma manta de aquecimento diariamente. O oxigénio foi ejetado por um
compressor para o fundo do frasco a uma taxa de 11L/min para misturar-se com etanol. As
concentragdes de etanol variaram entre 6mg/L a 8mg/L. A exposi¢do ao vapor de etanol foi
controlada utilizando vélvulas de fluxo de ar para manter a concentragdo sanguinea de etanol
constante e capaz de induzir a dependéncia sem colocar em risco a vida e satide dos animais. A
intencdo do uso da camara de vapor foi manter a etanolemia entre 150 e 250mg/dl. Para
determinagdo da concentracdo sanguinea de etanol, foi coletado sangue da veia submandibular
e esses foram armazenados em tubos plasticos para posterior analise da alcoolemia por
cromatografia gasosa (CG). A exposi¢do ao etanol foi realizada diariamente por 16h, seguidas
de 8h de abstinéncia. Os animais controles ndo foram expostos ao vapor de etanol e ndo foram

submetidos ao procedimento de coleta de sangue.
No delineamento do experimento 2 (4.2; figura 21) o ciclo da cdmara de vapor de etanol

foi realizado de forma intermitente, sendo intercalado com duas semanas de consumo de etanol

através do protocolo de TA2BC (3.7) e esse ciclo foi repetido por duas vezes. O experimento
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ciclico foi realizado com o objetivo de avaliar se os ciclos de intoxicagdo podem promover

aumento no consumo voluntario do ETOH.

Figura 21. Representacdo esquematica do ciclo de exposi¢@o ao etanol (cAmara de vapor + IA2BC) do
experimento 2 (descrito em 4.2).

4 semanas (_1 semana | 2 semanas W
1A2BC VAPOR I IA2BC
(ETOH ou AR)
v

2 ciclos

Fonte 22. Desenho esquematico feito pela autora.

No delineamento do experimento 3 (4.3; figura 22) o protocolo da cdmara de vapor foi
realizado ao final da quarta semana do protocolo de IA2BC (3.7) e estendido por duas semanas
consecutivas com o objetivo de intensificar os ciclos de intoxicacdo (16h de vapor) e abstinéncia
(8h de oxigénio). Ao final da segunda semana da exposi¢do ao vapor, 0s animais passaram
novamente pelo protocolo do IA2BC, entretanto, este foi realizado por apenas uma semana. O
experimento 3 teve como objetivo avaliar o efeito da intoxicacao cronica ao ETOH promovida

pelos dois ciclos consecutivos a camara de vapor.

Figura 22. Representacdo esquematica do ciclo de exposi¢ao ao etanol (camara de vapor + [A2BC) do
experimento 3 (descrito em 4.3).

4semanas | 2 semanas | 1semana |

mec | wapor | azmc |
(ETOH ou AR)

Fonte 23. Desenho esquematico feito pela autora.

4.9 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO DE INTENSIDADE MODERADA

Todos os animais foram adaptados a esteira de corrida para camundongos durante uma
semana e, durante esse periodo, os animais caminharam diariamente na esteira a uma
velocidade entre 5-10m/min, durante 10-20 minutos. Nao foi utilizada estimulacao elétrica

durante o periodo de adaptagdo e treinamento.
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Ap6s o periodo de adaptacgdo, os animais realizaram, individualmente, o teste de esforgo
maximo (TEM), que consistiu em corrida na esteira com incremento de 3m/min a cada 3
minutos e teve como objetivo avaliar o desempenho dos animais através da comparagao entre
os valores das velocidades antes (inicial- TEM1) e depois (final- TEM2) das 4 semanas de
treinamento. Esse teste foi interrompido ao constatar a exaustdo dos animais, ou seja, quando
foi observado que mesmo apoés receber estimulo manual, os animais ndo conseguiam voltar a
correr. Apés o TEM 1, os animais foram aleatoriamente alocados em dois grupos distintos:
sedentario e treinado, garantindo que ambos os grupos de animais possuissem a mesma
capacidade fisica média antes do inicio do protocolo de treinamento.

Para o treinamento fisico de intensidade moderada foi utilizado 60% do valor da média
da velocidade obtida no TEM1 e os animais correram 1 hora /dia, durante 5 dias na semana por
um periodo de 4 semanas.

O TEM foi repetido ao final da 4* semana de treinamento. O TEM 2 teve como objetivo
avaliar a eficacia do protocolo de treinamento utilizado no desempenho dos animais. O
protocolo de treinamento utilizado foi adaptado de (POOLE et al., 2020; REYNOLDS; LEE,

2020) e todo o treinamento foi realizado no periodo do ciclo claro de luz.

410  ANALISE DE RT-PCR

Para a andlise de expressdo génica, utilizou-se a técnica de RT-PCR (Transcriptase
reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase; sigla do inglés: Real Time Reverse
transcription polymerase chain reaction). Ap6s 24 horas do final do protocolo de exercicio
fisico os animais foram eutanasiados através da decapitacdo e seus encéfalos coletados em
nitrogénio liquido. Posteriormente, os encéfalos foram seccionados no criostato, sob
temperatura de -19 a - 23°C, seguindo as coordenadas do atlas para camundongos de
(PAXINOS; FRANKLIN, 2001). A regido do hipocampo foi dissecada por meio de agulhas
de ponta chata de 18 - 20 gauge e colocada em criotubos. Os tubos foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C, para posterior andlise da expressdo
génica por RT-PCR.

A extragao do RNA mensageiro foi realizada utilizando-se o Kit PicoPure RNA isolation
(Cellco®), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Em seguida, fitas simples de cDNA
foram sintetizadas com o Kit cDNA Synthesis Kit with RNAse Inhibitor (Cellco®), seguindo
as orientacdes do fabricante. As amostras foram colocadas no termociclador (Applied

Biosystems®) e ao término do procedimento o cDNA sintetizado foi armazenado a - 20°C.
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Posteriormente, o ensaio de RT-PCR foi realizado em duplicata utilizando-se as amostras de

cDNA; uma sonda especifica para cada gene alvo (marcada com Fan; CRF - hormonio liberador

de corticotrofina; CRF-BP - proteina de ligagdo de hormoénio liberador de corticotrofina,
CRFrl- receptor de CRF do tipo 1); uma sonda para o gene controle (GAPDH), marcada com
Vic; além do kit TagMan Advanced Fast PCR Master Mix (Life Technologies®). Ao final, as
misturas foram pipetadas em placas de 96 wells, para o processo de amplificagdo, no
equipamento para PCR em tempo real, Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR System. Os
resultados de amplificagdo génica foram normalizados em relacdo aos resultados do gene
controle GAPDH. A andlise da expressdo génica foi semiquantitativa 2-AACT (método delta

delta CT), como descrito por (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.11  IMUNOFLUORESCENCIA PARA CELULAS DA GLIA (MICROGLIA:
IBA-1 E ASTROCITO: GFAP)

Apos dois dias do final do protocolo de exercicio fisico os animais foram eutanasiados
com uma solugdo anestésica (combinado de acepromazina 2,0mg/kg, fentanil 0,02mg/kg,
cetamina 100mg/kg e xilazina: 10mg/kg i.p), perfundidos com tampao fosfato de s6dio 0,1M e
paraformaldeido 4% e os encéfalos dos animais foram coletados. Posteriormente, os encéfalos
foram seccionados em fatias com 40um de espessura seguindo-se as coordenadas estereotaxicas
para camundongos do atlas de Paxinos e Franklin (2001) para camundongos (PAXINOS;
FRANKLIN, 2001) e armazenadas em solu¢do anticongelante (Sacarose 3% e tampao fostato
0,05M) a -80°C. Para a realizacdo da técnica de imunofluorescéncia, as fatias coronais do
hipocampo foram lavadas com tampao Tris (TBS), permeabilizadas com Triton X-100 0,2%,
lavadas novamente por mais trés vezes e incubadas com os anticorpos primarios anti-IBA-1
(E404W na diluigao 1:500) e anti-GFAP (3670, na diluicao 1:500), ambos da Cell signaling®,
por 48h horas a 4°C.

Os cortes foram lavados mais trés vezes com TBS e as fatias foram incubadas por 2
horas a temperatura ambiente com os anticorpos secundarios (AlexaFluor 488, anti-coelho,
produzido em macaco - dilui¢dao 1:200, Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA e AlexaFluor 568,
anti-camundongo, produzido em cabra - diluigao 1:200, Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA).
Enfim, as fatias foram lavadas e montadas em laminas gelatinizadas e cobertas com laminulas.
Os cortes dos tecidos foram fotografados usando uma camera acoplada a um microscopio de
fluorescéncia e as células marcadas com o fluorocromo foram contadas com auxilio do

programa Image J® e QuPath®.
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Os parametros “sigma” (utilizado para suavizar a imagem) e “Threshold” (usado para
delimitar as células), foram testados para cada regido (CA1 ou DG) e padronizados de acordo

com a marcagdo (IBA ou GFAP ou DAPI), como representados na tabela 2.

Tabela 2. Tabela da descrigdo dos pardmetros utilizados para as contagens das células da glia.

Marcagao Sigma Threshold Cell expansion
CA1-IBA 5 5 2 pm
CA1-DAPI 2 10 1pm
CA1-GFAP 2 11 1pm
CAI1-DAPI 3 20 1pm
CG-IBA 5 5 1pm
CG -DAPI 1.5 10 1pm
CG -GFAP 5 7 1pm
CG -DAPI 2 20 lpm

Fonte 24. Criado no Word pela propria autora.

4.12 WESTERN BLOTING PARA LC3-I, p62, m-TOR (total e fosforilada) e BDNF

Ap0s 24 horas do final do protocolo de exercicio fisico os animais foram eutanasiados
através de decapitagdo, com auxilio de uma guilhotina e seguiu-se com a coleta de seus
encéfalos em isopentano banhado no gelo seco. Apds o congelamento rapido, os encéfalos
foram acondicionados em folhas de papel aluminio e mantidos no gelo seco até serem estocados
no freezer a -80°C. Os encéfalos foram seccionados no criostato, sob temperatura de -19 a -
23°C, seguindo as coordenadas do atlas para camundongos de Paxinos e Franklin (2001)
(PAXINOS; FRANKLIN, 2001). A regido do hipocampo foi dissecada por meio de agulhas de
ponta chata de 18-20 gauge e colocada em tubos criogénicos. Os tubos foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C, para posterior quantificagdo de proteinas
pela técnica de Western blotting, o qual foi realizado para o estudo da expressdao de proteinas
relacionadas ao fluxo autofagico e plasticidade neuronal.

A regido seccionada foi preparada com o tampao de lise RIPA com adi¢do de 1% SDS
(150mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% acido deoxicolico; 1% SDS (dodecil sulfato de sodio; silga
do inglés: sodium dodecyl sulfate); S0OmM Tris, pH 8,0; 2mM MgCl2), suplementado com um
coquetel de inibidores de proteases (protease inhibitor cocktail - 1:100 e 1mM PMSF) e
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fosfatases (10mM NaF, ImM Na2MoO4 ¢ 1mM Na3VO4), no qual foram sonicadas no
ultrassom, por 2 ciclos de 30 segundos cada. O sobrenadante foi coletado e a concentracdo
proteica foi determinada pelo método de Bradford. As proteinas totais foram preparadas em
tampao de amostra contendo 150 mM Tris, 20% glicerol, 4% SDS e 0,01% azul de bromofenol,
pH 6,8. Em seguida as amostras foram aquecidas a 95°C por 10 minutos para desnaturagao
proteica.

As proteinas (15-30ug) foram aplicadas em gel de poliacrilamida, com densidade que
variou entre 8 e 15%. A separacdo das proteinas foi realizada por eletroforese em tampao de
corrida (25mM Tris, 192mM glicina, 0,1% SDS), seguido pela transferéncia para a membrana
de nitrocelulose ou de PVDF (Polyvinylidene difluoride - EMD Millipore Corporation) (400
mA, 1 hora), utilizando o tampao de transferéncia (25mM Tris, 192mM glicina e 20% metanol).
O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado em solugdo de leite em p6 desnatado 5% em
PBS-T ou TBS-T (10mM Tris-HCI, 150mM NacCl, 0,01% Tween-20) por 2 horas, a temperatura
ambiente.

Ao final do bloqueio, as membranas foram lavadas e incubadas overnight a 4°C com os
anticorpos primarios monoclonais ou policlonais para a avaliacio do fluxo autofagico e
plasticidade neuronal: anti-LC3- 1 e II (1:2000, #2775S, Cell Signaling Technology®); anti-
SQSTM1/p62 (1:2000, #PMO045; Medical and Biological Laboratories®); anti-phospho-
mTORC (serina 2448, 1:1000, #2971, Cell Signaling Technology®); anti-t-mTORC (1:1000,
#9464, Cell Signaling Technology®); anti-BDNF (1:1000, #60071, Cell Signaling
Technology®). Para cada experimento realizado foi utilizado o controle endégeno: anticorpo
monoclonal de camundongo anti-GAPDH (1: 5000, #G8795) adquiridos da Sigma-Aldrich®.

Ap6s o periodo de incubagdo dos anticorpos primdrios, as membranas foram lavadas e
incubadas com o anticorpo secundario contra IgG de coelho ou de camundongo conjugado a
peroxidase HRP (horsearedish peroxidase, Jackson Immunoresearch - 1:5000) em solugdo de
PBS-T ou TBS-T com leite em p6 desnatado 2%, por 2 horas em temperatura ambiente. Em
seguida as membranas foram lavadas e a ligagdo especifica foi visualizada usando um sistema
de quimioluminescéncia (Western Lightning Plus-ECL, Perkin Elmer). Os sinais foram
detectados por um fotodocumentador digital (Uvitec®) e analisados densitometricamente pelo
Uvitec Alliance software. Toda a densidade optica das bandas foi normalizada com as bandas
de GAPDH correspondentes em cada experimento. Os valores foram expressos em média a

qual foi comparada entre os grupos.
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4.13 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Para avaliagdo do comportamento semelhante a ansiedade, os camundongos foram
introduzidos individualmente em um aparato em forma de cruz (LISTER, 1986; FRASER et
al., 2010) elevado 54cm do solo, por Smin. Esse aparato, representado na figura 23, consiste
em dois bragos abertos opostos (com uma elevagao entre 0,5 - 1cm nas bordas finais) e dois
bracos fechados (com paredes de 10cm) opostos do mesmo tamanho (27cm cada) e uma regiao
central quadrada (11cm). O aparato foi devidamente higienizado com ETOH 20% ap0s o teste
de cada animal. Os comportamentos dos camundongos foram registrados e analisados com
um software de rastreamento de imagem (Any-Maze®, Reino Unido).

Os seguintes parametros espago-temporais foram analisados: niimero de entradas nos
bragos abertos (LCEeba), fechados (LCEebf) e ter¢o final (LCEetf); tempo total de
permanéncia nos bragos abertos (LCEtba), fechados (LCEtbf) e terco final (LCEttf). A partir
desses dados, calculou-se a frequéncia do nimero de entrada nos bragos abertos (%LCEeba) e
a frequéncia do tempo de entrada nos bragos abertos (%LCEtba), respectivamente a partir da
formula 3 e 4 abaixo. Os resultados dos testes %LCEeba, %LCEtba, LCEebf e LCEetf estdo
apresentados no item 4.3 e os demais testes se encontram nos materiais suplementares do
experimento 3.

Também foram analisados outros parametros complementares referentes a avaliacao de
risco, como: numero de mergulho desprotegido (LCEnmd; movimento exploratorio na regiao
desprotegida, na qual o camundongo direciona seu olhar e focinho para o solo); nimero de
mergulho protegido (LCEnmp semelhante ao anterior, entretanto, ¢ realizado na plataforma
central); namero de esticada desprotegida (LCEned; postura exploratoria realizada em bragos
abertos, na qual o animal estica seu corpo para frente, mantendo as patas traseiras fixas e entao
retorna a posicdo inicial); numero de esticada protegida (LCEnep; semelhante ao parametro
anterior, porém, sao realizados nos bragos fechados ou plataforma central). Esses resultados

também se encontram nos materiais suplementares do experimento 3.
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Figura 23. Aparato para realizagdo do teste LCE. Este aparato ¢ construido em forma de cruz, elevado 54 cm
do solo ¢ consiste em dois bragos abertos opostos e dois bragos fechados opostos do mesmo tamanho.

Fonte 25. Fotografia tirada pela propria autora, através do software Any-Maze®.

(3) Formula da %LCEeba:

Numero de entrada no brago aberto
%LCEeba = -4mere § ) x 100
Numero de entrada total

(4) Férmula da %LCEtba:

T d trad b bert
o LCEtba = (Tempo de en ra3;14no rago aberto) x 100

414  CAMPO ABERTO (CA)

Os camundongos foram colocados individualmente em um aparato que consiste em uma
arena feita de madeira no formato circular (40cm de diametro), cercada por paredes com 60cm
de altura, por 10min (600s), representado pela imagem 24. O aparato foi devidamente
higienizado com ETOH 20% apo6s o teste de cada animal. Os comportamentos foram
registrados e analisados com um software de rastreamento de imagem (Any-Maze®, Reino
Unido). Esse mesmo aparato também foi utilizado para o teste do reconhecimento de objetos,
portanto, utilizamos esse teste de exposi¢do ao aparato de campo aberto como uma sessao de
habituacdo ao aparato para o teste de reconhecimento de objeto (KRAEUTER; GUEST;
SARNYALI 2019; SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

Foram avaliados o tempo (s) de permanéncia na zona central (CAzc) e o tempo (s) de

permanéncia na zona periférica (CAzp) da arena, apresentados nos materiais suplementares do
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experimento 3. A partir desses dados foi calculado a frequéncia de permanéncia na zona central

(%CAtzc), através da formula 5 abaixo, e este resultado foi apresentado no item 4.3.

Figura 24. Aparato para realizagdo do teste CA. Este aparato ¢ construido em forma cilindrica, e consiste em
duas zonas: a zona central e a zona periférica.

Fonte 26. Fotografia tirada pela propria autora, através do software Any-Maze®.
(5) Formula da frequéncia de permanéncia na zona central:

tempo explorando a zona central
*k
600

%CAtzc = 100

4.15 TESTE DO RECONHECIMENTO DO OBJETO NOVO (NORT)

O aparato consiste em uma arena feita de madeira no formato circular (40cm de
didmetro), cercada por paredes com 60cm de altura.

Esse teste ¢ utilizado para testar diferentes fases de aprendizagem e memoria em
roedores e baseia-se na preferéncia nata dos animais por explorar um tempo maior as novidades
(objeto novo/desconhecido) em comparagdo a algo familiar (objeto antigo/conhecido). Embora
diversos outros fatores possam ser associados a uma menor exploragdo dos objetos, usualmente,
relaciona-se a diminui¢dao no tempo de exploracao do objeto novo aos danos nos processos de
aprendizagem ou nas etapas de forma¢ao de memoria (LEGER et al., 2013).

Para avaliar a memoria de reconhecimento de objetos o experimento foi realizado em

trés etapas: (1) os camundongos foram colocados individualmente em uma arena redonda de
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campo aberto por Smin na presenca de dois objetos idénticos denominados Al e A2; (2) o
objeto A2 foi trocado por um novo objeto, com caracteristicas diferentes, denominado objeto
B e, apos 1 hora do final da primeira etapa, os animais foram colocados na arena para livre
exploracao dos objetos Al e B por 5Smin; (3) o objeto B foi trocado por um novo objeto, com
caracteristicas diferentes, denominado objeto C e, apds 24 horas do final da segunda etapa, os
animais foram colocados na arena para livre exploragdo dos objetos Al e C por Smin. A imagem
25 ilustra o aparato com os objetos localizados em seu interior. Foi considerado como
exploracao a aproximacao do focinho do aniamal ao objeto.

O aparato foi devidamente higienizado com etanol 20% entre os testes de cada animal.
Os comportamentos de explora¢do dos objetos foram registrados e analisados através de um
software de rastreamento de imagem (Any-Maze®, Reino Unido). Foram avaliados o tempo
total de exploragdo em cada objeto no treino, teste de 1h e 24h, e os resultados estdo
apresentados no item 4.3. Também foi calculado a porcentagem do tempo de exploracdo (%TE)
do objeto novo (formula 6), sendo os valores acima de 50% indicadores de maior exploracao
do objeto novo, apresentados nos materiais complementares do experimento 3 (DENNINGER;

SMITH; KIRBY, 2018).

Figura 25. Aparato para realiza¢ao do teste NORT. Este aparato ¢ construido em forma cilindrica e possui
dois objetos inseridos em seu interior. A exploragdo aos objetos ¢ livre.

Fonte 27. Fotografia tirada pela propria autora, através do software Any-Maze®.

(6) Formula da porcentagem do tempo de exploragdo do objeto novo:

tempo explorando o obj novo

%TE = 100

tempo explorando (obj novo + obj familiar) i
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4.16 SPLASH DE SACAROSE

O grooming ¢ um padrao de movimento nato do animal relacionado a manutencao da
higiene e de outras fungdes fisiologicas. Para avaliar o comportamento de grooming associado
ao autocuidado/autolimpeza, mensura-se o tempo que o animal permanece realizando esses
movimentos. Alteragdes no padrdo e no tempo total desses movimentos podem ser indicativos
de alteragdes nas fungdes fisiologicas, como por exemplo, uma diminui¢do no tempo de
grooming pode estar associado ao surgimento de um estado apatico, assim como um aumento
no tempo ¢ no padrdo de realizacdo desse comportamento podem estar associados ao

surgimento de um comportamento tipo ansioso.

Os camundongos foram colocados individualmente em um béquer vazio e transparente
de 2 litros, como ilustrado na figura 26. Em seguida, uma solu¢do de sacarose a 10% foi
borrifada trés vezes nas pelagens dorsais dos animais usando uma garrafa com spray.

O comportamento dos camundongos foi registrado por Smin e analisado posteriormente
pelo experimentador para quantificar o parametro de tempo total de limpeza no dorso (Gtd) e
tempo de laténcia para iniciar o grooming (Glat), resultados apresentados no item 4.3

(KALUEFF et al., 2016b; SPRUIIT; VAN HOOFF; GISPEN, 1992).

Figura 26. Aparato para realizag¢do do teste de splash de sacarose. Este aparato € construido em forma
cilindrica e o animal permanece em seu interior, onde pode realizar os movimentos de grooming livremente.

Fonte 28. Fotografia tirada pela propria autora, através do software Any-Maze®.
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417 ROTAROD (RR)

O aparelho RotaRod foi fabricado pela empresa Bonther® S/A (Ribeirdo Preto-SP) e
consiste em uma barra giratéria com 3cm de didmetro, devidamente resinada para fornecer
aderéncia, dividida em cinco compartimentos iguais. Cada compartimento possui
temporizadores no solo que medem a laténcia e o nimero de quedas dos animais.

O teste do RotaRod ¢ utilizado para acessar a coordenagao motora e o equilibrio dos
animais, uma vez que eles devem permanecer equilibrados no cilindro em movimento
rotatdrio, sendo que o aumento no nimero de quedas pode estar associado a prejuizos nas
fungdes motoras. Os camundongos foram colocados sob o cilindro rotatério do equipamento
de RotaRod®, ilustrado na figura 27 e foram habituadas as diferentes velocidades de giro
utilizadas no protocolo (16rpm, 25rpm, 37rpm). No dia seguinte a habituacdo iniciou-se o teste
com dura¢@o de 3 minutos com todos os animais, em trés velocidades diferentes 16rpm, 25rpm
e 37rpm. Todos os animais completaram o teste em uma tUnica velocidade e, ap6s 30min,
realizaram o teste na velocidade seguinte. Foi registrado o pardmetro niimero total de quedas

(RRnq) (DEACON, 2013; ELTOKHI; KURPIERS; PITZER, 2021; SHIOTSUKI et al., 2010).

Figura 27. Aparato para realiza¢do do teste de RotaRod. Este aparato é construido em um cilindro rotatério
no qual o animal deve se equilibrar em cima.

_icm

Fonte 29. Fotografia tirada pela propria autora.

418  NADO FORCADO (NF)

Para avaliar o comportamento semelhante ao transtorno de humor tipo depressivo, os
camundongos foram colocados individualmente em um recipiente cubico de vidro de 4 litros,
preenchido com agua a temperatura entre 23-25°C na quantidade suficiente para que nem as

patas traseiras nem a cauda dos animais tocassem o fundo, assim como ilustrado na figura 28.
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O comportamento de nado e de imobilidade dos camundongos foram registrados por
6min, sendo descartados os 2 primeiros minutos e avaliados os 4 ultimos minutos para a
quantificacdo dos pardmetros de tempo(s) total de nado (NFn) e tempo(s) total de imobilidade

(NFi) (CAN et al., 2012).

Figura 28. Aparato para realizag@o do teste de nado for¢ado e mensurag@o do tempo de nado e imobilidade.
Este aparato ¢ construido em forma cilindrica ¢ o animal permanece em seu interior, o qual é preenchido de
agua.

Fonte 30. Fotografia tirada pela propria autora, através do software Any-Maze®.

419  ANALISES ESTATISTICAS

4.19.1 Experimento 1:

Os dados de foram analisados por meio de Equacgdes de Estimacdo Generalizadas
(GEE), considerando-se como varidveis dependentes: o peso (g) e a velocidade (m/s); como
variaveis independentes: o tempo (semanas dos ciclos), tratamento (salina, etanol), e/ou grupo
(exercicio, sedentério). Foram testadas diferentes distribui¢des para o modelo, dependendo do
tipo da variavel dependente (continua ou discreta). Adotou-se aquele que apresentou o menor
valor do critério de informagdo de Akaike (AIC) e distribuicao dos residuos normais (Q-Q plot
e teste de normalidade). O teste post-hoc de Bonferroni foi utilizado quando os fatores
principais apresentaram diferenca. As médias do consumo foram expressas em média + erro
padrao.

Os dados dos experimentos do estudo transversal, como as andlises moleculares da
expressao dos genes (2-AACT) foram realizados por meio de Modelos Lineares Generalizados

(GLzM), considerando-se como varidveis dependentes a expressdo dos seguintes genes: CRF,
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CRF1 e CRF-BP e como varidveis independentes a administracao IP (4gua e etanol) e o
treinamento (exercicio e sedentdrio). Foram testadas diferentes distribui¢cdes para o modelo e
adotamos aquele que apresentou o menor valor do critério de informagao de Akaike (AIC) e
distribuicao dos residuos normais (Q-Q plot).

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software Jamovi (versao 2.3.28) e
os graficos foram feitos no software Graphpad Prism (versao 8.0.2). Foi considerado p <0,05

como significativo em todas as analises.

4.19.2 Experimento 2:

Os dados dos estudos longitudinais foram analisados por meio de Equagdes de
Estimagdo Generalizadas (GEE), considerando-se como variaveis dependentes: o consumo
(g/’kg), o peso (g), a preferéncia por ETOH (%) e a velocidade (m/s); como varidveis
independentes: o tempo (semanas), tratamento (vapor, ar), e/ou grupo (exercicio, sedentario).
Foram testadas diferentes distribui¢des para o modelo, dependendo do tipo da variavel
dependente (continua ou discreta). Adotou-se aquele que apresentou o menor valor do critério
de informagdo de Akaike (AIC) e distribuicdo dos residuos normais (Q-Q plot e teste de
normalidade).

Para avaliar o consumo dos animais desde o inicio do protocolo foi realizado uma
ANOVA de uma via para o consumo for¢ado e para a semana de habituagdo ao protocolo.
Como variavel dependente utilizamos o consumo de etanol (g/kg) e como variavel independente
utilizamos o grupo AR vs VAPOR. O teste post-hoc de Bonferroni foi utilizado quando os
fatores principais apresentaram diferenga. As médias do consumo foram expressas em média +
erro padrao.

Os dados dos experimentos do estudo transversal, como as anélises moleculares das
células da glia foram analisados por meio de Modelos Lineares Generalizados (GLzM),
considerando-se como varidveis dependentes os numeros de células (n®/um): IBA-1 e GFAP; e
como variaveis independentes o tratamento (4gua e etanol) e o treinamento (exercicio e
sedentario).

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software Jamovi (versao 2.3.28) e
os graficos foram feitos no software Graphpad Prism (versao 8.0.2). Foi considerado p <0,05

como significativo em todas as analises.

4.19.3 Experimento 3:
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Os dados dos experimentos de estudo longitudinal foram analisados por meio de
Equacdes de Estimacdo Generalizadas (GEE), considerando-se como variaveis dependentes: o
consumo (g/kg), o peso (g), a preferéncia por ETOH (%), velocidade (m/s) e a expressao de
proteinas (pug); como varidveis independentes: o tempo (semanas), tratamento (etanol, agua),
e/ou grupo (exercicio, sedentario). Foram testadas diferentes distribui¢gdes para o modelo,
dependendo do tipo da varidvel dependente (continua ou discreta). Adotou-se aquele que
apresentou o menor valor do critério de informacao de Akaike (AIC) e distribui¢dao dos residuos
normais (Q-Q plot e teste de normalidade). O teste post-hoc de Bonferroni foi utilizado quando
os fatores principais apresentaram diferenca. As médias do consumo foram expressas em média

+ erro padrao.

Os dados dos experimentos do estudo transversal, como as analises moleculares ¢ os
comportamentos, foram analisados por meio de Modelos Lineares Generalizados (GLzM),
considerando-se como variaveis dependentes a expressao das seguintes proteinas: LC3-1 e II,
p62, BDNF, p-mTOR e t-mTOR e de todos os parametros comportamentais apresentados no
resultado 3: %LCEeba, LCEebf ¢ %LCEtba; %CAtzc; ROte, RRnq; Glat, Gld; NFi e NFn e
dos testes comportamentais apresentados no material suplementar: LCEeba, LCEtba, LCEtbf,
LCEttf, LCEnmd, LCEnmp, LCEned e LCEnep, CAzc, CAzp e %TE. As variaveis
independentes foram: a homecage (agrupado e/ou isolado), consumo (4gua e etanol) e
treinamento (exercicio e sedentario). Foram testadas diferentes distribui¢cdes para o modelo e
adotamos aquele que apresentou o menor valor do critério de informagdo de Akaike (AIC) e
distribuicdo dos residuos normais (Q-Q plot).

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software Jamovi (versao 2.3.28) e
os graficos foram feitos no software Graphpad Prism (versao 8.0.2). Foi considerado p <0,05

como significativo em todas as analises.

5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

No presente estudo, utilizamos trés diferentes protocolos de intoxica¢do de etanol. No
primeiro experimento, o etanol foi administrado intraperitonealmente (4.1); no segundo
experimento foi associado o consumo intermitente de livre acesso a duas garrafas (IA2BC),
sendo uma de etanol 10% e outra de dgua, com episodios ciclicos de exposi¢ao a camara de

vapor de etanol (4.2) e, no terceiro experimento, foi realizado o protocolo de consumo por
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IA2BC seguido por um periodo de 2 semanas continuas de exposi¢do a camara de vapor de
ETOH (4.3).

Apos o final de cada protocolo de intoxicagdo ao etanol, os animais permaneceram 2
dias sem receber nenhum tipo de manipulagdo e foram entdo submetidos ou ndao ao protocolo
de exercicio fisico (3.9). Durante o periodo de treinamento os animais ndo tiveram acesso ao
etanol. Apds o exercicio fisico seguiu-se com os testes comportamentais ¢ moleculares, de

acordo com os delineamentos descritos abaixo.

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 1:

“Investigacdo da participacdo do sistema CRFérgico (CRF, CRFrl e CRF-BP) do
hipocampo dorsal apos a pratica do exercicio fisico durante a abstinéncia protraida, nos

animais adolescentes intoxicados e/ou ndo por etanol”.

Para a realizagdo desse experimento, os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais, demonstrado na figura 29, de acordo com os tratamentos recebidos: inje¢ao
intraperitoneal de salina e sedentarismo (CS) (n=7), injecao intraperitoneal de salina e exercicio
(CE) (n=7), injecao intraperitoneal de etanol e sedentarismo (ES) (n=7) e injecdo intraperitoneal

de etanol e exercicio (EE) (n=8).

Figura 29. Esquema dos quatro grupos experimentais, de acordo com os tratamentos recebidos: injegdo
intraperitoneal de salina e sedentarismo (CS), injegdo intraperitoneal de salina e exercicio (CE), injegédo
intraperitoneal de etanol e sedentarismo (ES) e inje¢do intraperitoneal de etanol e exercicio (EE).

IP (salina) P (ETOH)

[ ] X [ ]

Sed (n=8) Exer (n=8) Sed (n=8) Exer (n=8)
(CS) (CE) (ES) (EE)

Fonte 31. Esquema feito pela propria autora.

A administragdo de etanol (2,5g/kg de etanol) ou salina foi feita de forma intraperitoneal
nos animais durante trés dias, seguidos de dois dias sem tratamento e, apos os quatro ciclos de
intoxicagdo, estes foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico, como descrito

anteriormente no item 3.9. A literatura considera as doses entre 2-3g de etanol puro/kg de peso
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corporal para camundongos como dose moderada a alta e estas s3o tipicamente utilizadas para
induzir intoxicagdo sem efeitos sedativos/hipnoticos (mensurados como perda do reflexo de
retificagdo) (JEANBLANC et al., 2019).

Os animais foram pesados no primeiro dia de cada novo ciclo para reajuste do volume
de etanol injetado. Foi realizado o acompanhamento dos valores do peso durante todo o
protocolo experimental, tanto durante a intoxicagdo ao etanol quanto durante a pratica do
exercicio fisico e esses resultados encontram-se descritos no material suplementar do
experimento 1.

Apds 24 horas do final das sessdes de exercicio, os animais foram anestesiados e
eutanasiados por decapitagdo, os encéfalos foram coletados, congelados e armazenados a -80°C.
A regido do hipocampo foi dissecada por meio de agulhas de ponta chata de 18 - 20 gauge e
colocada em um criostato ¢ submetidas a anélise deRT-PCR (como descrito no item 3.10),

como ilustrado na figura 30.

Figura 30. Delineamento experimental 1: administragao de etanol ou salina realizada de forma
intraperitoneal. Foram realizados 4 ciclos sendo cada um deles composto de trés dias consecutivos de injecdo,
seguidos de dois dias sem administragdo de substancia.

3 dias I 2 dias w 4 semanas

- n— l
IP (ETOH ou s/ tratamento J I

salina)

~~ Eutanasia

4 ciclos PCR

Fonte 32. Esquema feito pela propria autora utilizando o programa BioRender Templates®.

5.2 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 1:

ETAPA 1: Avaliacdo da capacidade cardiovascular obtida antes e depois do
protocolo de exercicio fisico, a partir dos valores da velocidade média maxima, entre os

diferentes tratamentos (etanol x salina); grupos (sedentarios x exercitados).

S.2.1: Velocidade média:
Para avaliar o efeito do exercicio fisico foi realizado o teste de esfor¢o de antes e depois
em todos os animais do experimento. Foi realizado o teste de GEE sendo que a distribuicao que

melhor aderiu aos dados foi a Poisson, com AIC = 359,26.
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Os resultados mostraram que houve efeito do tempo [X? (1) =15,13, p<0,001], do
treinamento [X?*(1) =14,25, p<0,001] e da interacao tempo*treinamento [ X?(1) =8,80, p=0,003].
Para o tempo, observamos que ap6s o treinamento a velocidade dos animais foi maior (f= 0,832
p<0,001) [Antes: 28,8 + 0,99 m/s; Depois: 34,6 + 1,1]. Além disso, o grupo exposto ao exercicio
fisico apresentou uma velocidade maior do que o grupo sedentario (B= 1,19 p<0,001)
[Exercicio: 34,5 = 1,08 m/s; Sedentario: 28,9 & 1,02]. A interacdo mostrou que os animais que
passaram pelo exercicio fisico tiveram velocidade final maior em comparagdo a velocidade
final dos sedentarios (B= 1,37 p<0,001) [Exercicio Antes: 29,4 + 1,40 m/s; Exercicio Depois:
40,6 = 1,65 m/s; Sedentario Antes: 28,3 + 1,42 m/s; Sedentario Depois 29,5 + 1,45 m/s].

Figura 31. Avaliagao do efeito do treinamento, na velocidade média, durante o protocolo de exercicio fisico
na esteira. Foi observado efeito do treinamento (sedentario x exercicio), tempo (inicio e final) e interagdo entre
eles. * Aumento na velocidade final dos animais do grupo exercitado em relagdo aos sedentarios, ao longo do

tempo, independente do tratamento.
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Esses resultados indicam que os animais que passaram pelo exercicio fisico aumentaram
a velocidade no ultimo teste de esforgo (Bonferroni p<0,001) enquanto para os animais
sedentarios ndo houve diferenca na velocidade inicial e final (Bonferroni p=1,000). Isso ¢ um
indicativo de que o exercicio fisico melhorou o desempenho dos animais, promovendo aumento

na capacidade fisica, o que foi observado através do aumento na velocidade desses animais

ETAPA 2: Verificar as alteracoes nas expressoes dos genes CRF, CRF-R1 e CRF-
BP entre os quatro grupos experimentais, comparando o efeito dos tratamentos:
intoxicacio de etanol e exercicio fisico durante a abstinéncia protraida e as suas
interacoes.
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Em relacgdo a expressdo do gene CRF dos animais, a distribui¢do que melhor aderiu aos
dados foi a Gamma, com AIC = 179,09. Os resultados mostraram que houve efeito do
tratamento [X> (1) =367,13, p<0,001] e do treinamento [X> (1) = 18,90, p=0,001], mas nio
houve interagdo entre os fatores [X? (1) = 0,254, p=0,614]. Analisando o fator tratamento
observamos que o etanol aumentou o log da chance de os animais terem expressado mais esse
gene em relagdo ao grupo salina (Etanol: 97,74 + 29,57; Salina:0,417 + 0,130). Em relagdo ao
fator treinamento, observamos que o exercicio aumentou a chance de os animais expressarem
mais esse gene em relagdo ao grupo sedentario (Exercicio: 17,85 + 5,4; Sedentdrio: 2,28 +

0,714).

Figura 32. Avaliagdo da expressdo génica do CRF apds os protocolos de intoxicagdo alcoolica por IP e
exercicio fisico. Foi observado efeito do tratamento (salina/Ctr x etanol) e do treinamento (exercicio x
sedentario). * Etanol aumentou o log da chance de os animais expressarem mais esse gene em relagdo ao grupo
salina. # Exercicio aumentou o log da chance de os animais expressarem mais esse gene em relagdo ao grupo
sedentario.
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Em relagdo a expressdao do gene CRF-R1 dos animais, a distribuicdo que melhor aderiu
aos dados foi a Normal, com AIC =271,36. Os resultados mostraram que ndo houve efeito do
tratamento [X? (1) =1,09, p<0,296], do treinamento [X? (1) = 1,13, p=0,287] e ndo houve
interagdo entre os fatores [X? (1) = 1,71, p=0,191].
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Figura 33. Avaliagdo da expressdo génica do CRF-R1 apds os protocolos de intoxicacdo alcoolica por IP e
exercicio fisico. Nao foi observado efeito do tratamento (salina/ctr x etanol) nem do treinamento (exercicio x
sedentario).
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Em relacdo a expressao do gene CRF-BP dos animais, a distribui¢cdo que melhor aderiu
aos dados foi a Normal, com AIC = 178,72. Os resultados mostraram que houve efeito do
tratamento [X> (1) =9,034, p<0,003], mas ndo houve efeito do treinamento [X? (1) = 0,373,
p=0,541] e da interagdo entre os fatores [X? (1) = 3,74, p=0,053]. Em relagdo ao tratamento,
observou-se que o etanol promoveu aumento na expressao do gene dessa proteina em relagao

ao grupo salina (Etanol: 7,61 + 1,24; Salina:2,26 + 1,28).

Figura 34. Avaliagdo da expressdo génica do CRF-BP apos os protocolos de intoxicagdo alcdolica por IP e
exercicio fisico. Foi observado efeito do tratamento (salina/ctr x etanol) na expressdo do gene dessa proteina.
* Aumento na expressdo do gene dessa proteina no grupo ETOH em relagdo ao grupo salina.
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Em conjunto, as analises dos resultados do CRF e CRF-BP nos mostram que o

tratamento com etanol promoveu uma resposta adaptativa neste sistema, levando ao aumento
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da indugdo desses genes durante a abstinéncia protraida, nos animais que receberam ETOH e

fizeram o exercicio fisico.

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 2

“Quantificacdo do consumo intermitente voluntdirio de livre escolha e
ccaracterizacdo quantitativa das células da Glia, apos a pratica e/ou ndo de exercicio fisico
durante o periodo da abstinéncia protraida, nos animais que foram intoxicados ou ndo por

etanol durante a adolescéncia’.

O objetivo deste experimento foi: (etapa 1): quantificar as alteragdes no padrdao de
consumo for¢ado de etanol antes do inicio do IA2BC; (etapa 2) quantificar as alteragdes no
padrdo de consumo voluntario de etanol antes, durante e apds a exposi¢ao ciclica a camara de
vapor entre os animais que passaram pelos ciclos de intoxicagdo de etanol versus os animais
que ndo passaram pela intoxicagdo; (etapa 3) avaliar o desempenho dos animais, através da
velocidade méaxima, antes e apos o protocolo de exercicio fisico; (etapa 4) quantificar as
alteracdes no padrdo de consumo voluntério de etanol apds o protocolo de exercicio fisico, entre
os animais exercitados e sedentarios; (etapa 5) quantificar alteracdes no padrao de expressao de
células da glia, no hipocampo, ap6s a intoxicagao de etanol, a pratica do exercicio fisico durante

a abstinéncia protraida e na associagdo entre esses tratamentos.

Para a realizagdo deste experimento os animais foram separados em cinco grupos
experimentais, ilustrado pela figura 33: (1) controle vapor (CV; n=5), animais que passaram
pelo protocolo de IA2BC e foram mantidos dentro das caixas acrilicas do sistema de vapor,

durante o protocolo de camara de vapor, sofrendo o mesmo estresse ambiental que os outros,

porém recebendo somente oxigénio; (2) vapor de etanol sedentdrio (ES; n=10), animais que
passaram pelo protocolo IA2BC e camara de vapor, mas ndo passaram pelo protocolo de

exercicio fisico; (3) vapor de etanol exercitado (EE; n=10), animais que passaram pelos

protocolos IA2BC, camara de vapor e exercicio fisico e (4) controle sedentario (CS; n=10),

animais que ndo passaram por nenhum protocolo experimental; (5) controle exercicio (CE;

n=10) animais que ndo tiveram acesso ao etanol e passaram pelo protocolo de exercicio fisico,

representados na figura 35.
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Figura 35. Esquema dos cinco grupos experimentais, de acordo com os tratamentos recebidos: Ar x ETOH
(vapor) e sedentario x exercitado: controle vapor (CV), etanol sedentario (ES), etanol exercitado (EE), controle
sedentario (CS) e controle exercitado (CE).

Etapale2

..........................

AR (CV) %
(IA2BC+AR) (n=5)
________ T - - | == == | - - I | i
Sed (n=8) Exe (n=10) X Sed (n=13) Exe (n=10)
(ES) (EE) (Cs) (CE)
____________________________________________ , e NN |
Grupo experimental utilizado Etapa3e4d

apenas como controle do vapor.
O objetivo foi provar a
importancia dos ciclos de
intoxicacfo (abuso)e
abstinéncia para o possivel
desenvolvimento da
dependéncia.

Fonte 33. Esquema criado pela propria autora.

Os animais foram transferidos para o biotério de experimentacao aos 21 dias de idade e
durante uma semana (segunda, quarta e sexta) foi realizado o protocolo de consumo for¢ado de
etanol (10% v/v) para habituacdo dos animais a substiancia (semana 1). Nos trés dias
especificados acima os animais permaneceram 4 horas tendo acesso apenas ao bebedouro de
etanol, sem acesso a 4gua. A partir da segunda semana (semana 2), aos 28 dias de idade, iniciou-
se a habitua¢do dos animais ao protocolo de IA2BC e esses tiveram livre acesso aos bebedouros
de etanol e dgua, nos mesmos dias, durante 4 horas. Tanto os valores do consumo for¢ado
quanto da habituagdo ao IA2BC foram registrados e utilizados para a comparagao do padrao de
consumo dos diferentes grupos (ar e vapor), entretanto esses valores ndo foram utilizados para
comparacao do consumo ao longo do tempo (semanas).

A partir da semana 3, utilizou-se a medida do consumo de liquidos, através da pesagem
dos bebedouros e esse periodo foi denominado consumo basal 1. Os animais foram pesados
semanalmente para o célculo do volume de etanol consumido. Foi realizado o acompanhamento
dos valores do peso durante todo o protocolo experimental, tanto durante o consumo e a
intoxicagdo ao etanol, quanto durante a pratica do exercicio fisico e esses resultados encontram-

se descritos no material suplementar do experimento 2.
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O protocolo de consumo voluntario de etanol foi realizado de forma intercalada ao
protocolo de camara de vapor, permitindo realizar a comparagdo entre o padrdo de consumo
dos animais adolescentes quando intoxicados (ES e EE) e/ou nao (CV) pelo vapor de etanol.
Apo6s 48h do ultimo ciclo de IA2BC (semana 8), iniciou-se o protocolo de exercicio fisico
somente com os animais dos grupos CS, CE, ES e EE. A partir desse momento, como o objetivo
foi avaliar o efeito do exercicio fisico (CE e EE) ou sedentarismo (CS e ES) durante o periodo
de abstinéncia protraida, seguiu-se apenas com o grupo dos animais que passaram pela
intoxicagdo ao etanol (ES e EE) e com os animais que nao tiveram contato nenhum com o etanol
(CS e CE). Ao final desse protocolo, apenas os animais que tiveram contato com etanol (ES e
EE) passaram pelo protocolo de IA2BC para avaliar se o exercicio fisico poderia modificar o
consumo desses animais. A tabela 3 representa o experimento ao longo das semanas.

Ap0s 24 horas do final da semana 8 os animais foram anestesiados e perfundidos, os
encéfalos foram coletados, congelados e armazenados a -80°C. A regido do hipocampo foi
fatiada em um criostato e submetidas ao protocolo de imunofluorescéncia para investigacao da

participagdo das células gliais envolvidas nesse comportamento.

Tabela 3. Representacdo do protocolo experimental ao Ingo das semanas. Nas linhas estfo representadas as
semanas, nas colunas estdo representados os dias e no cruzamento, qual foi o tratamento.

Fases Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Consumo Consumo Consumo
Semana 1 Forgado X Forcado X Forgado X X
(habituacéo) § . ¢

Semana 2 (Basal) | [AZBC X IA2BC X [AJBC X X
Semana 3 (Basal 1)] TA2BC X IA2BC X TAJBC X X
Semana 4 IAIBC X IAZBC X [AZBC X X
Semana 5 IAZBC 5 4 IA2BC X TA2BC % X
Semana 6 [A2BC X IAZBC X [AZBC X X
Semana 7 [A2BC X IAZBC X [AZBC X X
Exercicio fisico Exercicio X X
Exercicio fisico Exercicio X %
Exercicio fisico Exercicio X X
Exercicio fisico Exercicio X %
Semana 8 IAZBC X IAZBC X IA2BC X X

Fonte 34. Tabela criada pela propria autora.
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5.4 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 2:

Durante o periodo de intoxicagdo ao etanol pela cdmara de vapor foram coletadas
algumas amostras do sangue dos animais para o acompanhar os valores da alcoolemia (entre 83

e 129 mg/dL). Esses resultados estdo apresentados na tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Valores sanguineos da alcoolemia dos animais que passaram pelo protocolo de intoxicagdo ao
etanol pela camara de vapor e dos animais do grupo controle.

Conc L

Caixa vapor 1 Semana 1 0,91
Caixa vapor 2 Semana 1 1,29 129
Caixa vapor 3 Semana 1 0,85 85
Caixa vapor 4 Semana 1 0,94 94
Caixa vapor 1 Semana 2 0,83 83
Caixa vapor 2 Semana 2 1,24 124
Caixa vapor 3 Semana 2 1,16 116
Caixa vapor 4 Semana 2 1,05 105
Controle Exp 2- Ar 0,07 7
Controle Exp 2- Ar 0,08 8
Controle Exp 2- Ar 0,07 7
Controle Exp 2- Ar 0,11 11

ETAPA 1: Comparacao no consumo de ETOH entre os grupos, nas semanas
iniciais (semana 1 e 2):

Os dados da ANOVA utilizados para avaliar a analise do consumo dos animais nas duas
semanas 1niciais do protocolo de consumo de ETOH encontram-se detalhados nos materiais
suplementares do experimento 2.

Os resultados da semana 1 mostraram que durante o consumo for¢ado nao houve efeito
do grupo [F(1) = 2,57, p=0,124], indicando que tanto o grupo AR quanto o grupo VAPOR
consumiam quantidade semelhante de etanol durante esta fase [Ar: 1,07 = 0,22 g/kg; Vapor:
1,48 £ 0,11 g/kg]. Analisando a semana 2, considerada a semana de habituagdo ao protocolo
IA2BC, a ANOVA de uma via também ndo mostrou diferenga entre os grupos nem para o
consumo de etanol [F(1) = 3,63, p=0,070], nem para o consumo de dgua [F(1) = 0,45, p=0,507].

Isso indica que os animais dos diferentes grupos consumiram quantidades semelhantes

desses liquidos durante essa semana de habituacdo [Etanol (Ar: 1,65 £+ 0,34 g/kg; Vapor: 2,40
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+ 0,18 g/kg) Agua (Ar: 21,78 + 5,35 g/kg; Vapor: 25,87 + 2,82 g/kg)]. Esses dados entdo

indicados na figura 36.

ETAPA 2: Quantificacio das alteracoes no padriao de consumo voluntario de
etanol e 4gua antes, durante e apods a exposicio ciclica a cAmara de vapor, assim como a
preferéncia pelo etanol e peso, entre os animais que passaram pelos ciclos de intoxicacio

de etanol versus os animais que nao passaram pela intoxicacdo durante a adolescéncia.

Para avaliar o efeito da exposi¢do a caAmara de vapor no consumo de etanol, na figura
36, ao longo das semanas foi realizado o GEE sendo a distribui¢do Gamma a que melhor aderiu
aos dados, apresentando um AIC=116,64. Os resultados mostraram que houve efeito do tempo
[X? (4) =307,94, p<0,001], grupo [X> (1) = 93,05, p<0,001] e interacdo entre os fatores [X? (4)
= 313,01, p<0,001].

Analisando o fator grupo, observa-se que os animais expostos a camara de vapor
consumiram em média maior quantidade de etanol comparado ao grupo AR (B=1,52; p<0,001)
[Ar: 1,30 + 0,14 g/kg; Vapor: 2,83 + 0,07 g/kg]. Analisando o fator tempo, observa-se que o
consumo de etanol aumentou entre as semanas 3 e 7 (= 0,24; p=0,027) [Semana 3: 2,39 + 0,10
g/kg; Semana 7: 2,64 £ 0,11 k/kg]. Analisando a interagdo, observamos que o grupo VAPOR
consumiu quantidade maior de etanol quando comparado ao grupo AR, levando em
considera¢do as semanas 3 e 7 (= 1,04; p<0,001).

A analise de Bonferroni mostrou que o consumo de etanol no grupo VAPOR foi maior
em relagdo ao grupo AR nas semanas 3 e 7 (p<0,001 em ambas as analises) [Semana 3 (Ar:
1,71 = 0,17 g/kg; Vapor: 3,06 £ 0,12; g/kg); Semana 7 (Ar: 1,44 + 0,16 g/kg; Vapor: 3,83 +
0,14 g/kg)]. Além disso, para grupo VAPOR, o consumo na semana 7 foi maior comparado a
semana 3 (Bonferroni p <0,001), enquanto para o grupo AR, ndo houve diferenca neste
consumo (Bonferroni p=1,000).

Em resumo, esses resultados indicam que o grupo exposto a camara de vapor de etanol
consumiu maior quantidade de etanol durante o acesso intermitente evidenciando que a

exposi¢do aos ciclos de vapor (intoxicagdo) aumenta o consumo de ETOH dos animais.

Figura 36. Grafico do consumo de etanol involuntario, habituagao e no protocolo de IA2BC antes, durante e
depois dos ciclos de vapor. Nele pode-se observar a separacdo e identificagdo de cada etapa desse experimento 2,
durante o protocolo de intoxicacdo ao ETOH. Nele pode-se observar que ndo houve diferenga no consumo de
etanol durante as duas primeiras semanas. Os animais expostos a cdimara de vapor consumiram em média uma
maior quantidade de etanol comparado ao grupo AR.
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#Consumo de ETOH do grupo VAPOR aumentou na semana 3, 5 e 7 quando comparado ao grupo AR.
* Consumo de etanol aumentou ao longo das semanas 5 e 7 em relag@o a semana 3 no grupo VAPOR.

Consumo de ETOH ao longo das semanas

Ciclo vapor 1 Ciclo vapor 2
(Fh‘;{fi:f;’cﬁo) Basal . Basal 1 1A2BC 1A2BC
] — *
# #
© 47 & Vapor
g # Ar
ot
o — 34 ns
% o /i/
=<
o
2, ns
a Igl/
c
3
1 -
0 T T T I T I T
1 2 3 4 5 6 7
Semanas

Na analise do consumo de agua, figura 37, a distribuicdo Gamma foi a que melhor aderiu
aos dados, com AIC = 790,89. Os resultados mostraram que houve efeito do tempo [X* (4)
=24,05, p<0,001], e interacdo entre os fatores [X? (4) = 30,41, p<0,001]. O efeito de grupo nio
foi detectado [X* (1) = 1,30, p=0,253].

Analisando o fator tempo, observa-se que houve aumento do consumo de 4gua ao longo
das semanas 3 ¢ 7 (= 7,8; p<0,001) [Semana 3: 11,05 + 1,95 g/kg; Semana 7: 18,87 + 2,05
g/kg]. A andlise da interacdo mostrou que o grupo VAPOR consumiu uma quantidade maior de
agua do que o grupo AR levando em consideracgdo as semanas 3 e 7 [=24,42; p<0,001; Vapor:
6,86 = 1,46 g/kg; 26,89 + 2,64 g/kg, semanas 3 e 7, respectivamente; Ar: 15,24 + 3,61 g/kg;
10,85 + 3,13 g/kg, semanas 3 e 7 respectivamente]. A analise de Bonferroni mostrou que ao
longo do tempo os animais do grupo VAPOR aumentaram o consumo de agua (p <0,001),

enquanto nao houve diferenga no consumo nos animais do grupo AR (p=1,0000).
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Figura 37. Grafico do consumo de Agua no IA2BC durante o protocolo de intoxicagdo a cimara de vapor.
*Os animais expostos a camara de vapor consumiram em média maior quantidade de d4gua quando comparado ao
grupo AR. # Consumo de agua do grupo VAPOR aumentou na semana 3 ¢ 7 quando comparado a semana 3.
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Em conjunto, esses resultados indicam que, ao longo do tempo o consumo de agua

aumentou nos animais expostos a camara de vapor, e se manteve estavel para o grupo ctr.

A preferéncia ao etanol dos animais expostos a camara de vapor esta representada na
figura 38. Para essa avaliacdo, a distribuicdo Normal foi a que melhor aderiu aos dados, com
AIC =964,67. Os resultados mostraram que houve efeito do tempo [F(4,84) =3,19, p=0,017],
do grupo [F(1,21) =12,69, p=0,002] e da interagdo entre os fatores [F(4,84) = 3,99, p=0,005].

Analisando o fator tempo, a preferéncia dos animais em média diminuiu comparando a
semana 3 e 7 (B= -14,22; p =0,008) (Sem 3: 74,54 + 3,83% vs Sem 7:60,31 = 3,83%).
Analisando o fator grupo, observamos que o grupo exposto ao vapor de etanol apresentou, em
média, maior porcentagem de preferéncia pelo etanol (Ar: 59,74 + 3,36%; Vapor: 73,29 +
1,77%]. A interacao entre os fatores mostrou que, comparando a semana 3 com a semana 7, nao
houve diferenca na preferéncia do grupo AR (Sem 3: 62,97 + 6,78%; Sem 7: 53,83 + 6,78%,
pBonferroni=1,000), mas houve diferenga para o grupo VAPOR, que tiveram em média
preferéncia menor (Sem 3: 86,10 + 3,57%; Sem 7: 66,80 + 3,57%, Bonferroni p=0,008). Além
disso, a analise de Bonferroni mostrou que para o grupo VAPOR houve diminui¢do de
preferéncia apos os ciclos de vapor de etanol (Sem 3: 86,10 + 3,57% vs Sem 4: 64,00 = 3,57%,
Bonferroni p<0,001; Sem 5: 86,96 + 3,57% vs Sem 6: 62,60 + 3,57% Bonferroni p<0,001),
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entretanto essas diferencas ndo foram observadas para o grupo AR (Sem 3: 62,97 + 6,78% vs
Sem 4: 70,80 + 6,78%, Bonferroni p= 1,000; Sem 5: 55,18 = 6,78% g vs Sem 6: 55,91 + 6,78%,
Bonferroni p=1,000). Esses resultados indicam que a preferéncia pelo etanol diminuiu ao longo

das semanas nos animais expostos ao vapor de etanol.

Figura 38. Grafico da preferéncia durante o protocolo de intoxica¢do a camara de vapor. Nele pode-se
observar que os animais expostos a camara de VAPOR apresentaram maior preferéncia pelo etanol quando
comparado ao grupo AR, mas a preferéncia de ambos os grupos diminuiu ao longo das semanas. *Comparagao
entre grupo Ar x Vapor. # Diminuigdo da preferéncia pelo etanol entre a semana 3 e 7.
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ETAPA 3: Avaliacio do efeito do exercicio fisico através da comparacio da
velocidade média maxima, entre os grupos sedentarios e exercitados, obtidas nos testes de

esforco maximo antes e depois do protocolo de exercicio fisico.

Para avaliar o efeito do exercicio fisico foi realizado o teste de esfor¢o de antes e depois
em todos os animais do experimento. Foi realizado o teste de GEE sendo que a distribuicao que
melhor aderiu aos dados foi a Poisson, com AIC = 512,48.

Os resultados apresentados na figura 39 mostraram que houve efeito do tempo
[X?(1)=9,56, p=0,002], do treinamento [X*(1) =9,90, p=0,002], do grupo [X3*(1) =4,36,
p=0,037] e, além disso, observou-se interagdo entre tempo*treinamento [ X*(1) =6,53, p=0,011].

Para o tempo, observamos que apds o treinamento a velocidade dos animais foi maior (= 4,25
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p=0,001) [Antes: 31,28 + 0,88 m/s; Depois: 35,28 + 0,94]. Além disso, o grupo exposto ao
exercicio fisico teve velocidade maior do que o grupo sedentario (= 4,26 p=0,001) [Exercicio:
35,32 £ 0,94 m/s; Sedentario: 31,25+ 0,88]. Observamos também os animais expostos ao etanol
tiveram velocidade maior do que os animais nao expostos (f= 2,72 p=0,037) [Etanol: 34,60 +
0,99 m/s; Ar: 31,90 + 0,83 m/s]. A interacdo mostrou que os animais que passaram pelo
exercicio fisico tiveram velocidade final maior em comparagdo a velocidade final dos
sedentarios (B= 7,09 p=0,006) [Exercicio Antes: 31,64 + 1,25 m/s; Exercicio Depois: 39,39 +
1,40 m/s; Sedentario Antes: 30,90 + 1,23 m/s; Sedentario Depois 31,50 £+ 1,24 m/s].

Figura 39. Grafico da velocidade média dos animais apos o protocolo de exercicio fisico. Nele pode-se
observar que os animais exercitados apresentaram maior velocidade média depois do treinamento (vel. final) e
quando comparados aos sedentarios. *Diferenca entre a velocidade inicial e final no grupo exercicio.
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Esses dados corroboram os resultados apresentados anteriormente (experimento 1) e
mostram que os animais que passaram pelo exercicio fisico aumentaram a velocidade no ultimo
teste de esforco (Bonferroni p<0,001), enquanto para os animais sedentdrios ndo houve
diferenca na velocidade inicial e final (Bonferroni p=1,000), indicando que o exercicio fisico
melhorou o desempenho dos animais, promovendo aumento na capacidade fisica através do

aumento na velocidade desses animais.

ETAPA 4: Avaliar as alteracoes no padrao de consumo voluntario de liquidos e

preferéncia apds o protocolo de exercicio fisico, somente entre os animais exercitados e
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sedentario, os quais passaram pelo protocolo de intoxicacio ao vapor de etanol durante a

adolescéncia.

Para avaliar o efeito do exercicio fisico no consumo de etanol dos animais que foram
expostos a camara de vapor de etanol foi realizado o teste GEE. A distribui¢do que melhor
aderiu aos dados foi a Gamma, com AIC = 40,02. Os resultados apresentados na figura 40
mostraram que houve efeito do tempo [X2(1) =282,98, p<0,001], entretanto nao houve efeito
de grupo [X2(1) = 0,09, p=0,758] nem interagcdo entre os fatores [X2(1) = 0,24, p=0,623].
Observamos que independentemente do grupo os animais consumiram em média menor
quantidade de etanol na semana 8 (B=-1,85 p<0,001) [Sem 7: 3,84 £ 0,12 g/kg; Sem 8: 1,98 &+
0,08 g/kg].

Em relacdo ao consumo de agua, a distribuicdo que melhor aderiu aos dados foi a
Gamma (AIC = 263,80). Os resultados apresentados na figura 52 mostraram que houve efeito
do tempo [X2(1) =31,92, p<0,001], entretanto ndo houve efeito de grupo [X2(1) = 1,04,
p=0,306] e interacdo entre os fatores [X2(1) = 0,10, p=0,749]. Observamos que
independentemente do grupo os animais consumiram em média uma menor quantidade de agua

na semana 8§ (B=-15,41 p<0,001) [Sem 7: 27,74 + 2,94 g/kg; Sem 8: 12,32 = 1,74 g/kg].

Figura 40. Grafico do consumo de liquidos no IA2BC dos animais apds o protocolo de exercicio fisico. Nele
pode-se observar que os animais diminuiram o consumo de liquidos ao longo do tempo. *Diminui¢do entre o
consumo antes e depois, ao longo do tempo, independentemente do tratamento e treinamento.
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Em conjunto esses dados indicam que o exercicio fisico, quando realizado na
abstinéncia protraida, levou a reducdo no consumo de livre escolha dos mesmos e, apesar de
muitas vezes ser considerado como um possivel fator estressante, ndo foi suficiente para

reestabelecer esse comportamento nos animais.

ETAPA 5: Contagem do numero de células da glia (microglia e astrdcito)
comparando o efeito dos tratamentos: intoxicacdo de etanol, exercicio fisico durante a

abstinéncia protraida e as suas interacoes.

Foi utilizado o modelo transversal GzLM para a anélise estatistica do nimero de células.
Para as quatro variaveis (CA1- IBA, CA1-GFAP, CG-IBA e CG-GFAP), em relagdo ao numero
de células, a distribuicdo que mais aderiu ao modelo foi a Binomial negativa.

Na dupla marcacdo CA1-IBA/DAPI, obteve-se um AIC= 292,34. Os resultados, na
figura 42, mostraram que nao houve efeito do tratamento [X2(1) = 1,4, p=0,237], do
treinamento [X2(1) = 0,318, p=0,573] e interacdo entre os fatores [X2(1) = 1,52, p=0,217].

Figura 41. (A). Imagem representativa da imunofluorescéncia. (B) Grafico da quantificacdo do niimero de
células da dupla marcagdo CA1-IBA/DAPI. Néo foi observada diferenga estatistica entre os tratamentos.
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Na dupla marcagdo CA1-GFAP/DAPI, obteve-se um AIC= 302,79. Os resultados, na
figura 43, mostraram que nao houve efeito do tratamento [X2(1) = 1,7; p=0,191], do

treinamento [X2(1) = 0,553, p=0,457] e interagdo entre os fatores [X2(1) = 1,24; p=0,991].

Figura 42. (A). Imagem representativa da imunofluorescéncia. (B) Grafico da quantificacdo do nimero de
células da dupla marcagdo CA1-GFAP/DAPI. Nio foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Na dupla marcagdo CG-IBA/DAPI, obteve-se um AIC= 298,3. Os resultados, na figura
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44, mostraram que nao houve efeito do tratamento [X2(1) =0,059; p=0,808], do treinamento

[X2(1) = 0,006; p=0,937] e interagdo entre os fatores [X2(1) = 0,39; p=0,532].
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Figura 43. (A). Imagem representativa da imunofluorescéncia. (B) Grafico da quantificacdo do ntimero de
células da dupla marcagdo CG-IBA/DAPI. Nao foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Na dupla marcagdo CG-GFAP/DAPI, obteve-se um AIC= 296,45. Os resultados, na
figura 45, mostraram que ndo houve efeito do tratamento [X2(1) = 1,28; p=0,257], do
treinamento [X2(1) = 0,0,06; p=0,803] e interacao entre os fatores [X2(1) = 0,057; p=0,810].
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Figura 44. (A. Esquerda). Imagem representativa da imunofluorescéncia. (B. Direita) Grafico da
quantifica¢do do nimero de células da dupla marcagdo CG-GFAP/DAPI. Néo foi observada diferenga estatistica
entre os tratamentos.
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Esses resultados, em conjunto, mostraram que os tratamentos nao alteraram os nimeros
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de astrdcitos e microglias marcadas pelos seus respectivos anticorpos.

5.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 3:

“Anadlise comportamental e quantificacdo das proteinas LC3-1 e II, p62, m-TORC1
(total e fosforilada) e BDNF em um modelo de associagdo entre a exposicio ao estresse de
isolamento social e a intoxicagdo ao vapor de etanol durante a adolescéncia e ao exercicio

fisico na abstinéncia protraida’.

O objetivo deste experimento foi: (etapa 1): quantificar o padrao de consumo voluntério
de livre escolha de etanol (IA2BC) entre os animais isolados e agrupados e quantificar as
alteracdes no padrao de consumo voluntario de etanol antes e apoOs a exposicao ciclica a camara
de vapor entre os animais isolados e os agrupados; (etapa 2) avaliar o desempenho dos
camundongos através da velocidade maxima (m/min) ao longo dos tratamentos; (etapa 3)

quantificar as alteracdes no padrdao de comportamento dos animais que passaram ou nao pelo
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isolamento social e intoxicagdo ao etanol, apds o exercicio fisico realizado na abstinéncia
protraida; (etapa 4) quantificar alteragdes no padrao de expressao de proteinas, no hipocampo,
apods o isolamento social, a intoxicagdo de etanol, a pratica do exercicio fisico na abstinéncia

protraida e na associacao entre eles.

Para a realizagdo deste experimento os animais foram separados em oito grupos

experimentais (figura 57): (1) controle sedentario agrupado (CSa; n=8), animais mantidos em

suas caixas moradias com mais quatro animais, que nao passaram por nenhum protocolo

experimental (IA2BC, camara de vapor e exercicio fisico); (2) controle exercitado agrupado

(CEa; n=8), animais mantidos em suas caixas moradias com mais quatro animais, que nao
passaram pelo protocolo de etanol (IA2BC e camara de vapor), mas passaram pelo protocolo

de exercicio fisico; (3) etanol sedentdrio agrupado (ESa; n=12), animais mantidos em suas

caixas moradias com mais quatro animais, que passaram pelos protocolos de etanol (IA2BC e

camara de vapor), mas nao passaram pelo exercicio fisico; (4) etanol exercitado agrupado (EEa;

n=9), animais mantidos em suas caixas moradias com quatro animais, que passaram pelo
protocolo de etanol (IA2BC e camara de vapor) e pelo protocolo de exercicio fisico; (5) controle

sedentdrio isolado (CSi; n=8), animais mantidos isolados em suas caixas moradias, que nao

passaram por nenhum protocolo experimental (IA2BC, camara de vapor e exercicio fisico); (6)

controle exercitado isolado (CEi; n=9), animais mantidos isolados em suas caixas moradias,
que ndo passaram pelos protocolos de exposicao ao etanol (IA2BC e camara de vapor), mas

passaram pelo protocolo de exercicio fisico; (7) etanol sedentdrio isolado (ESi; n=10), animais

mantidos isolados em suas caixas moradias, que passaram pelos protocolos de exposi¢cdo ao
etanol (IA2BC e camara de vapor), mas ndo passaram pelo exercicio fisico; (8) etanol

exercitado isolado (EEi; n=10), animais mantidos isolados em suas caixas moradias, que

passaram pelo protocolo de exposicao ao etanol (IA2BC e camara de vapor) e pelo protocolo

de exercicio fisico, demonstrado na figura abaixo.

Figura 45. Esquema dos oito grupos experimentais: (1) controle sedentério agrupado (CS); (2) controle
exercitado agrupado (CEa), (3) etanol sedentario agrupado (ESa), (4) etanol exercitado agrupado (EEa), (5)
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controle sedentario isolado (CSi), (6) controle exercitado isolado (CEi), (7) etanol sedentario isolado (ESi), (8)
etanol exercitado isolado (EEi).
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Fonte 35. Esquema criado pela propria autora.

Aos 21 dias de idade esses animais, ao serem transferidos para o biotério de
experimentacdo animal, foram separados em dois grupos: (1) isolados: permaneceram
sozinhos em suas caixas moradia durante a execucdo de todas as etapas do experimento e (2)
agrupados: foram mantidos em grupos de quatro animais dentro das caixas moradia, por todo
o experimento, sendo separados apenas para a execu¢do de etapas especificas ao longo do
experimento.

A partir da segunda semana (semana 2), aos 28 dias de idade, iniciou-se o protocolo de
consumo voluntario de etanol e dgua através do protocolo IA2BC (3.7) com os animais dos
grupos ESa, EEa, ESi e EE1 que tiveram livre acesso aos bebedouros de etanol 10% e agua, trés
dias na semana, de forma intercalada, durante 4 horas. A medida do consumo de liquidos foi
realizada através da pesagem dos bebedouros antes e apds o consumo. Todos os animais foram
pesados no primeiro dia de cada semana, tanto para o protocolo de consumo e exposi¢ao ao

etanol quanto o protocolo do exercicio fisico.
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Ao final da quarta semana de TA2BC (semana 5 na tabela 3) esses animais foram
submetidos ao protocolo de exposi¢do ao etanol pela camara de vapor, o qual foi realizado por
duas semanas consecutivas com o objetivo de intensificar os ciclos de intoxicagdo (16h de
vapor) ¢ abstinéncia (8h de oxigénio) e aumentar os valores de BECs para que fossem
consistentes com os valores de intoxicacdo. Apds a segunda semana da exposi¢ao ao vapor, 0s
animais passaram novamente pelo protocolo do IA2BC, entretanto, este foi realizado por apenas
uma semana (semana 8). Com esse delineamento foi possivel comparar as alteracdes entre o
padrao de consumo dos animais sob o efeito apenas do fator estresse “isolamento social” ou
ndo (IA2BC apenas) (semana 2 até semana 5), assim como foi possivel avaliar o efeito da
associacao entre o fator estresse prévio com os quadros de intoxicagdo no padrao de consumo
desses animais (IA2BC + camara de vapor) (semana 5 e semana ).

Decorridos 48h do ultimo ciclo de IA2BC (semana 8), iniciou-se a adaptagao a esteira de
exercicio fisico com todos os animais de todos os grupos. Os animais foram submetidos ao
TEMI1 e separados entre sedentarios, aqueles que nao seguiriam o protocolo de treinamento- e
exercitados, aqueles que seguiriam o protocolo de treinamento. A partir desse momento, o
objetivo foi avaliar o efeito do exercicio fisico (CE e EE) ou sedentarismo (CS e ES) durante o
periodo de abstinéncia protraida, entre os grupos dos animais que passaram pela intoxicacao ao
etanol (ES e EE) comparado com os animais que ndo tiveram contato nenhum com o etanol
(CS e CE). Ao final desse protocolo, os animais ndo tiveram mais contato com o etanol e foram

submetidos aos testes comportamentais, como apresentado na tabela 5 abaixo.
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Tabela 5. Representagdo do protocolo experimental ao longo das semanas. Nas linhas estio representadas as
semanas, nas colunas estdo representados os dias e no cruzamento, qual foi o tratamento.

Fases Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Semana 1 ISOLAMENTO SOCIAL' AGRUPADOS
Semana 2 IA2BC x IAZBC x IA2BC x x
Semana 3 IA2BC X IAZBC x IA2BC x x
Semana 4 IA2BC X IA2BC x IAIBC 3 X
Semana § IA2BC X IA2BC X IA2BC X X
Ciclo 1 X X
Ciclo 2 X X
Semana § IA2BC X IAZBC x IA2BC X x
Exercicio fisico Exercicio x x
Exercicio fisico Emﬁm X X
Exercicio fisico X x
Exercicio fisico X b3
Comportamento X X
Comportamento x X

Fonte 36. Tabela construida pela propria autora.

Ap6s 24 horas do final da Gltima semana dos testes comportamentais, os animais foram
anestesiados e os encéfalos foram coletados a fresco, congelados (isopentano em gelo seco) e
armazenados a -80°C. A regido do hipocampo foi dissecada no criostato a -20°C, por meio de
agulhas de ponta chata de 18-20 gauge e colocada em tubos criogénico. Os tubos foram
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C, para posterior quantificagao

de proteinas e realizacdo da técnica de Western blotting.

5.6 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 3:

Durante o periodo de intoxicacdo ao etanol pela camara de vapor foram coletadas
algumas amostras do sangue dos animais para o acompanhar os valores da alcoolemia (entre 91

e 125 mg/dL). Esses resultados estdo apresentados na tabela 6 abaixo.
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Tabela 6. Valores sanguineos da alcoolemia dos animais que passaram pelo protocolo de intoxicagdo ao
etanol pela camara de vapor e dos animais do grupo controle.

Conc
mg/dL
Grupo Tratamento |(g/L)

Calxa vapor

Semana 2
galxa e Semana 2 0.91 91
galxa e Semana 2 0,98 98
gV | mana 2 1,09 109
Controle Exp 3 0,08 8

ETAPA 1: Quantificacio das alteracdoes no padrao de consumo voluntario
intermitente (IA2BC) durante a adolescéncia de animais submetidos ao estresse do

isolamento social e controles (semanas 2 e 5):

5.6.1 Consumo de etanol

Para o consumo de etanol, a distribuigdo Gamma foi a que melhor aderiu aos dados
(AIC =629,45). Os resultados, apresentados na figura 60, mostraram que houve efeito do tempo
[X?(3) =134,08, p<0,001], grupo [X*(1) = 15,97, p<0,001] e interagdo entre os fatores [X*(3) =
80,44, p<0,001].

Analisando o fator grupo, observamos que os animais isolados consumiram em média
maior quantidade de etanol comparado ao grupo agrupado (f=-2,25; p<0,001) [agrupado: 11,28
+ 0,48 g/kg; Isolado: 13,93 + 0,48 g/kg]. Analisando o fator tempo, observamos que, em média,
o consumo de etanol aumentou entre as semanas 2 ¢ 5 (= 3,53; p<0,001) [Semana 2: 11,03 +
0,36 g/kg; Semana 5: 14,57 £ 0,40 g/kg].

Analisando a interagc@o, observamos que, em média, para os animais do grupo agrupado
nao houve diferenca entre as quantidades de etanol consumidas comparando as semanas 2 € 5,
enquanto que para o grupo Isolado, os animais consumiram quantidade de etanol maior na
semana 5 comparado a semana 2 [Isolados (Semana 2: 11,72 + 0,51 g/kg; Semana 5: 17.74 £
0,60 g/kg, Bonferroni p<0,001); Agrupados (Semana 2: 10,35 + 0,51 g/kg; Semana 5: 11,39 +
0,53 g/kg, Bonferroni p =0,104].
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Ressaltamos que na semana 2 ndo havia diferenca entre a quantidade de etanol
consumida pelos grupos [Semana 2 (Agrupados: 10,35 + 0,51 g/kg; Isolado: 11,72 + 0,51 g/kg
Bonferroni p =1,000)]. Entretanto, na tltima semana, o grupo isolado apresentou um consumo
maior [Semana 5 (Agrupados: 11,39 £ 0,53 g/kg; Isolados: 17.74 + 0,60 g/kg, p <0,001)].

Analisando o consumo apds a exposi¢ao aos ciclos de vapor, os resultados apresentados
na figura 46 mostraram que houve efeito do tempo [X?(1) =237,90, p<0,001], grupo [X*(1) =
28,15, p<0,001] e interacdo entre os fatores [X?(1) = 62,89, p<0,001]. Analisando o fator grupo,
observamos que os animais isolados consumiram em média maior quantidade de etanol
comparado ao grupo agrupados (B= 3,34; p<0,001) [Isolado: 13,36 + 0,46 g/kg; Agrupados:
10,01 £ 0,41 g/kg]. Além disso, observamos que, em média, o consumo de etanol diminuiu
apos as semanas de exposicao ao vapor de etanol (B=-5,54; p<0,001) [Semana 5: 14,45 + 0,40
g/kg; Semana 8: 8,91 + 0,32 g/kg]. A interagdo mostrou que o grupo Isolado consumiu uma
maior quantidade de etanol na semana 5 comparado ao grupo Agrupado [Semana 5 (Agrupado:
11,36 = 0,50 g/kg; Isolado: 17.58 + 0,63 g/kg, p <0,001)]. Entretanto, ap6s a exposi¢cdo ao
vapor, o consumo de etanol entre os grupos foi semelhante [Semana 8 (Agrupado: 8,66 + 0,45
g/kg; Isolado: 9,15 + 0,45 g/kg Bonferroni p =1,000)].

Figura 46. Grafico do consumo de etanol no IA2BC antes e depois dos ciclos de vapor. Nele pode-se
observar a separagio e identificagio de cada etapa desse experimento 3, durante o protocolo de intoxicagio ao
ETOH. Os animais isolados consumiram em média maior quantidade de etanol comparado ao grupo agrupados.

*Diferenga no consumo de etanol entre as semanas 2 e 5 no grupo isolado. # Aumento no consumo de ETOH do
grupo isolado, em relagdo ao agrupado, na semana 5.

Consumo de ETOH ao longo das semanas

3
20— IA2BC | | Apos Exposicido Vapor
#
s 154 - Isolado
=
g Social
-5}
2 e
° X
=) ?IJ 10_
§ N
w
=
S
Q 5
0 T T T T T
2 3 4 5 8

Semanas

101



5.6.2 Consumo de dgua

Para o consumo de agua, a distribui¢do Gamma, foi a que melhor aderiu aos dados (AIC

= 1020,95). Os resultados, apresentados na figura 47, mostraram que houve efeito apenas do
tempo [X?(3) =49,19, p<0,001]. O efeito de grupo e interagio ndo foi detectado [X*(1) = 1,45,
p =0,228] e [X*(3) = 3,74, p=0,290], respectivamente. Analisando o fator tempo, houve
aumento do consumo de agua ao longo das semanas 2 e 5 (B=11,87; p<0,001) [Semana 2: 32,96
+ 1,84 g/kg; Semana 5: 44,83 + 2,10 g/kg].

Analisando o consumo de dgua ap6s a exposi¢do aos ciclos de vapor, a distribui¢ao que
melhor aderiu aos dados foi a Normal (AIC = 650,52). Os resultados apresentados na figura 64
mostraram que houve efeito apenas do tempo [F (1,39) =29,65, p <0,001]. O efeito de grupo e
interacdo ndo foram detectados [F (1,39) =1,05, p =0,310] e [F (1,39) =0,33, p =0,564]
respectivamente.

Analisando o fator tempo, houve diminui¢do do consumo de agua entre as semanas 5 ¢

8 (B=11,87; p<0,001) [Semana 5: 44,20 &+ 1,95 g/kg; Semana 8: 31,75 = 1,95 g/kg].
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Figura 47. Grafico do consumo de agua no IA2BC durante o protocolo de isolamento social. Nele pode-se
observar que os animais consumiram em média maior quantidade de 4gua ao longo do tempo. * Aumento no
consumo de agua entre as semanas 2 ¢ 5, independente do grupo
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5.2.3 Preferéncia pelo etanol

Para a avaliagdo da preferéncia pelo etanol, a distribui¢do Normal foi a que melhor
aderiu aos dados (AIC =1063,78). Os resultados, apresentados na figura 48, mostraram que
houve efeito do tempo [F(3,117) =14,58, p<0,001], e da interacdo entre os fatores [F(3,117) =
3,70, p=0,014], entretanto ndo houve efeito do grupo [F(1,39) =2,10, p=0,155].

Analisando o fator tempo, a preferéncia dos animais em média diminuiu comparando a
semana 2 e 5 (B=-2,77; p=0,021) (Sem 2: 73,41 £ 0,97% vs Sem 5: 70,63 & 0,97%).

Analisando o grupo, observamos que ndo houve diferenca na preferéncia pelo etanol
entre os grupos. Os grupos apresentaram preferéncia semelhante pelo etanol (Social: 71,91 +
0,70%; Vapor: 73,78 + 0,92%, p =0,155).

Observamos que analisando a primeira e a ultima semana, ndo houve diferenca na
preferéncia dentro dos grupos Isolado (Sem 2: 73,08 £+ 1,39%; Sem 5: 72,62 £+ 1,39%,
PBonferroni=1,000) e Agrupado (Sem 2: 73,74 + 1,35%; Sem 5: 68,64 £ 1,35%, pBonferroni=0,073).
Apesar disto, o efeito de interacdo mostrou maior variagdo na preferéncia do grupo agrupado,
que apresentou uma diminui¢do na preferéncia entre as semanas 3 vs 2 (Sem 2: 73,74 + 1,35%;
Sem 3: 67,55 + 1,35%; p = 0,008) e entre as semanas 5 vs 4 (Sem 4: 77,69 = 1,35%; Sem 5:
68,64 £ 1,35%; p <0,001). Para o grupo isolado esse efeito ndo foi observado (Sem 2: 73,08 +
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1,39%; Sem 3: 72,82 + 1,39%; p = 1,000) e (Sem 4: 76,59 + 1,39%; Sem 5: 72,62 + 1,39%:; p
=1,000). Portanto, esses dados inferem que a exposicdo aos ciclos de vapor ndo alterou a

preferéncia dos animais.

Figura 48. Grafico da preferéncia por etanol no IA2BC durante o protocolo de isolamento social.
*Diminui¢do na média da preferéncia entre as semanas 2 ¢ 5, independente do grupo. #Diminuicdo da
preferéncia, no grupo agrupado, na semana 3 e 5.
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Em resumo, os resultados do consumo de etanol indicaram que o grupo Isolado
consumiu maior quantidade de etanol na quinta semana de acesso intermitente, mostrando que
o isolamento social aumentou o consumo de etanol dos animais; entretanto, apds a exposicao
aos ciclos de vapor, ndo houve diferenga de consumo entre os grupos.

Os resultados do consumo de agua indicaram que, ao longo das 4 semanas iniciais o
consumo de dgua dos animais aumentou independente do grupo e que apds a exposi¢cdo aos
ciclos de vapor, esse consumo foi reduzido independente do grupo.

Em relagdo a preferéncia, nossos resultados indicaram que apesar da intoxicagdo ao
vapor de etanol na camara de vapor ndo ter aumentada a preferéncia pelo ETOH ao longo das
semanas, ainda assim, os animais tiveram uma maior preferéncia pelo etanol em relagdo a dgua,

ao longo das semanas, pois de uma forma geral, o valor se manteve acima de 50%.

ETAPA 2: Verificacao do desempenho dos camundongos através da comparacio

entre as velocidades maximas de corrida antes e apds o protocolo de exercicio fisico:
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Para avaliar o efeito do exercicio fisico antes e depois do teste de esfor¢co de animais
agrupados ou isolados, que consumiram ou ndo etanol, foi realizado o teste de GEE e a
distribuicao que melhor aderiu ao dado foi a de Poisson (AIC = 897,65).

Os resultados apresentados na figura 49 mostraram que houve efeito do tempo [X?*(1)
=49,46, p <0,001], do treinamento [X?*(1) =55,612, p <0,001] e interacdo entre
tempo*treinamento [X?*(1) =10,41, p =0,001]. Nao houve efeito de consumo [X?*(1) =0,16,
p=0,688], de homecage [X?*(1) =0,23, p=0,630] e nem interag¢ao entre outros fatores.

Para o tempo, observamos que apos o treinamento houve um aumento na velocidade
dos animais (B= 6,95 p <0,001) [Antes: 27,82 + 0,61 m/s; Depois: 34,34 + 0,69].

Além disso, o grupo exposto ao exercicio fisico teve velocidade maior do que o grupo
sedentario (B= 7,26 p <0,001) [Exercicio: 34,98 £ 0,71 m/s; Sedentario: 27,71 + 0,63].

A interagdo mostrou que os animais que passaram pelo exercicio fisico tiveram
diferenga maior entre as médias das velocidades inicial e final em comparagao a diferenca entre
as médias de velocidade dos sedentarios (= 7,45 p <0,001) [Exercicio Antes: 29,64 = 0,92 m/s;
Exercicio Depois: 40,32 + 1,07 m/s; Sedentario Antes: 26,10 = 0,85 m/s; Sedentario Depois
29,33 + 0,90 m/s].

Figura 49. Grafico da velocidade dos animais. Nele pode-se observar que a VM final dos animais aumentou
em todos os animais exercitados. *Aumento na VM final em relagdo a VM inicial nos animais exercitados,
independente da homecage e tratamento.
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Esses resultados sugerem que o exercicio fisico melhorou o desempenho dos animais,
promovendo aumento na capacidade fisica, o que foi observado através do aumento na

velocidade desses animais.

ETAPA 4: Verificacdo das alteracdes nos comportamentos do tipo ansioso,
transtorno de humor tipo depressivo, na memdria e na coordenacio motora entre os oito

grupos experimentais.

4.1 Quantificacio dos parametros do LCE (%LCEtba. %I1.CEeba. L.CEebf):

e Porcentagem de Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos (%L CEtba):

Em relacdo a frequéncia no tempo de permanéncia nos bragos abertos, a distribuicdo
que melhor aderiu aos dados foi a Gamma (AIC =496,02). Os resultados apresentados na figura
50 mostraram que nio houve efeito do homecage [X*(1) =0,55, p =0,455], consumo [X>*(1)

=1,66, p =0,197], treinamento [X?(1) 2,77, p=0,096] e nem das interagdes.

Figura 50. Grafico da frequéncia no tempo de permanéncia nos bragos abertos. Nele pode-se observar que
ndo houve efeito de nenhum dos fatores (homecage, tratamento e treinamento).
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Frequéncia de entrada no Braco Aberto (%LCEeba):

Em relacdo a %LCEeba, a distribui¢do que melhor aderiu aos dados foi a Normal (AIC

=611,61). Os resultados mostraram que ndo houve efeito do homecage [X?(1) =1,8, p =0,989],
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consumo [X%(1) =0,703, p =0,402] e das intera¢des, mas houve efeito do treinamento [X*(1) =
10,17, p=0,001].

Em relagdo ao treinamento, apos o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu diminui¢ao na frequéncia de entrada nos bragos abertos pelos animais exercitados em
comparagdo aos sedentarios (Bonferroni p=0,002) [exercicio: 46 £+ 2,36; Sedentérios: 56,5 +

2,33].

Figura 51. Grafico da frequéncia de entrada nos bragos abertos. * Diminui¢do na frequéncia de entrada nos
bragos abertos pelos animais exercitados em comparagdo aos sedentarios.

%LCEeba
Agrupados Isolados
100 . * Sedentario
D * %

* — »  Exercicio
c 804 — :
T
[1°]
=
5 &0 . Lo .
P A a1, : AA Al a
T
o
1
o 40
£
. A
3 A A
S 20 A A

0 T T : T T
Ctr ETOH Ctr ETOH
Tratamento

e Entrada no Braco Fechado (LCEebf):

Em relacdo ao LCEebf, a distribuicdo que melhor aderiu aos dados foi a Poisson (AIC
=503,68). Os resultados apresentados na figura 52, mostraram que ndao houve efeito do
homecage [X?(1) =0,0055, p =0,941], do consumo [X?(1) =1,04, p =0,306] e das interacdes,
mas houve efeito do treinamento [X*(1) = 7,13, p=0,008]

Em relacdo ao treinamento, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu diminui¢do nos numeros de entradas nos bragos fechados pelos animais sedentarios em
comparacao aos exercitados (Bonferroni p=0,008) [exercicio: 22,7 + 0,798; Sedentarios: 19,8

+0,730].
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Figura 52. Grafico do numero de entradas nos bragos fechados. * Aumento no numero de entradas nos
bragos fechados pelos animais exercitados quando comparados aos sedentarios.
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Em conjunto esses dados mostram que o exercicio fisico ndo alterou a frequéncia de
permanéncia nos bracos abertos (%LCEtba), mas reduziu a frequéncia de entrada nos bragos
abertos (%LCEeba), sugerindo possivel aumento no comportamento tipo ansioso nesses
animais exercitados. A analise do aumento do niimero de entradas no brago fechado pode ser
um indicativo de que o exercicio fisico aumentou a locomog¢do dos animais no aparato, o que
reforcou a hipdtese do surgimento do comportamento tipo ansioso, uma vez que mesmo tendo

a locomoc¢ao aumentada, o tempo e nimero de entradas foi menor nos bragos abertos.

4.2 Quantificacio do parametro do Campo Aberto (% CAzc)

e Porcentagem de tempo de permanéncia na zona central (%CAtzc):

Em relagdo a %CAtzc, a distribui¢do que melhor aderiu aos dados foi a Normal (AIC
=521,5). Os resultados apresentados na figura 53 mostraram que houve efeito do homecage
[X3(1) =12,50, p <0,001] e consumo [X*(1) =8,28, p =0,004], mas ndo houve efeito do
treinamento [X*(1) = 0,014, p=0,904] e de nenhuma das interagdes.

Em relacdo a homecage, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu diminui¢do na frequéncia do tempo de permanéncia na zona central dos animais
isolados em comparagdo aos agrupados (Bonferroni p<0,001) [isolados: 24,3 + 1,27;
agrupados: 30,7 = 1,28].
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Em relagdao ao consumo apo6s o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu diminuicao na frequéncia do tempo de permanéncia na zona central dos animais que
consumiram ETOH em compara¢do aos controles (Bonferroni p=0,004) [etanol: 24,9 + 1,21;

controle: 30,1 + 1,34].

Figura 53. Grafico da frequéncia do tempo de permanéncia na zona central. *Diminuigdo no tempo de
permanéncia na zona central pelos animais isolados quando comparados aos agrupados. #Diminuigdo no tempo
de permanéncia na zona central pelos animais que consumiram etanol em comparagéo aos controles.
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Em relagdo as medidas do campo aberto, observou-se que o fator isolamento e consumo
de etanol diminuiu o nimero de permanéncia na zona central, indicando aumento na ansiedade
nesses animais (efeito ansiogénico).

Dos conjuntos dos dados apresentados aqui € nos materiais suplementares, observa-se
que o exercicio fisico diminuiu o nimero de entradas total (material suplementar) e o nimero
de frequéncia de entradas nos bragos abertos e, como este ¢ considerado como uma regido
aversiva, esses dados podem ser indicativos de um possivel comportamento tipo ansioso.

Em relagdo as medidas de avaliagdo de risco, observou-se que exercicio fisico promoveu
diminui¢do nos nimeros de esticadas e mergulhos desprotegidos. Como esse comportamento ¢
realizado em uma area considerada hostil para o animal e indicam um parametro de
exploragdo, esses dados indicam possivel aumentono comportamento tipo ansioso.

Em relagdo as medidas no campo aberto, observou-se que o fator isolamento e consumo
de etanol diminuiu o nimero de permanéncia na zona central, indicando um efeito ansiogénico

nesses animais.
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Em conjunto esses dados mostram que a exposi¢ao dos animais ao estresse de
isolamento e/ou etanol e/ou exercicio promoveram possivel efeito ansiogénico nos

camundongos durnate a abstinéncia protraida de etanol.

4.3 Quantificacdo do tempo de exploracio dos objetos no teste de Reconhecimento
de objeto (ROte)

e Habituacdo (Al e A2):

Para comparar o tempo de exploracdo entre os objetos Al e A2, apresentados na figura
54(A) realizamos o GzLM com distribuicdo Gamma (AIC =1017,46) que mostrou que nao
houve efeito no tempo de exploragdo entre os objetos [X?(1) = 3,75, p =0,053], consumo [X?(1)
= 2,32 x10-4, p =0,988], homecage [X?*(1) = 0,008, p =0,928] e treinamento [X*(1) = 0,89, p
=0,344]. Além disso, nao foram encontradas diferencas nas interagdes entre os fatores.

Em relagdo a porcentagem do tempo de exploracdo para a habituacdo (%TEl), a
distribuicdo que aderiu melhor aos dados foi a Normal (AIC =503,78). Os resultados
apresentados na figura 54(B), para (%)TE1, mostraram que ndo houve efeito do homecage
[X3(1) =1,62 p=0,202], do consumo [X?(1) =0,013, p =0,907], do treinamento [X*(1) = 1,15,
p=0,282] e também nao houve efeito em nenhuma das interagdes. Os valores da porcentagem
de exploragdo permaneceram em torno de 50%. Isso indica que os grupos exploraram de forma

semelhante os dois objetos (Objeto Al: 20,44 + 0,84 s; Objeto A2: 22,96 £ 0,95 s).

Figura 54. (A). Grafico do tempo de exploracdo dos objetos na habituagdo. Nele pode-se observar que néo
houve efeito dos fatores (homecage, tratamento e treinamento). (B) Grafico da % tempo de exploragdo dos
objetos na habituagdo. Nele pode-se observar que ndo houve efeito dos fatores (homecage, tratamento e
treinamento) e como as medidas de tempo ficaram proximas a 50%, exploraram igualmente os dois objetos.
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e Teste de 1h (Al e B):

Para comparar o tempo de exploragdo entre os objetos Al(obj familiar) e B (obj novo)
realizamos o GzLM com distribuicdo Gamma (AIC =1114,17) que mostrou que houve efeito
no tempo de exploragdo entre os objetos [X*(1) = 90,45, p <0,001], mas ndo houve efeito em
relagcdo ao consumo [X?*(1) = 3,16, p =0,075], homecage [X*(1) = 0,59, p =0,441],e treinamento
[X*(1) = 0,05, p =0,819]. Nao houve interagdo entre os fatores.

Em relagdo ao objeto, como apresentado em 55(A) os animais passaram um maior tempo
explorando o objeto B independente do consumo, homecage e treinamento (Objeto Al: 15,00
+ 0,85 s; Objeto B: 32,73 £ 1,88 s).

Em relagdo a porcentagem do tempo de exploragdo para o teste de lh (%TE2), a
distribuicdo que aderiu melhor aos dados foi a Normal (AIC =583,78). Os resultados
apresentados na figura 55(B), para (%)TE2, mostraram que ndo houve efeito do homecage
[X3(1) =1,74 p=0,186], do consumo [X?(1) =2,96, p =0,085], do treinamento [X*(1) = 0,001,
p=0,972] e também nao houve efeito em nenhuma das interagdes. Os valores da porcentagem
de exploragdo ficaram acima de 50%. Portanto, os animais exploraram mais o objeto novo B

em comparagdo ao objeto familiar Al.

Figura 55. (A) Grafico do tempo de exploragdo dos objetos no teste de 1hora. Nele pode-se observar que néo
houve efeito dos fatores (homecage, tratamento e treinamento), apenas do objeto. (B) Grafico da % tempo de
exploracdo dos objetos no teste de 1hora. Nele pode-se observar que a porcentagem permaneceu acima de 50%,

indicando que os animais exploraram mais o objeto B do que o Al.
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Para comparar o tempo de exploracao entre os objetos Al(obj familiar) e C (obj novo)

realizamos 0 GzLM com distribuicdo Gamma (AIC =1150,95) que mostrou que houve efeito
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no tempo de exploracdo entre os objetos [X*(1) = 77,23, p <0,001], e interacdo entre
homecage*objeto [X*(1) = 6,07, p =0,014]. Nao houve efeito em relagdo ao consumo [X*(1) =
1,71, p =0,190], homecage [X*(1) = 2,89, p =0,089], treinamento [X*(1) = 1,27, p =0,259], nem
para as demais interagdes.

Em relagdo ao objeto, como apresentado na figura 56(A), os animais passaram um maior
tempo explorando o objeto C independente do consumo, home case e treinamento (Objeto C:
38,23 +£2.,49 s; Objeto Al: 15,47 = 0,98 s). Portanto, os animais exploraram mais o objeto novo
C em comparacao ao objeto familiar A1. Em relacao a interagdo, os animais do grupo isolados
apresentaram um menor tempo de exploracao no objeto novo (C) quando comparado aos
animais agrupados [Objeto Al (Agrupados: 14,47 = 1,29 s; Isolados: 16,48 + 1,47 s) Objeto C
(Agrupados: 43,72 £ 4,02 s; Isolados: 32,74 £2,95 s)].

Em relagdo a porcentagem do tempo de exploragdo para o teste de 24h (%TE3), a
distribuicdo que aderiu melhor aos dados foi a Normal (AIC =609,05). Os resultados
apresentados na figura 56(B), para (%)TE3, mostraram que houve efeito do homecage [X?(1)
=10,09 p=0,001], mas niio houve efeito do consumo [X?*(1) =2,36, p =0,124], do treinamento
[X3(1) = 0,076, p=0,783] e também ndo houve efeito em nenhuma das interacdes.

Em relacdo a homecase, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢@o no tempo de exploracdo entre os animais isolados quando comparado
aos sociaveis (Bonferroni p=0,002) [Isolado: 65,5 + 2,29; Agrupados: 75,9 + 2,32]. Portanto
independente do consumo e treinamento, os animais isolados apresentaram uma diminui¢ao no

tempo de exploracdo do objeto novo.

Figura 56. (A) Grafico do tempo de exploragdo dos objetos no teste de 24 horas. Nele pode-se observar
quendo houve efeito dos fatores tratamento e treinamento. * Diminui¢do no tempo de exploragdo entre os
animais isolados quando comparado aos Agrupados. #Aumento no tempo de explorag@o no objeto C em

relag@o ao objeto Al. (B) Grafico da % tempo de explorag@o dos objetos no teste de 24horas. Nele pode-se
observar que a porcentagem permaneceu acima de 50%, indicando que os animais passaram mais tempo
explorando o objeto C do que o objeto Al.
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Em relacdo as medidas de exploracdo do objeto novo observou-se que os fatores nao
alteraram a desempenho cognitivo (reconhecimento foi preservado) em nenhum dos testes
realizados. Entretanto torna-se interessante observar que os animais mantidos em isolamento,
no teste de 24 horas, apresentaram um padrao de exploragao diferente, pois diminuiram o tempo
de exploracdo total dos objetos quando comparados aos agrupados. Isso pode ser um indicativo

de baixa motiva¢ao em explorar o ambiente, com o surgimento do estado de apatia.

4.4 Quantificacio do numero total de quedas no RotaRod (RRnq)

Em relagdo ao nimero de quedas na velocidade 16rpm, a distribui¢do que melhor aderiu
aos dados foi a Binomial negativa (AIC =211,34). Os resultados apresentados na figura 57, para
niimero de quedas mostraram que houve efeito do homecage [X*(1) =9,35; p=0,002], mas nio
houve efeito do consumo [X?(1) =0,8362, p =0,360], do treinamento [X?(1) =0,147, p=0,701]
e nem interacdes. Em relagdo a homecage, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar
que ocorreu um aumento no numero de quedas entre os animais do grupo Agrupado quando
comparado ao grupo isolado (B=3,20; Bonferroni p=0,003) [Agrupado: 1,58 + 0,37; Isolado:
0,495 £ 0,152].

Em relagdo ao nimero de quedas na velocidade 25rpm, a distribui¢do que melhor aderiu
aos dados foi a Binomial negativa (AIC =214,34). Os resultados apresentados na figura 57, para
niimero de quedas, mostraram que nio houve efeito da homecage [X*(1) =4,82; p=0,028], do
consumo [X*(1) =2,01; p =0,156], do treinamento [X?(1) =2,04; p=0,152] e nem interacdes.

Em relagdo ao nimero de quedas na velocidade 37rpm, a distribui¢do que melhor aderiu

aos dados foi a Poisson (AIC =330,61). Os resultados apresentados na figura 57, para nimero
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de quedas, mostraram que houve efeito do homecage X?(1) =30,09; p<0,001] e do treinamento
[X2(1) =10,51, p=0,001], mas ndo houve efeito do consumo [X*(1) =4,026; p =0,045] e das
interacdes. Em relacdo a homecage, apos o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu um aumento no nimero de quedas entre os animais do grupo Agrupado quando
comparado ao grupo isolado (Bonferroni p<0,001) [Sociavel: 4,61 + 0,35; Isolado: 2,24 +
0,250]. Em relagdo ao treinamento, apos o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu aumento no namero de quedas entre os animais do grupo sedentario quando comparado

ao grupo exercicio (Bonferroni p=0,001) [Sedentario: 4,14 + 0,33; Exercicio: 2,72 + 0,279].

Figura 57. Grafico do nimero de quedas no teste RotaRod. Nele pode-se observar que ndo houve efeito dos
fatores (homecage, tratamento e treinamento) na velocidade de 25rpm. * Aumento no numero de quedas entre os
animais do grupo Agrupado quando comparado ao grupo isolado, nas velocidades 16rpm e 37rpm. # Aumento
no numero de quedas entre os animais do grupo sedentario quando comparado ao grupo exercicio na velocidade

de 37rpm.
N° Total de quedas
Agrupados Isolados
16 *
15' | % , rpm
I 4 1 25rpm
. — A 37rpm* #
A
104 — A
A
g # .
g I_I A
T 5 A # A
3 —
o A
- ﬁ
0- - -
-5 T T T T T T T T

CSa CEa ESa EEa CSi CEi ESi EEi

Grupos

Esses resultados indicam que os animais treinados apresentaram um melhor

desempenho no teste de coordenacao motora quando comparados aos animais sedentarios.

4.5 Quantificacio dos parametros de laténcia (Glat) e de tempo de Grooming na
regiao dorsal (Gdor) no teste de splash de sacarose
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e Tempo de laténcia para iniciar o Grooming (Glat):

Em relagdo ao tempo de laténcia do grooming, a distribuicdo que melhor aderiu aos
dados foi a Gamma (AIC =814,58). Os resultados apresentados na figura 58 (A), para o tempo
de laténcia mostraram que houve efeito do homecage [X*(1) =9,75; p=0,002], mas ndo houve
efeito do consumo [X*(1) =2,04; p =0,153], do treinamento [X*(1) =3,74; p=0,053] e das
interagoes entre elas.

Em relagdo a homecage, ap6s o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu um aumento no tempo de laténcia entre os animais do grupo Isolado quando
comparado ao grupo agrupado (Bonferroni p=0,003) [Agrupado: 71,7 = 9,13; Isolado: 126 +
15,24].

e Tempo realizando Grooming na regidao dorsal (Glat):

Em relacdo ao tempo de lambidas no dorso, a distribuicdo que melhor aderiu aos dados
foi a Normal (AIC =663,39). Os resultados apresentados na figura 58(B), para o tempo de
laténcia mostraram que houve efeito do homecage [X*(1)=10,3; p=0,001] e do consumo [X>*(1)
=12,26; p <0,001], mas niio houve efeito do treinamento [X*(1) =1,72; p=0,189] e das intera¢des
entre elas.

Em relagdo a homecage, apos o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no tempo de lambidas no dorso entre os animais do grupo Isolado
quando comparado ao grupo agrupado (Bonferroni p=0,002) [Agrupado: 27,5 + 3,34; Isolado:
12,3 +3,31].

Em relacdo ao consumo, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu um aumento no tempo de lambidas no dorso entre os animais do grupo etanol quando
comparado ao grupo controle/dgua (Bonferroni p<0,001) [Etanol: 28,1 + 3,15; Controle: 11,7
+ 3,5].

Figura 58. (A) Grafico do tempo de laténcia para iniciar o grooming. Nele pode-se observar que ndo houve
efeito dos fatores (tratamento e treinamento). * Aumento no tempo de laténcia entre os animais do grupo

Isolado quando comparado ao grupo agrupado. (B) Grafico do tempo total de lambidas no dorso. Nele pode-se
observar que houve efeito dos fatores homecage e consumo. * Diminui¢@o no tempo de lambidas entre os
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animais do grupo isolado quando comparado ao grupo Agrupado. # Diminuigdo no tempo de lambidas entre os
animais do grupo Ctr x etanol.
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Em conjunto esses resultados indicam que os animais mantidos em isolamento social
estavam em um possivel estado de apatia, representado pelo aumento para iniciar o grooming,
assim como uma diminui¢do no grooming realizado na regiao dorsal, o que corrobora o item

acima que demonstrou que os animais isolados exploraram menos os objetos.

4.6 Ouantificacio dos parametros do Nado forcado (tempo de imobilidade (NFi) e
tempo de nado (NFn))

NFi:

Em relagdo ao tempo de imobilidade, a distribui¢do que melhor aderiu aos dados foi a
Normal (AIC =745,7). Os resultados apresentados na figura 59 (A), para o tempo de
imobilidade mostraram que houve efeito do homecage [X*(1) =9,09,46, p=0,003] e do

treinamento [X?(1) =9,15, p=0,002], mas ndo houve efeito do consumo [X?*(1) =0,0954, p
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=0,757] e das interacdes.

Em relagdo a homecage, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu um aumento no tempo de imobilidade entre os animais do grupo Agrupado quando
comparado ao grupo isolado (Bonferroni p=0,004) [Agrupado: 99,6 + 5,8; Isolado: 74,9 + 5,78].

Em relagdo ao treinamento, ap6s o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu aumento no tempo de imobilidade entre os animais do grupo sedentdrio quando
comparado aos animais do grupo exercicio (Bonferroni p=0,004) [Sedentario: 99,7 £ 5,76;

Exercicio: 74,8 + 5,85].

NFn:

Em relag¢ao ao tempo de nado, a distribuicao que melhor aderiu aos dados foi a Normal
(AIC =738,7). Os resultados apresentados na figura 59 (B), para o tempo de nado mostraram
que houve efeito do homecage [X*(1) =11,79, p<0,001] e do treinamento [X*(1) =9,77,
p=0,002], mas niio houve efeito do consumo [X*(1) =0,0954, p =0,757] e das interagdes.

Em relagdo a homecage, ap6s o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu um aumento no tempo de nado entre os animais do grupo Isolado quando
comparado ao grupo agrupado (Bonferroni p=0,001) [Agrupado: 130 + 5,56; Isolado: 157 +
5,51].Em relag@o ao treinamento, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu aumento no tempo de nado entre os animais do grupo exercicio quando comparado aos
animais do grupo sedentario (Bonferroni p=0,003) [Sedentéario: 131 + 5,49; Exercicio: 155 +
5,58].
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Figura 59. (A) Grafico do tempo de imobilidade no nado for¢ado. Nele pode-se observar que ndo houve
efeito do consumo. # Diminui¢do no tempo de imobilidade entre os animais do grupo exercicio quando
comparado aos animais do grupo sedentario. (B). Grafico do tempo de nado no teste do nado forgado. Nele pode-
se observar que houve efeito do homecage e do consumo. # Aumento no tempo de nado entre os animais do
grupo exercicio quando comparado aos animais do grupo sedentario.
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Em conjunto esses dados indicam que os animais sedentdrios, independente da
homecage, estavam em um possivel estado apatico, o qual foi representado pelo aumento no

tempo de imobilidade.

ETAPA 5: Verificacao das alteracoes nas expressoes das proteinas LC3-1/ 11, p62.m-
TORC1 e BDNF entre os oito grupos experimentais.

5.1 Expressdo LC3-1. LC3-11. p62 e GAPDH no hipocampo:

Analisando a expressdo da proteina LC3-I e II através da técnica de western blotting,
representada na figura 60 (A), ndo foi possivel quantificar a taxa de conversdo entre a LC3-
I/LC3-II, pois as bandas referentes a LC3-1I ndo foram identificadas. Dessa forma, quantificou-
se os valores totais da LC3-I e estes valores foram comparados entre os diferentes tratamentos.

Ao adicionar todas as varidveis no modelo Gamma (AIC =418,91) os resultados
mostraram que nio houve efeito: de homecage [X*(1) =0,58, p =0,444], consumo [X*(1)= 0,98,
p =0,321], treinamento [X?(1) = 3,07, p =0,080], assim como nio houve efeito de interacio
entre os fatores homecage*consumo [X*(1)=2,25, p =0,133], homecage*treinamento [X?(1) =
3,20x10°, p =0,995], consumo*treinamento [X*(1) = 0,13, p =0,708] e
homecage*consumo*treinamento [X?(1) = 0,34, p =0,557].

Em relacdo a expressdo da proteina p62, representada na figura 60 (C), ao adicionar
todas as varidveis no modelo Gamma (AIC =285,27) ndo encontramos efeito de homecage
[X3(1) =0,07, p =0,784], consumo [X?(1) = 0,02, p =0,878], treinamento [X*(1) = 0,26, p
=0,606], e interacdo entre os fatores homecage*consumo [X3(1) = 1,15x10* p =0,991],
homecage*treinamento [X*(1) = 0,11, p =0,735], consumo*treinamento [X?(1) = 0,03, p

=0,858] e homecage*consumo*treinamento [X*(1) = 0,83, p =0,361].

Figura 60. (A) Imagem representativa das bandas de expressao das proteinas LC3-1, p62 e GAPDH. (B)
Grafico da expressao da proteina LC3-I nos diferentes grupos experimentais (isolado/ Agrupado. Etanol/controle

119



e exercicio/sedentario). (C) Grafico da expressdo da proteina p62 nos diferentes grupos experimentais (isolado/
Agrupado. Etanol/controle e exercicio/sedentario). Nao houve efeito dos fatores na expressio dessas proteinas.
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A interpretacdo dos valores da expressdo das proteinas LC3-1 e p62, em conjunto,
demonstra que no momento em que as amostras foram coletadas e analisadas ndo estava
ocorrendo a formagdo do autofagossomo. Isso pode ser indicativo de que a via da autofagia,

para degradagdo de organelas, ndo estava ativada.

5.2 Razio p-mTORC1/t-mTORC1 no hipocampo:

Em relacdo a razdo da proteina p-mTORCI1/t-mTORCI, a distribuicdo que melhor
aderiu aos dados foi a Gamma (AIC = -44,46). Os resultados apresentados na figura 61(A e B)
mostraram que nio houve efeito do homecage [X*(1) =1,55, p =0,213], consumo [X?(1) =0,27,
p =0,601], do treinamento [X2(1) = 0,798, p=0,372] e também nio houve efeito em nenhuma

das interacgdes.

Em relacdo a expressdo da proteina t-mTORCI, representada na figura 83 (C), ao
adicionar todas as varidveis no modelo Gamma (AIC =151,17), observou-se apenas efeito do
fator consumo [X?(1)=5,07, p =0,024]. Nao houve efeito de homecage [X*(1) = 3,04, p =0,081],
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treinamento [X?(1) = 0,72, p =0,395], e interagdo entre os fatores homecage*consumo [X?(1) =
1,13 p =0,286], homecage*treinamento [X%(1) = 0,19, p =0,655], consumo*treinamento
[X2(1)= 1,25, p =0,262] e homecage*consumo*treinamento [X*(1) = 0,15, p =0,696]. Os
animais que consumiram etanol apresentaram uma menor expressao de t-mTORCI quando
comparado aos animais do grupo controle (Etanol 1,24 + 0,30 ug; Ctr: 2,88 + 0,66 pg).
Portanto, independente da homecage ou da pratica de atividade fisica, os animais do grupo

etanol apresentaram menor expressdo de t-mTORC1 no hipocampo.

Em relacdao a expressdo da proteina p-mTORCI, representada na imagem 83 (D), ao
adicionar todas as varidveis no modelo Gamma (AIC =78,14), observou-se apenas efeito do
fator consumo [X*(1)=5,77, p =0,016]. Nio houve efeito de homecage [X*(1) = 2,63, p =0,104],
treinamento [X%(1) = 0,65, p =0,417], e interacdo entre os fatores homecage*consumo [X?(1)
=1,05 p =0,305], homecage*treinamento [X*(1) = 0,14, p =0,700], consumo*treinamento
[X2(1)= 0,46, p =0,497] e homecage*consumo*treinamento [X*(1) = 0,03, p =0,854].

Os animais que consumiram etanol apresentaram uma menor expressao de p-mTORCI
quando comparado aos animais do grupo controle (Etanol 0,49 + 0,11pg; Ctr: 1,19 £ 0,2 ng).
Portanto, independente da homecage ou da pratica de atividade fisica, os animais do grupo

etanol apresentaram menor expressao de p-mTORCI1 no hipocampo.
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Figura 61. (A) Imagem representativa das bandas de expressdo das proteinas p-mTOR e t-mTOR. (B)
Grafico da taxa de fosforilagdo da proteina mTORCI1 nos diferentes grupos experimentais (isolado/ Agrupado.
Etanol/controle e exercicio/sedentario). Nao teve diferenga entre os grupos em nenhum tratamento. (C)
Grafico da expressdo da proteina t-mTORCI nos diferentes grupos experimentais (isolado/ Agrupado.
Etanol/controle e exercicio/sedentario). (D) Grafico da expressdo da proteina p-mTORCI nos diferentes
grupos experimentais (isolado/ Agrupado. Etanol/controle e exercicio/sedentario). *Diminuicdo da
expressao no grupo etanol em relagdo ao controle.
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5.3 Expressio de BDNF no hipocampo

Ao adicionar todas as variaveis no modelo Gamma (AIC=30,39), os resultados
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mostraram que houve efeito apenas de homecage [X?(1)=8,06, p=0,035]. Nio foi houve efeito

de consumo [X?(1) = 3,11, p =0,077], treinamento [X?(1) = 2,83, p =0,092], e interacio entre

os fatores homecage*consumo [X%(1) = 0,73 p =0,391], homecage*treinamento [X*(1)=1,14,

p=0,284], consumo*treinamento [X*(1)=1,94, p=0,163] e homecage*consumo*treinamento

[X2(1) = 0,30, p =0,584].

Dentro do fator homecage foi observado que os animais isolados apresentaram uma
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menor expressao de BDNF quando comparado aos animais Agrupados (Agrupado 0,34 + 0,07

ng; Isolado: 0,09 + 0,03ug), representados na figura 62 (B). Esse resultado indica que,

independentemente da substincia consumida ou do exercicio fisico, os animais agrupados

apresentaram maior expressao de BDNF no hipocampo.

Figura 62. (A) Imagem representativa das bandas de expressdo das proteinas BDNF e GAPDH. (B) Grafico
da expressdo da proteina BDNF. *Diminui¢ao da expressdo de BDNF nos animais isolados, independentemente
do consumo e treinamento, em relagdo aos agrupados.
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O estresse do isolamento social diminuiu a expressio do BDNF. A anélise desse

resultado, realizada em conjunto com os dados dos comportamentos tipo ansioso, estado apatico

condizente com possivel surgimento do transtorno tipo depressivo e valores brutos da expressao

proteica de t-mTORCI1 e p-mTORCI1 podem sugerir que os animais que passaram pelo

isolamento social e/ou consumiram etanol e/ou realizaram exercicio fisico apresentam, de uma

forma geral, problemas na plasticidade e sintomas tipo depressivos.

6. DISCUSSAO

No presente trabalho buscamos investigar as alteragdes moleculares € comportamentais

promovidas pelo exercicio fisico, durante a fase de abstinéncia protraida, em camundongos que

passaram pela intoxicacdo ao etanol durante a adolescéncia. Na tabela 7 encontram-se o resumo

dos principais resultados de nossos trés experimentos.
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€Cl

RESULTADOS PRINCIPAIS

Tipo de Consumo

IP salina x IP etoh

[A2BC + (Vapor x aR)

[A2BC + Vapor (Isolado x Agrupado)

Resultados
principais dos
diferentes tipos
de intoxicacao

* Consumo de etanol do grupo VAPOR aumentou na
semana 3, 5 e 7 quando comparado ao grupo AR.
# Consumo de etanol aumentou ao longo das semanas 5
e 7 emrelacdo & semana 3 no grupo VAPOR.

# Aumento no consumo de etanol do grupo ISOLADO, em relagdo ao
agrupado, na semana 5.

*Diminui¢do do consumo de liquidos logo apos vapor

*Diminui¢do do consumo de liquidos logo apos vapor.
#Vapor de etanol igualou consumo entre diferentes homecages.

Velocidade

Aumento na velocidade final dos animais do
grupo exercitado em relagdo aos sedentdrios.

Aumento na velocidade final dos animais do grupo
exercitado em realgdo aos sedentarios.

Aumento na velocidade final dos animais do grupo exercitado em
real¢do aos sedentérios.

Molecular

*CREF: etanol e exercicio aumentaram

expressao #

CRF-BP: etanol aumentou expressao

Nao houve alteragdo na expressdo das células da glia

BDNF, p-mTOR e t-mTOR: diminui¢do devido ao isolamento e etanol

Comportamento

Ansiedade: Exercicio fisico promoveu aumento no comportamento
tipo ansioso nos animais exercitados quando comparados aos
sedentarios.

Memoria:Diminui¢do da exploragdo do objeto novo no teste de 24h
RotaRod: aumento no numero de quedas no grupo sedentario
Depressao/anedonia: Teste NF: *Aumento no tempo de imobilidade
nos animais agrupados. # Aumento no tempo de imobilidade entre os
animais do grupo sedentrio. Teste de splash de sacarose: *
Aumento no tempo de laténcia entre os animais isolados. #
Diminui¢o no tempo de lambidas entre os animais do grupo isolado
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6.1 EXPERIMENTO 1: INVESTIGACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA
CRFérgico (CRF, CRFR1 E CRF-BP) DO HIPOCAMPO DORSAL APOS A PRATICA
DO EXERCICIO FISICO DURANTE A ABSTINENCIA PROTRAIDA, NOS ANIMAIS
ADOLESCENTES INTOXICADOS E/OU NAO POR ETANOL”

Este estudo foi desenhado com o objetivo de identificar alteragdes promovidas na
expressao dos genes CRF, CRF1 e CRF-BP, pelo exercicio fisico for¢ado e/ou pela intoxicagao
cronica por etanol, durante a fase da abstinéncia protraida, em camundongos Swiss
adolescentes.

Em relagdo aos efeitos fisiologicos do exercicio fisico, nossos resultados mostraram que
apos o periodo de treinamento observou-se melhora no desempenho aerdbico dos animais
treinados, CE e EE, quando comparados aos animais sedentarios, CS e ES. Esses resultados
estdo de acordo com a literatura e foram mostrados através do aumento na velocidade de corrida
no teste de esforco maximo. Por exemplo, Kim e colaboradores (2020), em seu estudo
comparativo entre os efeitos da corrida forcada e voluntdria em camundongos C57BL/6,
observaram que os dois tipos de exercicio resultaram, de uma forma geral, aumento no
desempenho aerobico, através do aumento da distancia e da velocidade percorrida por esses

animais (KIM et al., 2020).

Para a segunda etapa, o objetivo foi identificar as alteragdes promovidas pelo exercicio
fisico forcado e/ou pela intoxicagdo de etanol, durante a abstinéncia protraida, na expressao dos
genes CRF, CRF1 e CRF-BP de camundongos Swiss. Levantamos a hipdtese de que a
intoxicacdo cronica ao etanol, durante a primeira fase da adolescéncia, promoveria alteragdes
na expressao dos genes do CRF, CRF1 e CRF-BP durante a fase da abstinéncia protraida e, de
forma contraria, o exercicio fisico promoveria a normalizacdo na expressao desses genes.

Verificamos que a expressdao génica de mRNA do CRF e da CRF-BP permaneceu
aumentada no grupo etanol, na fase da abstinéncia protraida, quando comparado aos grupos
controle; no entanto, contrario ao esperado, ndo detectamos diferenca na expressdo do gene
CRF1. Também contrario a nossa hipotese, observamos que o exercicio fisico, quando
associado a fase de abstinéncia ao etanol, promoveu aumento mais pronunciado na expressao
desses genes, como representado pelos animais do grupo EE.

A fase de abstinéncia protraida, por sua vez, ¢ relacionada ao aumento na reatividade as
emogdes negativas como ansiedade e depressdo, assim como a hiper-reatividade do sistema

CRFérgico frente a fatores estressantes (KOOB, 2010a; MANDYAM, 2013a; MARTY et al.,
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2020b). Por exemplo, Criado e colaboradores (2011) mostraram que os ratos intoxicados com
etanol, quando na abstinéncia aguda (24 horas) ndo apresentaram alteracdo na expressao de
CREF, no entanto na abstinéncia protraida (2 semanas) apresentaram aumento na expressao de
CRF quando comparado ao grupo controle. Da mesma maneira, Simon e colaboradores (2023)
verificaram que os niveis de expressdo génica do mRNA do CRF de camundongos C57BL/6j
estavam aumentados tanto na fase de intoxicagdo ao etanol, quanto na fase de abstinéncia
(SIMON et al., 2023b) quando comparados aos grupos controles.

Um estudo demonstrou também que a administracdo cronica de etanol promoveu
aumento da expressdao do gene do CRF e CRF-BP no hipotdlamo. De forma contraria, alguns
estudos mostram que a administragdo de etanol promoveu diminui¢do na expressdo de CRF
(CRIADO et al., 2011a; LEE et al., 2001). Por exemplo, Lee e colaboradores (2000) mostram
diminui¢do na expressao de CRF e CRFR1, no hipotdlamo de ratos que consumiram etanol
cronicamente (LEE et al., 2000).

Diferencas no protocolo e nas estruturas analisadas podem justificar as diferencas entre
os nossos resultados e os encontrados por Lee e colaboradores (2006). Nos estudos realizados
por Lee et al., (2006), a intoxica¢do através do modelo de inje¢do intraperitoneal foi feita
durante apenas 3 dias e a intoxicacdo pelo vapor de etanol, por 6 dias. Além disso, Lee e
colaboradores (2000) fizeram as analises da expressao génica de CRF durante a fase aguda da
abstinéncia, enquanto o presente estudo, assim como o realizado por Criado e colaboradores
(2011) promoveram a intoxicagdo ao etanol de forma cronica e as andlises de expressdes
génicas foram realizadas durante a abstinéncia protraida (CRIADO et al., 2011b; LEE et al.,
2000).

Os efeitos subjacentes da administracdo de etanol no hipocampo sdo complexos:
pequenas doses podem melhorar o funcionamento do hipocampo, promovendo o fortalecimento
sinaptico e libera¢do de glutamato, enquanto que a administracdo cronica pode resultar na
reducdo de espinhos dendriticos, promovendo déficits na memoria (VANDAEL et al., 2021).

Estudos também demonstraram que a sinaliza¢ao do receptor CRF1 esta envolvido nos
comportamentos relacionados a busca pelo etanol induzida pelo estresse. Por exemplo, Zorilla
e colaboradores (2013) demonstraram que ao bloquear o receptor CRF1 reduziu-se a ingestao
de etanol em ratos. Da mesma maneira, Roberto e colaboradores (2010) demonstraram que a
administracdo de antagonista do receptor CRFI1(R121919) bloqueou o aumento nos
comportamentos de busca pelo etanol induzidos pela abstinéncia em ratos dependentes e nao

dependentes (ROBERTO et al., 2010; ZORRILLA et al., 2013).
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Neste presente experimento nao foi verificado alteragdo na expressdo do gene CRFI,
apesar de dados da literatura demonstrarem o contrario. Por exemplo, Simon e colaboradores
(2023) mostraram que o consumo de etanol promoveu aumento nos niveis de CRF e nos
receptores CRF1 e CRF2 em camundongos C57BL/6j, tanto na intoxicagdo quanto na
abstinéncia (SIMON et al., 2023b).

No hipocampo, os aumentos dos niveis do CRF podem ser compensados através de
mecanismos de regulacdo poés-transducionais, os quais reduzem a sintese proteica desse fator,
assim como na diminui¢ao da atividade funcional de seu receptor CRF1, impedindo que ocorra
uma resposta exacerbada ao CRF (MARTY et al., 2020c). Por exemplo, Marty (2020) mostrou
que a desregulagdo hormonal provocada pelo uso cronico de etanol e pelo estresse repetitivo
promoveram diminui¢do da fun¢do do CRF1 através de redugdo na atividade funcional desse
receptor (MARTY et al., 2020c).

Os trabalhos relacionados com a fungao da CRF-BP na modulagao de recompensa e na
modulagdo ao estresse ainda sdo incertos, entretanto sabe-se que essa proteina ¢ altamente
expressa no hipocampo e possui fungdo importante em limitar a biodisponibilidade do CRF e a
sua ligacdo ao receptor CRF1 (POTTER et al.,, 1992). Por exemplo, Haass-Koffler e
colaboradores (2016) mostraram que a regulagdo negativa da CRF-BP diminuiu a
autoadministracdo de etanol (HAASS-KOFFLER et al., 2016). Da mesma forma, Herringa e
colaboradores (2006) mostraram que anormalidades nessa proteina foram observadas em
pacientes com depressdao (HERRINGA; ROSEBOOM; KALIN, 2006).

Nosso experimento mostrou que a abstinéncia protraida decorrente do uso crénico de
etanol aumentou a expressao dessa proteina. Da mesma forma, Erb e colaboradores (2004)
também mostraram que durante a fase da abstinéncia protraida ocorreu aumento na expressao
da CRF-BP (ERB et al., 2004). De forma contréria, Ketchesin (2016) mostrou que ciclos
repetidos de consumo tipo binge de etanol reduziu a expressdo da CRF-BP em camundongos
CS57BL/6)(KETCHESIN; STINNETT; SEASHOLTZ, 2016). Apesar de apresentarem
diferencas metodologicas em relacao a regido do SNC que foram analisadas e ao tipo de
substancia de abuso que foram utilizadas, parece que o papel da CRF-BP depende do contexto
em que se expressa e, nesse sentido, hipotetizamos que o aumento da expressdo de CRF-BP no
HIP pode estar relacionado ao seu papel inibitorio apos a ligagdo a esse neurotransmissor,
prevenindo uma resposta exacerbada a abstinéncia de etanol (LOMBARDO et al., 2001).

O exercicio fisico ¢ conhecido na literatura pela sua capacidade de melhorar a funcao

encefélica, influenciando tanto na fun¢do cognitiva como no humor. Em relagdo ao hipocampo,
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acredita-se que o exercicio fisico promova indu¢do nos processos da neurogénese, plasticidade
sinaptica e neurotrofinas (VAN PRAAG, 2008). Por exemplo, Timofeera e colaboradores
(2003) mostraram que o exercicio fisico de alta intensidade induziu aumento na expressao
génica de CRF (TIMOFEEVA; HUANG; RICHARD, 2003). Da mesma forma, Saito ¢ Soya
(2004) demonstraram que o exercicio fisico de alta intensidade aumentou a atividade de
neurdnios CRFérgicos, mas o mesmo ndo foi observado durante o exercicio fisico de baixa
intensidade (SAITO; SOYA, 2004).

Esses resultados, em conjunto, mostraram que os ciclos de intoxicagdo cronica ao etanol,
administrado de forma intraperitoneal durante a adolescéncia, promoveram alteragdes
fisioloégicas e neuroldgicas duradouras, as quais permanecem mesmo durante a fase de
abstinéncia protraida e foram agravadas em decorréncia de outros fatores estressantes, como no

caso deste estudo, aquele promovido pelo exercicio fisico forgado.

6.2 EXPERIMENTO 2: “QUANTIFICACAO DO CONSUMO INTERMITENTE
VOLUNTARIO DE LIVRE ESCOLHA E CARACTERIZACAO QUANTITATIVA
DAS CELULAS DA GLIA, APOS A PRATICA E/OU NAO DE EXERCICIO FiSICO
DURANTE O PERIODO DA ABSTINENCIA PROTRAIDA, NOS ANIMAIS QUE
FORAM INTOXICADOS OU NAO POR ETANOL DURANTE A ADOLESCENCIA”.

Este estudo foi desenhado com o objetivo de identificar alteragdes no padrdo de
consumo voluntario de etanol promovidas por ciclos intermitentes de intoxicagdo ao vapor de
etanol em camundongos adolescentes Swiss. Além disso, buscou-se identificar alteragdes
promovidas pelo exercicio fisico for¢ado durante a abstinéncia protraida, apos a intoxicacao de
etanol durante a adolescéncia, no padrdo de expressdo de células da glia no hipocampo.

Quanto aos efeitos fisiologicos do exercicio fisico, nossos resultados estao de acordo
com os dados anteriores (experimento 1) que mostraram melhora no desempenho aerébico dos
animais treinados, CE e EE, quando comparados aos animais sedentérios, CS e ES, e também
corroboram os dados da literatura sobre os efeitos auxiliares do EF na promogdo da satde

cardiovascular (MYERS; KOKKINOS; NYELIN, 2019; KIM et al., 2020).

Para a primeira etapa, levantamos a hipdtese de que os ciclos intercalados de intoxicagao
e abstinéncia, durante a adolescéncia, promoveriam aumento no consumo de etanol nos
camundongos Swiss.

Verificamos que os animais submetidos ao protocolo de intoxicacdo de etanol

apresentaram aumento no consumo total dessa substancia apds todo o protocolo de exposi¢do
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aos ciclos de vapor, seguidos do consumo voluntério de etanol, quando comparados aos animais
que ndo foram expostos ao vapor de etanol. Observou-se que nas semanas subsequentes aos
ciclos de intoxicacao ao vapor de etanol, ocorreu diminui¢ao no consumo dessa substancia no
IA2BC; entretanto, na segunda semana de IA2BC, o consumo aumentou e foi
significativamente maior quando comparado as semanas iniciais € ao consumo dos animais do
grupo controle, os quais nao passaram pela intoxicagdo na cadmara de vapor.

Esses resultados estdo, em parte, de acordo com os dados da literatura, os quais
demonstram que a intoxicac¢do alcoolica cronica intercalada com periodos de abstinéncia
fornece motivagdo para a busca pelo consumo de etanol como um alivio nos sintomas negativos
da abstinéncia (GRIFFIN; LOPEZ; BECKER, 2009; HEILIG et al., 2010b). Por exemplo,
Becker e colaboradores (2004) e Carrara-Nascimento e colaboradores (2013) mostraram que
camundongos e ratos aumentaram o consumo de etanol apds a exposi¢ao cronica ao etanol e as
experiéncias repetidas de abstinéncia (BECKER; LOPEZ, 2004; CARRARA-NASCIMENTO
et al., 2013). Da mesma forma, Peregud e colaboradores (2020) mostraram que o consumo de
etanol 20%(v/v), no modelo IA2BC, promoveu escalada do consumo dessa substancia
(PEREGUD; STEPANICHEV; GULYAEVA, 2021).

Surpreendentemente nosso experimento mostrou que inicialmente os ciclos de vapor
promoveram diminui¢ao do consumo livre intermitente de etanol, representado pela diminuigao
do consumo nas semanas subsequentes ao ciclo de vapor. Inferimos que esse padrao diferente
de consumo pode estar relacionado a espécie utilizada, assim como as baixas concentracoes de
BEC (83 — 124mg/dl) encontradas no sangue de nossos animais ap0s a intoxica¢cdo na camara
de vapor. Por exemplo, McCool e colaboradores (2015) observaram que camundongos
CS57BL/6J e DBA/2J apresentaram preferéncia diferente ao consumo de etanol apds passarem
por quadros de intoxicacdo a essa substancia (MCCOOL; CHAPPELL, 2015). Da mesma
forma, Filder e colaboradores (2012) verificaram que somente apds manter a concentracao de
etanol no sangue dentro dos valores correspondentes aos de intoxicacdo (>175mg/dL) dos
camundongos, estes autoadministraram mais etanol quando comparados aos animais controles
(FIDLER et al., 2012a).

Em conjunto, esses dados suportaram a hipdtese de que os ciclos de intoxicag@o pelo
vapor de etanol, seguidos de periodos de abstinéncia, durante a fase da adolescéncia, podem
promover aumento no consumo € na preferéncia por essa droga (KOOB; VENDRUSCOLO,

2023; WALKER, 2012).
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Para a segunda etapa desse experimento, tivemos como objetivo identificar as alteragdes
promovidas pelo exercicio fisico forcado durante a abstinéncia protraida na expressdo das
células da glia de camundongos Swiss submetidos a intoxicacdo cronica ao etanol. Assim
levantamos a hipdtese de que o etanol promoveria aumento no numero de células da glia, em
decorréncia dos processos inflamatorios, enquanto o exercicio fisico promoveria a
normaliza¢do na sua expressdo em decorréncia da estimulacdo da liberagdo de fatores anti-
inflamatorios.

Verificamos que os ciclos de intoxicagdo de etanol, seguidos dos periodos de abstinéncia
protraida, assim como o exercicio fisico forcado ndo alteraram o numero de microglias e
astrocitos ativados no hipocampo em nenhum grupo experimental (MOFFAT; RON, 2020).

De forma contraria aos nossos resultados, mas corroborando a nossa hipdtese, a
literatura mostrou que quadros recorrentes de abuso e intoxica¢ao cronica de etanol podem
promover aumento da ativagdo das células da glia (KANE et al., 2013; LOWE et al., 2020). Por
exemplo, Conca e colaboradores (2005) mostraram que o uso cronico de etanol aumentou o
namero de astrocitos reativos, assim como aumento de reatividade do GFAP (GONCA et al.,
2005). Da mesma forma, Crews e colaboradores (2008) observaram aumento da
imunorreatividade para Iba-1 em humanos dependentes de alcool (HE; CREWS, 2008). Por
outro lado, Lundgaard e colaboradores (2018) mostraram que o consumo de etanol pode tanto
aumentar quanto diminuir a expressao de GFAP (LUNDGAARD et al., 2018).

Esses dados forneceram evidéncias indiretas de que a influéncia na viabilidade celular
e na ativacdo da microglia e dos astrocitos promovidas pelo consumo de etanol ocorrem de
forma dose-dependente, promovendo aumento do processo inflamatério, o qual pode culminar
em processos neurodegenerativos, mediados pelas micréglias (BARRY et al., 2008;
LACAGNINA; RIVERA; BILBO, 2016), assim como na desregulagao do controle das sinapses
e das atividades modulatorias dos neurotransmissores, mediados pelos astrocitos
(ADERMARK; BOWERS, 2016).

A principal diferenca entre os trabalhos citados e o presente estudo encontra-se no tempo
entre o ultimo consumo de etanol e a realizacdo da analise histoldgica. A literatura relata que
durante a fase de abstinéncia protraida pode ocorrer reversdo no quadro de neurodegeneragao
induzida pelo uso cronico de etanol (BARTELS et al., 2007). Dessa forma, hipotetizamos que
as alteracdes nas expressoes das células da glia encontradas nesses trabalhos citados decorreram
dos efeitos agudos do etanol, enquanto no presente estudo, ndo encontramos diferencas devido

ao longo periodo de abstinéncia. Por exemplo, enquanto Conca e colaboradores (2005) e Crews
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e colaboradores (2008) realizaram as analises ainda durante o periodo de consumo de etanol,
este presente estudo analisou a ativagao das células da glia ap6s 4 semanas de abstinéncia.

Em relagdo aos efeitos do exercicio fisico forcado, também de forma contraria aos
nossos resultados, a literatura mostra que este pode melhorar as fungdes cerebrais e atenuar os
processos de neuroinflamagdo através da regulagdo da liberagdo de fatores troficos e miocinas
(MEE-INTA; ZHAO; KUO, 2019). Por exemplo, Van Praag e colaboradores (2008) mostraram
que o exercicio fisico estimulou a proliferagao de micréglias em camundongos treinados (VAN
PRAAG, 2008). Da mesma forma, Olah e colaboradores (2009) mostraram que o exercicio
fisico favoreceu os estados de vigilancia das ramificacdes da microglia de camundongos
treinados (OLAH et al., 2009). Por fim, Xiao e colaboradores (2021) mostraram que o exercicio
fisico suprimiu os fatores inflamatorios e a ativacdo de células da glia no hipocampo de
camundongos que passaram pelo estresse cronico (XIAO et al., 2021).

Estes dados forneceram evidéncias de que o treinamento pode influenciar a viabilidade
celular e o estado de ativagdo da microglia e dos astrocitos € que isso ocorre para os diferentes
modelos de exercicio fisico escolhido. Algumas diferencas encontradas entre a literatura e
nossos resultados podem ser explicadas devido ao modelo de exercicio fisico utilizado. Por
exemplo, Van Praag e colaboradores (2008) e Olah e colaboradores (2009) utilizaram um
protocolo de modelo voluntario enquanto que no presente estudo, os animais foram treinados
utilizando o exercicio fisico forcado de esteira, prevalecendo os efeitos anti-inflamatorios da
atividade fisica (OLAH et al., 2009; VAN PRAAG, 2008; XIAO et al., 2021).

Em relagdo a intensidade, quando implementado de forma consistente e por periodos mais
longos, o exercicio fisico leva a adaptacdes mais permanentes, assim como diminui o tempo
para a normalizagdo das alteragdes fisioldgicas quando comparado com as atividades agudas
(RICE et al., 2023). Em relacdo ao presente trabalho, todas as coletas biologicas foram
realizadas ap6s um longo periodo de treinamento cronico, o qual pode ter sido suficiente para
a normalizagdo e manuten¢do das possiveis alteragdes agudas decorrentes dessa pratica
(ANDERSON; DURSTINE, 2019).

Esses dados, em conjunto, nos mostram que apesar de ter sido realizado a contagem do
numero de células da glia, para uma melhor compreensdo dos efeitos relativos aos efeitos dos
ciclos de intoxicagao de etanol e do periodo de realiza¢ao do exercicio fisico em nossos animais,
seria necessario a complementacdo dos resultados com as avaliagdes de modificacdes

epigenéticas e/ou pos-transcricionais (LACAGNINA; RIVERA; BILBO, 2017).
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6.3 EXPERIMENTO 3: “ANALISE COMPORTAMENTAL E QUANTIFICACAO DAS
PROTEINAS LC3-I, p62, t- e p-m-TOR (total e fosforilada) E BDNF EM UM MODELO DE
ASSOCIACAO ENTRE A EXPOSICAO AO ESTRESSE DE ISOLAMENTO SOCIAL E A
INTOXICACAO AO VAPOR DE ETANOL DURANTE A ADOLESCENCIA E AO
EXERCICIO FiSICO DURANTE A ABSTINENCIA PROTRAIDA”.

Este estudo foi desenhado com o objetivo de identificar as alteragdes promovidas pelo
isolamento social no consumo de etanol durante a adolescéncia. Além disso, objetivou-se
identificar as alteragdes promovidas pelo exercicio fisico for¢ado durante a abstinéncia
protraida, nos parametros dos comportamentos tipo ansioso, transtorno de humor tipo
depressivo, memoria, coordenagdo motora e expressdo proteica relacionada a autofagia e
plasticidade neural em camundongos Swiss submetidos a associa¢do dos efeitos cronicos do
isolamento social e consumo de etanol durante a adolescéncia.

No que se refere aos efeitos fisiologicos do exercicio fisico, esses dados corroboraram
os resultados encontrados nos nossos experimentos anteriores (1 e 2) e mostraram que 0s
animais treinados (CE e EE) tiveram melhora no desempenho aerdbico quando comparados aos
animais sedentarios (CS e ES) (KIM et al., 2020).

Para a primeira etapa desse experimento, levantamos a hipotese de que o estresse
decorrente do isolamento social durante a primeira fase da adolescéncia seria fator suficiente
para promover aumento no consumo livre de etanol, assim como, apds a intoxicagdo crénica ao
vapor de etanol seria observado aumento no consumo voluntario de etanol nesses animais.

Verificamos que os animais submetidos ao protocolo de isolamento social apresentaram,
em média, aumento no consumo total de etanol ao longo das semanas de consumo voluntario
no modelo IA2BC quando comparados aos animais agrupados, sendo esse efeito mais evidente
apoOs a quinta semana de isolamento. Observou-se que na semana subsequente ao ciclo de
intoxicacdo ao vapor de etanol ocorreu diminui¢do no consumo voluntario dessa substancia.

Esses resultados estao de acordo com os dados da literatura, os quais demonstraram que
durante a primeira fase da adolescéncia, o isolamento social ¢ considerado como um fator
estressante para os roedores e pode promover aumento no consumo de etanol em etapas
posteriores do desenvolvimento (RIVERA-IRIZARRY; SKELLY; PLEIL, 2020a; SKELLY et
al., 2015b). Por exemplo, Skelly e colaboradores (2015), Caruso e colaboradores (2018) e

Wukitsch e colaboradores (2019), mostraram que o isolamento social promoveu o aumento no
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consumo voluntario de etanol em camundongos adolescentes (CARUSO et al., 2018b;
SKELLY et al., 2015b; WUKITSCH et al., 2019b).

Novamente observamos em nosso experimento que, inicialmente, os ciclos de
intoxicagdo ao vapor de etanol promoveram diminui¢do do consumo livre intermitente de
etanol, representado pela diminui¢do do consumo no modelo IA2BC na semana subsequente
ao ciclo de vapor. Como discutido anteriormente, inferimos que esse padrao diferente de
consumo pode estar relacionado a espécie utilizada, assim como as baixas concentragoes de
BEC (91 — 125mg/dl) encontradas no sangue desses animais apoOs a intoxicacao ao etanol na
camara de vapor. Por exemplo, McCool (2015) observou que camundongos C57BL/6J e
DBA/2J apresentaram diferengas no consumo de etanol ap6s passarem por quadros de
intoxicacdo a essa substancia (MCCOOL; CHAPPELL, 2015). Da mesma forma, Filder (2012)
verificou que somente apds manter a concentracdo de etanol no sangue dentro dos valores
correspondentes aos de intoxicagdo, os camundongos autoadministraram mais etanol quando
comparados aos animais controles (FIDLER et al., 2012a).

Em conjunto, esses dados suportaram a hipdtese de que o estresse promovido pelo
isolamento social durante a adolescéncia ¢ um fator suficiente para aumentar o consumo livre
de etanol (KOOB; VENDRUSCOLO, 2023; WALKER, 2012).

Acredita-se que os principais efeitos duradouros causados pelo estresse do isolamento
social, da intoxicacdo ao etanol e do exercicio fisico forcado ocorrem nos aspectos
comportamentais.

Neste contexto, a abstinéncia protraida tem sido relacionado ao aumento na reatividade
as emocgodes negativas como ansiedade e transtornos de humor tipo depressivo, assim como
déficits no aprendizado e processamento de memorias (CRIADO et al., 2011¢; KOOB, 2010c;
MANDYAM, 2013b; MARTY et al., 2020d).

Para a segunda etapa, levantamos a hipdtese de que o estresse do isolamento social
associado ao consumo de etanol durante a adolescéncia promoveria aumento do comportamento
tipo ansioso e em estados apaticos e de desespero associados ao transtorno tipo depressivo,
assim como prejudicariam a memoria discriminativa e a coordenagcdo motora desses animais
quando na vida adulta. De forma contraria, o exercicio fisico forcado promoveria normaliza¢ao
ou reducdo desses comportamentos alterados.

As alteragcdes nos parametros analisados no teste de labirinto em cruz elevado em

conjunto com os parametros do teste do campo aberto, sugeriram que o protocolo de isolamento
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social e/ou consumo de etanol e/ou exercicio fisico promoveram angiogénese nos animais que
foram submetidos a esses tratamentos quando comparados aos seus respectivos controles.

Os dados encontrados em nosso experimento corroboram os estudos da literatura sobre
a abstinéncia protraida do etanol e o surgimento de sintomas associados a ansiedade (BAHJI;
CROCKFORD; EL-GUEBALY, 2022; DE SOTO; O’ DONNELL; DE SOTO, 1989). Como ja
bem estabelecido por Wellman (1954), Segal e colaboradores (1970), Kisin (1979) e De Soto e
colaboradores (1985 e 1989), foi observado que periodos longos de abstinéncia (>3 meses)
promoveram o surgimento transtornos emocionais como ansiedade.

Os efeitos do isolamento social durante a adolescéncia nos comportamentos do tipo
ansioso em animais adultos, observados no presente estudo, também corroboram outros dados
da literatura. Por exemplo, Lander e colaboradores (2017) demonstraram que camundongos
isolados por trés semanas na fase de pré-adolescéncia tiveram aumento no comportamento
ansiogénico quando comparados aos controles. Da mesma forma, Caruso e colaboradores
(2018) observaram que camundongos C57BL/6j adolescentes machos (PND25-PNDS59),
expostos ao modelo de isolamento social crénico variavel associado ao consumo de etanol,
aumentaram o comportamento tipo ansioso em relacao aos controles.

Entretanto a literatura também apresenta resultados conflitantes em relacdo aos
observados em nosso estudo. Por exemplo, Kuniishi e colaboradores (2022) ndo observaram
alteracdo no comportamento tipo ansioso, na vida adulta (PND63) de camundongos que foram
submetidos ao isolamento social durante adolescéncia. Da mesma forma, Rivera-Irizarry e
colaboradores (2020) demonstraram que camundongos adolescentes C57BL/6j machos
(PND28), quando submetidos ao isolamento social cronico por 6 semanas, ndo apresentaram
alteracdo no comportamento tipo ansioso analisados no labirinto em cruz elevado quando na
fase adulta (PND70); em contrapartida, os camundongos que foram separados ja na idade adulta
(PND77) apresentaram aumento no comportamento tipo ansioso apds 6 semanas de isolamento
(KUNIISHI et al., 2022; RIVERA-IRIZARRY; SKELLY; PLEIL, 2020b).

Pode-se notar que os estudos que relacionam os efeitos do isolamento social com o
consumo de etanol apresentam diferengas entre si em relagdo a execucdo desses testes de
avaliacdo do comportamento tipo ansioso. Essas diferencas podem ser explicadas pelas diversas
metodologias observadas nos delineamentos dos estudos (LANDER; LINDER-SHACHAM,;
GAISLER-SALOMON, 2017; CARUSO et al., 2018).

Os efeitos do isolamento social e do consumo de etanol nas alteragdes comportamentais

sdo dependentes da idade em que se inicia o isolamento, sendo esses efeitos mais evidentes
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quando a separagdo ocorre ou na fase pré-pubere ou em fases mais avancadas da adolescéncia,
quando o convivio social ¢ rompido de forma repentina. (CARUSO et al., 2018; LANDER;
LINDER-SHACHAM; GAISLER-SALOMON, 2017; RIVERA-IRIZARRY; SKELLY;
PLEIL, 2020; WEISMAN et al., 2015).

Além disso, esses efeitos sdo dependentes do tempo total em que o isolamento perdura.
Quando realizado desde a adolescéncia até a idade adulta de roedores, o isolamento social pode
nao alterar o estado basal do comportamento tipo ansioso dos animais, ao passo que quando ¢
realizado de forma ciclica, com periodos de isolamento e agrupamento, alteragcdes sao
observadas nos testes tradicionais para comportamento tipo ansioso (CARUSO et al., 2018;
RIVERA et al., 2020). Por exemplo, Bloch e colaboradores (2020) ndo encontraram alteragdes
nos comportamentos tipo ansiosos em testes realizados em camundongos C57BL/6j machos,
adultos durante a abstinéncia prolongada ao etanol . Entretanto, quando o isolamento social pré-
pubere ¢ associado a outros fatores estressantes, como a intoxicagdo ao etanol, observa-se que
os sintomas relacionados a ansiedade podem ser mais evidentes (SKELLY et al., 2015a).
Adicionalmente, Skelly e colaboradores (2015) observaram que o isolamento social e o
consumo de etanol em animais adolescentes levaram ao aumento nos comportamentos
semelhantes a ansiedade, medo e a perturbagdes relacionadas ao estresse.

Em nosso estudo o exercicio fisico forcado promoveu surgimento dos comportamentos
tipo ansiosos. Esses dados estdo de acordo com a literatura, na qual encontram-se trabalhos que
associam o fato de o exercicio fisico na esteira ser realizado de forma forcada ao estresse e,
desta forma, esse poderia promover sensacdes semelhantes a ansiedade (LEASURE; JONES,
2008; SVENSSON et al., 2016). Por exemplo, Svensson e colaboradores (2016) mostraram que
camundongos submetidos ao exercicio fisico forcado em esteira apresentaram maior tempo de
permanéncia nos bragos fechados do aparato usado no teste de LCE, quando comparados aos
animais do grupo controle. No mesmo sentido, Leasure (2008) também observou aumento no
comportamento tipo ansioso nos animais que foram submetidos ao exercicio fisico forcado
quando comparado aos animais sendentarios.

De forma contraria aos nossos resultados, Yan e colaboradores (2023) mostraram que o
exercicio fisico normalizou o comportamento tipo ansioso nos camundongos adolescentes
machos C57BL/6j que passaram pelo protocolo de estresse cronico. Da mesma forma, Seo e
colaboradores (2018) mostraram que o exercicio fisico promoveu efeito ansiolitico em
camundongos que foram submetidos previamente a fatores estressantes. Essas diferencas em

relacdo ao presente estudo podem ser justificadas pelas diferengas nas idades dos animais, pelas
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espécies utilizadas e pela duragdo do protocolo de exercicio fisico (SEO, 2018; LI et al., 2019;
BLOCH et al., 2020; SEO, 2018; YAN et al., 2023).

Identificamos no teste de splash de sacarose 10% (m/v) que o isolamento social cronico,
mas nao o consumo de etanol, promoveu aumento no tempo de laténcia para iniciar o grooming
e diminuiu o tempo de lambidas no dorso desses animais. Esses sintomas corroboraram a
literatura (DU PREEZ et al., 2021; ISINGRINI et al., 2010).

Por exemplo, Preez e colaboradores (2021) mostraram que a pelagem dos animais
submetidos ao estresse cronico de 6 semanas permaneceu mais tempo despenteada do que nos
animais controle. Da mesma forma, Isingrini e colaboradores (2010) também verificaram
diminui¢do no tempo de grooming em animais submetidos ao estresse cronico, quando
comparado ao grupo controle (ISINGRINI et al., 2010; DU PREEZ et al., 2021).

Em relacdo ao consumo de etanol, Rivera-Irizarry e colaboradores (2023) mostraram
que camundongos machos C57BL/6j que consumiram etanol no modelo voluntario de livre
escolha ndo apresentaram alteragdes comportamentais no teste de nado forcado durante a
abstinéncia protraida. De forma contraria, Dao e colaboradores (2020) mostraram que ap6s 6
semanas de consumo de duas garrafas e abstinéncia for¢ada prolongada, camundongos
C57BL/6J machos e fémeas exibiram um perfil comportamental depressivo elevado (DAO et
al., 2020; RIVERA-IRIZARRY et al., 2023).

Os estudos realizados em camundongos machos submetidos a administracao cronica de
etanol mostraram dados discrepantes em relacdo a avaliagdo nos comportamentos: aumento de
conflito, anedonia e comportamentos compulsivos. Assim como discutido anteriormente no
teste de ansiedade, esses dados em conjunto ressaltam a importancia de se avaliar os modelos
de consumo cronico de etanol adotados, assim como do periodo de abstinéncia escolhido para
fazer a andlise e qual comportamento especifico tipo depressivo sera avaliado (BLOCH et al.,
2022b).

Quanto ao teste de nado forcado identificamos que os animais que permaneceram
agrupados aumentaram o tempo de imobilidade quando comparados aos animais isolados,
enquanto os animais do grupo exercicio fisico, independentemente dos outros fatores,
apresentaram reducao no tempo de imobilidade quando comparados aos animais sedentarios.

Os dados referentes aos fatores isolamento social e consumo de etanol foram contrarios
aos dados da literatura, os quais demonstram que o humor negativo pode ser observado tanto
no isolamento cronico quanto na abstinéncia protraida (HEILIG et al., 2010; SINHA; LI, 2007).

Por exemplo, Medendorp e colaboradores (2018) realizaram o isolamento de forma cronica
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durante a adolescéncia (PND21) e, ap6s 3 meses de isolamento, encontraram aumento no tempo
de imobilidade desses animais. Da mesma forma, Li e colaboradores (2019) demonstraram que
os ratos machos Sprague-Dawley que consumiram etanol aumentaram o tempo de imobilidade
tanto na abstinéncia aguda quanto na abstinéncia protraida quando comparados ao grupo
controle (MEDENDORRP et al., 2018; LI et al., 2019).

Apesar desses resultados serem contraditorios, as diferencas observadas quanto ao
aumento na imobilidade dos animais do grupo agrupado podem ser explicadas por
caracteristicas inerentes a espécie escolhida neste experimento, quando comparada as outras
espécies normalmente utilizadas para realizagao do teste do nado for¢ado. Por exemplo, Voikar
e colaboradores (2005) verificaram que o isolamento social cronico afetou de forma diferente
o tempo de imobilidade em diferentes espécies de camundongos: os camundongos C57BL/6J
apresentaram maior tempo de imobilidade, quando comparados aos camundongos
DBA/2(VOIKAR et al., 2005).

Os resultados encontrados em nosso estudo estdo de acordo com a nossa hipotese: o
exercicio fisico pode ter impacto positivo sobre alguns sintomas tipo depressivos. Luo e
colaboradores (2020) mostraram que o exercicio fisico reverteu o comportamento tipo
depressivo, diminuindo o tempo de imobilidade dos animais, quando comparados ao grupo que
passou pelo protocolo de estresse cronico. Quando projetados para humanos, Nabkasorn e
colaboradores (2006) mostraram que adolescentes com sintomas depressivos, quando treinados,
obtiveram um melhor score no questionario aplicado para avaliagdo dos sintomas depressivos,
quando comparados aos adolescentes que permaneceram sedentdrios. Da mesma forma, Xie e
colaboradores (2022) mostraram que o exercicio fisico reverteu os sintomas tipo depressivos
no camundongos expostos ao estresse cronico, quando comparados aos animais que
permaneceram sedentarios (NABKASORN et al., 2006; LUO et al., 2020; XIE et al., 2022).

No que diz respeito a memoria, de forma contraria a nossa hipotese, as medidas de
exploracao do objeto novo mostraram que nao houve alteracao na capacidade de discriminagao
entre o objeto familiar e o objeto novo nos diferentes grupos experimentais. Entretanto, foi
observado que o isolamento social diminuiu o tempo de exploragao total dos objetos, quando
comparados com os animais agrupados, durante o teste de 24 horas. Esses resultados
corroboram, em parte, as evidéncias de que o estresse cronico pode afetar negativamente a
plasticidade neuronal e produzir déficits na memoria e nos processos de aprendizagem, assim

como na motivagao por explorar novidades (KIM; LEEM, 2016).
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Esses achados estdo condizentes com os estudos da literatura, os quais mostraram que o
isolamento social quando ¢ reproduzido de forma cronica, ndo promove alteragdes na aquisi¢cao
e formacao de memoria. Por exemplo, Rivera-Irizarry e colaboradores (2020) demonstraram
que camundongos adolescentes C57BL/6j machos (PND28), quando submetidos ao isolamento
social cronico por 6 semanas durante a adolescéncia, ndo apresentaram alteragdo no teste de
reconhecimento de objeto.

Alguns resultados da literatura em relacdo ao reconhecimento de objeto sao
conflituosos. Por exemplo, Lander e colaboradores (2017) reportaram que quando isolados na
fase da adolescéncia tardia, os animais que passaram pelo isolamento social apresentaram
aumento no indice de discriminacdo de objeto quando comparados aos animais do grupo
controle. De forma contraria, Koike e colaboradores (2009) mostraram que os animais isolados
durante a fase inicial da adolescéncia (PND21) apresentaram uma diminui¢do na preferéncia
pela exploracdo do objeto novo quando comparados aos grupos controle (KOIKE et al., 2009;
LANDER; LINDER-SHACHAM; GAISLER-SALOMON, 2017).

O processo de formagdo da memoria pode ser influenciado pelos estados emocionais
negativos e o hipocampo funciona como um mediador entre o processo de interpretagdo dos
estados emocionais e a formagdo da memoria propriamente dita (CHAVES, 1993).

Nesse sentido, inferimos que o estresse decorrente do isolamento social prejudicou a
exploracdo do ambiente pelo possivel surgimento do comportamento tipo apatico nesses
animais, identificados no teste de splash ja descrito anteriormente (CHAVES, 1993). Quando
extrapolados para estudos em humanos, esses resultados sdo condizentes com dados clinicos
descritos na literatura. Como apresentado por Daumas e colaboradores (2023) e Yamagata e
colaboradores (2004), foi observado através de exames de neuroimagens que 0S mecanismos
de tomada de decisdo baseada em recompensa estavam reduzidos nos pacientes apaticos. Esses
dados corroboram a nossa hipdtese de que o estresse decorrente do isolamento social prejudicou
a exploragdo do ambiente pelo surgimento de um possivel comportamento tipo apatico nesses
animais (CHAVES, 1993; DAUMAS et al., 2023; YAMAGATA; YAMAGUCHI;
KOBAYASHI, 2004)).

No mesmo sentido de nossa hipotese, o teste do RotaRod mostrou que o exercicio fisico
diminuiu o numero de quedas na velocidade de 37rpm nos animais treinados quando
comparados aos animais sedentarios. Também observamos aumento no numero de quedas nos

animais agrupados quando comparados aos isolados. Como descrito na literatura, o exercicio
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fisico promoveu uma melhora na coordena¢do motora dos animais treinados, quando

comparados aos sedentarios (MARLATT et al., 2012).

A terceira etapa desse experimento, teve por objetivo identificar as alteragdes
promovidas pelo exercicio fisico for¢ado na abstinéncia protraida, na expressao das proteinas
LC3 (I e II), p62, m-TORCI1 e BDNF de camundongos Swiss submetidos a intoxica¢do ao
etanol. Assim, nossa hipotese supds que o estresse do isolamento social associado a intoxicacao
cronica ao etanol, durante a primeira fase da adolescéncia, promoveria supressao da fosforilagao
da proteina m-TORC1, o que desencadearia no aumento da expressao das proteinas associadas
a formacdo do autofagolisossomo, LC3-II e p62, assim como promoveria a diminuicdo da
proteina associada a plasticidade, BDNF. De forma contraria, o exercicio fisico promoveria a
normaliza¢do na expressao das proteinas autofagicas e aumentaria a expressao de p-mTORCI1
e de BDNF.

Observamos que nenhum tratamento promoveu alteragdes na expressao das proteinas
LC3-I e p62. Nao foi observado alteracdo na razdo p-mTORCI e t-mTORCI1. Em relagdo a
expressdo das proteinas mTORCI total e fosforilada, observou-se que o etanol promoveu
diminuicdo nas suas expressoes e que o exercicio fisico ndo reverteu essa alteragdo. Quanto a
proteina BDNF, observou-se que o estresse do isolamento social promoveu diminui¢do em sua
expressao enquanto o exercicio fisico ndo reverteu essa alteragao.

De acordo com a literatura, tanto a expressao de BDNF quanto a manuten¢do da via da
autofagia, através da regulagdo da expressdo de proteinas a ela associada, sdo fundamentais
para a manutencao das funcdes dos neurdnios, das células da glia (PLA; PASCUAL; GUERRI,
2016a; PLAZA-ZABALA; SIERRA, 2024), do remodelamento sinaptico e da plasticidade
associada a formagao da memoria de longo prazo (LTP; sigla do inglés: long term potentiation)
(NIKOLETOPOULOU; PAPANDREOU; TAVERNARAKIS, 2015).

A ativagdo constitutiva da autofagia, que promove a eliminacdo de proteinas danificadas
¢ essencial para a sobrevivéncia neuronal (XILOURI; STEFANIS, 2010). Por exemplo,
Nakamura e colaboradores (2006) mostraram que a autofagia basal no cérebro foi importante
na preven¢ao de acimulos de proteinas anormais (NAKAMURA et al., 2006).

De forma contraria aos nossos resultados, dados da literatura mostraram que tanto o
estresse do isolamento social quanto o uso abusivo de etanol podem perturbar o fluxo autofagico

(TANG et al., 2021). Por exemplo, Menk e colaboradores (2018) mostraram que o uso cronico
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de etanol aumentou o processo de conversdo da proteina LC3 e reduziu os niveis de expressao
da proteina p62 (MENK et al., 2018).

A ativacdo e o processamento da autofagia aumentam a taxa de conversdo entre as
proteinas LC3-II/LC3-I e diminuem a expressao proteica de p62. Esse aumento ¢ fundamental
para maturagdo do autofagossomo e forte indicativo do processo autofagico (MIZUSHIMA;
YOSHIMORI, 2007). Como em nosso estudo ndo foi possivel quantificar os niveis de
expressao das proteinas LC3-II e, ao quantificarmos as proteinas LC3-1 e p62 nao observamos
diferenca em relagdo ao grupo controle, inferimos que no momento da coleta do material
biolégico o fluxo autofigico ndo estava ativado. Apesar de ainda ndo terem sido bem
elucidados, algumas possiveis explicacdes para as diferencas encontradas entre a literatura e o
nosso estudo podem ser baseadas nos diferentes efeitos do uso agudo e cronico de etanol, assim
como no tempo transcorrido entre o tltimo consumo de etanol e as analises moleculares (KIM;
GUAN, 2015; MENK et al., 2018b; XILOURI; STEFANIS, 2010).

O complexo m-TORCI1 atua como principal mediador entre ativagdo e supressio da
autofagia e transcricdo de fatores neurotréficos (KIM; GUAN, 2015). Os mecanismos
subjacentes a ativacdo ou inibi¢cdo desse complexo pelo uso cronico do etanol ainda ndo sdo
bem compreendidos e os dados encontrados na literatura sdo conflituosos.

Verificamos em nossos resultados que o uso cronico de etanol diminuiu a expressao das
proteinas p-mTORCI1 e t-mTORCI. De forma contraria, outros estudos mostraram que no SNC
a exposi¢do cronica ao etanol regulou de forma positiva a fosforilagdo do m-TORCI1. Por
exemplo, Pascual e colaboradores (2014) mostraram que o consumo de etanol aumentou a
fosforilagdo de mTORC (PLA et al., 2014).

No contexto acima, a diminuicdo da mTORCI1 pode estar relacionada a ativagao da
autofagia como possivel mecanismo protetor frente a neurotoxicidade provocada pelo uso
cronico de etanol (PLA; PASCUAL; GUERRI, 2016). Apesar de inicialmente ser considerado
como mecanismo protetor, sabe-se que os efeitos do etanol na autofagia sdo dependentes da
dose, quantidade consumida e regido analisada. Em nosso trabalho, utilizamos concentracdes
de etanol que condizem a intoxicacdo moderada, enquanto que no estudo realizado por Pascual
e colaboradores (2014) o consumo de etanol foi realizado no modelo de livre escolha e, como
tal, as doses ingeridas ndo foram consideradas intoxicantes (PLA; PASCUAL; GUERRI,
2016b). No estudo de Luo e colaboradores (2014) foi utilizado modelo de células em cultura e,

apesar de terem utilizado altas doses de etanol, os modelos in vitro apresentam limitagdes
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mecanisticas pois ndo existe co-ativacdo de diferentes sistemas nem sobreposicao de vias
(LUO, 2014).

Analisando nossos resultados em conjunto, verificamos que apesar da m-TORCI1 ter
sido encontrada diminuida, nos animais do grupo etanol, ndo foram verificadas alteragdes nas
proteinas do fluxo autofagico.

Verificamos em nosso trabalho que o estresse do isolamento social promoveu
diminui¢do na expressao de BDNF. A literatura corrobora esses resultados € mostra que a
expressao do BDNF ¢ regulada por estimulos internos e externos e que o estresse decorrente do
isolamento social, durante a primeira infancia, pode alterar as expressdes dessa proteina. Por
exemplo, Li e colaboradores (2016), relataram que o isolamento social na primeira adolescéncia
(PND 21-34) diminuiram a expressao da proteina BDNF na regido do hipocampo. Da mesma
forma, Murinova e colaboradores (2017) relataram que o estresse cronico também reduziu a
expressdao de BDNF.

Desregulagdes na expressio de BDNF tem sido associado a diversos disturbios
neuropsiquiatricos (AUTRY; MONTEGGIA, 2012) e o déficit na expressdo dessa proteina no
hipocampo tem sido relacionado a quadros depressivos (BUCKLEY et al., 2007). Por exemplo,
Yao e colaboradores (2021) mostraram que o aumento na expressao de BDNF promoveu efeito
tipo antidepressivo em roedores (YAO et al., 2021).

Estudos mostram que a expressao de BDNF pode ser regulada pela mTORC (AN et al.,
2021b; TAKEI et al., 2014b), assim em nosso estudo a diminuicdo de BDNF pode ter sido
resultado da diminui¢do de mTORC e p-mTORC.

Esses resultados da expressdo da proteina BDNF, em conjunto com resultados
anteriores, 0s quais mostraram que os animais do grupo isolamento social apresentaram reducao
no comportamento de autocuidado assim como diminui¢do na exploracdo pela novidade,
suportaram a hipotese de que o estresse decorrente do isolamento social, quando realizado na
primeira fase da adolescéncia, pode promover perturbagdes neurobiolodgicas € comportamentais

duradouras.

6.2 PRINCIPAIS EVIDENCIAS

Em relagdo aos pontos observados em nossos resultados:
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e Ciclos de intoxicagdo cronica ao etanol ou administra¢do intraperitoneal dessa
droga durante a adolescéncia, promovem alteragdes comportamentais
duradouras;

e O aumento da expressao dos genes do CRF e CRF-BP decorrentes da
intoxica¢do cronica ao etanol durante a adolescéncia foram intensificadas pelo
exercicio fisico for¢ado;

e O modelo ciclico de intoxicacdo ao vapor de etanol, intercalado com periodos
de abstinéncia durante a primeira fase da adolescéncia, promoveu aumento no
consumo livre de etanol desses animais;

e Nem o modelo ciclico de intoxica¢do ao vapor de etanol nem o protocolo de
exercicio fisico forcado promoveram alteragdes nos niumeros de células da glia;

e O exercicio fisico for¢cado apds o isolamento social e consumo de etanol durante
a adolescéncia, promoveu o surgimento do comportamento tipo ansioso nos
testes de LCE e CA;

e Oisolamento social e o etanol, durante a adolescéncia, foram os fatores que mais
influenciaram negativamente o transtorno de humor tipo depressivo,
evidenciando o surgimento da apatia nos testes de explorag@o por objeto e splash
de sacarose;

e O exercicio fisico forcado promoveu melhora cognitiva e no estado apatico de
animais no teste de RotaRod e nado for¢ado;

¢ O isolamento social e o etanol, durante a adolescéncia diminuiram as expressoes

das proteinas p e t-m-TORC1 e BDNF;

7. CONCLUSAO

Diante de todo o apresentado e com base nos resultados obtidos, conclui-se que o
consumo excessivo e a intoxicagdo cronica de ETOH durante a adolescéncia sdo preditores
fortes para o aparecimento tardio de transtornos relacionados ao uso dessa substancia,
transtornos psiquiatricos, assim como para o surgimento de prejuizos cognitivos.

Conclui-se também que, embora a pratica de exercicio fisico for¢ado ndo tenha
normalizado a expressdo dos genes CRF, CRF-BP, do comportamento tipo ansioso e das
proteinas m-TORC e BDNF alteradas pelo isolamento social e/ou intoxicagdo por etanol,

evidenciou-se que esta pratica diminuiu o tempo de imobilidade no nado for¢cado, melhorou a
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coordena¢ao motora dos camundongos, podendo ser utilizado com ressalvas como coadjuvante

ao tratamento dos sintomas associados a abstinéncia de etanol.
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Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS NEUROPROTETORES E NEUROREPARADORES DO EXERCICIO FISICO SOBRE 0§
DANDS CAUSADOS PELO CONSUMO DE ETANOL DURANTE A ADDLESCENCIA®, protocolada sob o CEUA n® 6005080818, sob a
responsabilidade de Thamires Righi - que envolve a producdo, manutencédo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
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MATERIAIS SUPLEMENTARES

EXPERIMENTO 5.1:

Peso dos animais durante os ciclos de intoxicacao:

Na analise do peso dos animais durante os ciclos de intoxica¢ao, a distribuicao que mais
aderiu foi a Normal, com AIC=394,30. Os resultados mostraram que houve efeito do tempo
[F(1,81) =208,7, p<0,001], do tratamento [F(1,27) =9,25, p=0,005] e efeito da interacao
tempo*tratamento (F(1,81) =18,15; p<0,001). Analisando o fator tempo, observamos que o
peso dos animais aumentou gradativamente ao longo das semanas, independentemente da
exposicao ao etanol (Semana 1: 29,2+ 0,5; Semana 2: 31,0 £ 0,5; Semana 3: 33,0+ 0,5; Semana
4:33,9+£0,5). Em relacdo ao tratamento, observou-se que os animais que receberam injecao de
salina apresentaram peso maior do que os animais que receberam inje¢do de etanol (Salina:
33,3+ 0,703; ETOH: 30,3+ 0,679).

Em conjunto esses resultados indicam que, apesar dos animais do grupo salina
apresentarem peso inicial diferente dos animais do grupo etanol, ambos 0s grupos apresentaram
aumento no peso ao longo das semanas, o que ¢ compativel com o observado na transi¢dao da
fase da adolescéncia (semana 1; PDN:28) para a fase adulta (semana 4; PDN:58). Entretanto,
esse aumento no peso foi mais evidente e constante no grupo salina do que no grupo ETOH,
evidenciando que os ciclos de intoxicagdo ao ETOH podem ser prejudiciais no desenvolvimento

e ganho de peso dos animais.

Figura 63. Avaliacdo do efeito do tratamento com etanol e salina, no peso dos animais, durante o protocolo
de intoxicag@o alcoolica por IP. Foi observado efeito do tratamento (salina x etanol), tempo (ciclos) e interagdo
entre eles. * Maior aumento do grupo salina em relacdo ao ETOH. #Aumento do peso ao longo das semanas.
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Peso antes e depois do exercicio:

Em relacdo ao peso dos animais, a distribuicdo que melhor aderiu aos dados foi a
Gamma, com AIC = 189,07. Os resultados mostraram que houve efeito do tratamento [X? (1)
=7,78, p<0,005] e da interacdo treino*tempo (X?(1)=17,1, p<0,001), entretanto nio houve
efeito dos fatores treino [X* (1) = 0,219, p=0,640] e tempo [X* (1) = 1,388, p=0,239]
isoladamente. A analise de Post Hoc do fator tratamento, demonstrou que o peso dos animais
do grupo ETOH foi menor do que o grupo Salina [ETOH: 34,8 + 1,18g; Salina: 39,3 + 1,10 g].
Em relagdo ao treino*tempo observou-se que o grupo sedentario aumentou de peso durante o
tempo do protocolo de exercicio fisico (Sedentario antes: 36,3+ 1,17g; Sedentario depois: 37,1+
1,17g).

Em conjunto esses resultados indicam que a intoxicagdo de ETOH pode ter afetado no
peso dos animais, levado a diminui¢do no ganho de peso durante a transicao da adolescéncia
para a fase adulta. Durante as quatro semanas de treinamento, os animais que ficaram
sedentarios tiveram um aumento de peso em relagdo aos que se exercitaram, indicando que o

exercicio fisico teve efeito na manutencao do peso desses animais.

Figura 64. Avaliagdo do efeito do tratamento com etanol e salina, no peso dos animais, ap6s os protocolos
de intoxica¢do alcdolica por IP e exercicio fisico. Foi observado efeito do tratamento (salina/ctr x etanol) ¢ da
interacdo tempo*exercicio (exercicio inicio x exercicio final). *Maior peso dos animais do grupo ctr em relacao

ao grupo ETOH. # Aumento no peso do grupo sedentario depois de 4 semanas sem realizar o protocolo de
exercicio fisico.
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EXPERIMENTO 5.2

5.2.1. Comparacao no consumo de ETOH entre os grupos, nas semanas iniciais

(semana 1 e 2):

Figura 65. Grafico do consumo de etanol no IA2BC durante o protocolo de consumo for¢ado (semana 1).
Nele pode-se observar que ndo existia diferenga no consumo entre os grupos de animais (vapor e ar).
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Figura 66. Grafico do consumo de etanol no IA2BC durante a habitua¢do ao IA2BC (semana 2). Nele pode-

se observar que ndo existiu diferenga no consumo entre os grupos de animais (vapor e ar).
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Figura 67. Grafico do consumo de agua no IA2BC durante a habituagdo ao IA2BC (semana 2). Nele pode-se
observar que ndo existiu diferenga no consumo entre os grupos de animais (vapor e ar).
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5.2.2: Quantificacdo das alteracées no padriao de peso entre os animais que
passaram pelos ciclos de intoxicacio de etanol versus os animais que nio passaram pela
intoxicacio durante a adolescéncia, assim como apdés o protocolo de exercicio fisico,

somente entre os animais exercitados e sedentario.

A figura 68 representa os valores do peso dos animais antes, durante e apos os ciclos do
protocolo de camara de vapor. Para o peso dos animais, a distribuicdo Normal foi a que melhor
aderiu aos dados, com AIC =497,37. Os resultados mostraram que houve efeito do tempo
[F(4,84) =57,62, p<0,001] e interagdo entre os fatores [F(4,84) = 17,93, p<0,001], mas ndo
houve efeito do grupo [F(1,21) =0,46, p=0,505]. Analisando o fator tempo, o peso dos animais,
em média aumentou comparando a semana 3 e 7 (B=4,75; p<0,001) (Sem 3: 34,69 + 0,93 g vs
Sem 7:39,44 + 0,93 g). A interacao mostra que para o grupo VAPOR houve diminuigdo de peso
apos os ciclos de vapor de etanol (Sem 3: 37,33 + 0,86 g vs Sem 4:32,50 + 0,86 g, Bonferroni
p<0,001; Sem 5:40,06 + 0,86 g vs Sem 6: 36,89 + 0,86, g Bonferroni p<0,001), entretanto essas
diferencas ndo foram observadas para o grupo AR (Sem 3: 32,04 + 1,64 g vs Sem 4: 33,76 +
1,64 g, Bonferroni p= 1,000; Sem 5: 37,10 + 1,64 g vs Sem 6: 38,94 + 1,64 g, Bonferroni
p=1,000). Apesar da diminui¢do do peso apds a exposi¢do ao vapor de etanol, comparando as
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semanas 3 e 7, os animais do grupo VAPOR mostraram um aumento de peso, em média (Sem
3:37,33+£0,86 g vs Sem 7:39,94 + 0,86 g Bonferroni p<0,001), bem como os animais do grupo
AR (Sem 3: 32,04 + 1,64 g vs Sem 7: 38,94 + 1,64 g, Bonferroni p<0,001).

Figura 68. Grafico do peso dos animais durante o protocolo de intoxicagdo a camara de vapor. Nele pode-se
observar que os animais expostos a camara de VAPOR apresentaram menor peso logo ap6s a exposi¢@o ao vapor
e que o peso dos animais aumentou, em ambos os grupos, ao longo do tempo. *Aumento do peso, em ambos os
grupo, ao longo das semanas. # Diminui¢do do peso do grupo vapor, na semana 4 ¢ 6, em comparagdo a semana
3.
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Também foi comparado o peso dos animais exercitados e sedentarios na semana anterior
ao inicio do protocolo de exercicio fisico com a semana final a esse protocolo. A distribuicao
que melhor aderiu aos dados foi a Gamma, com AIC = 330,74. Os resultados, na figura 69,
mostram que houve efeito do tempo [X2(1) =51,73, p<0,001], entretanto ndo houve efeito de
grupo [X2(1) = 1,20, p=0,273] e interagdo entre os fatores [X2(1) = 2,78, p=0,095]. Analisando
o fator tempo, observamos que o peso dos animais aumentou apds o exercicio fisico
independentemente da exposicao ao etanol e exercicio (f =1,92, p<0,001) [Antes: 40,13 £ 0,62
g; Depois: 42,05 + 0,63 g].
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Figura 69. Grafico do peso dos animais apos o protocolo de exercicio fisico. Nele pode-se observar que os
animais aumentaram de peso ao longo do tempo, independentemente do tratamento e treinamento. * Aumento do
peso final em comparagdo ao inicial ao longo das semanas.
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EXPERIMENTO 5.3

Verificacao do peso dos animais ao longo das semanas de consumo no modelolA2BC. apos

a exposicio a camara de vapor e antes e depois do exercicio fisico

O grafico representativo de todo o protocolo experimental do peso dos animais, da
semana 2 até a semana 12, foi apresentado abaixo, na figura 70. Nesse grafico pode-se observar
a separacao e identificacdo de cada etapa desse protocolo e, na sequéncia, o texto descrevera e
apresentara os resultados de cada uma dessas etapas separadamente para melhor compreensao

dos objetivos e dos resultados especificos obtidos.
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Figura 70. Grafico do peso dos animais agrupados (A) e isolados (B) ao longo de todo o experimento 3. Nele
pode-se observar a separagdo e identificagdo de cada etapa desse experimento 3, durante o protocolo de isolamento,
de consumo e intoxica¢do ao ETOH e do exercicio fisico.
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Para a certifica¢ao de que os animais partiriam do mesmo peso, realizamos uma analise
do peso na semana 2. Realizamos uma ANOVA de trés vias que mostrou que nao houve efeito
do consumo [F(1,66) = 0,007, p =0,930], de homecage [F(1,66) = 2,88, p =0,094] e treinamento
[F(1,66) =0,61, p =0,436]. Isso indica que os grupos possuiam pesos semelhantes no inicio do
protocolo [Agrupados (Ctr Sedent: 29,20 + 1,48 g; Ctr Exercicio: 29,93 + 1,48 g; EtOH Sedent:
30,07+ 1,21; EtOH Exercicio 26,70 + 1,40) Isolados (Ctr Sedent: 25,30 + 1,48 g; Ctr Exercicio:
27,94 + 1,40 g; EtOH Sedent: 29,52 + 1,32; EtOH Exercicio 26,43 + 1,32).

Para o peso dos animais ao longo do acesso intermitente de etanol (semana 2 até 5), a
distribuicdo Gamma foi a que melhor aderiu aos dados (AIC =812,47). Os resultados mostraram
que houve efeito do tempo [X*(3) =587,97, p<0,001] e interacdo entre os tempo*homecage
[F(3) = 28,55, p<0,001], mas nao houve efeito do grupo [F(1) =1,41, p=0,234].

Analisando o fator tempo, o peso dos animais, em média, aumentou comparando a
semana 2 e 5 (f=10,12; p<0,001) (Sem 2: 29,11 £ 1,05 g vs Sem 5: 39,23 + 1,08 g).

A interacdo mostrou que os animais do grupo isolado apresentaram, em média, menor
valor no peso comparando a semana 2 com as semanas 3 (=-2,77; p <0,001) e 4 (B=-4,10; p
<0,001) em relagdo aos animais agrupados [Agrupados (Sem 2: 29:47 + 1,43 g ; Sem 3: 35, 21
+ 1,46 ; Sem 4: 39,61 + 1,48); Isolados (Sem 2: 28,75: £ 1,53 g ; Sem 3: 31,72 + 1,55 g; Sem
4: 34,79 + 1,56 g)]. Nao houve diferenga entre os grupos em relagdo a tltima semana [Sem 5
(Agrupados: 39:61 £ 1,48 g; Isolados: 38,86 & 1,58).

Observou-se que no grupo Agrupado o peso se manteve estavel entre as semanas 4 e 5
(Bonferroni p = 1,000), enquanto para o grupo isolado houve um aumento (Bonferroni p <
0,001). Esses resultados sugerem que os animais mantidos em isolamento social apresentam
padrdo de aumento de peso diferente dos animais Agrupados, entretanto, ambos 0s grupos
apresentaram aumento no peso esperado durante a transi¢do da fase da adolescéncia (semana
3; PDN:28) para a fase adulta (semana 5; PDN:58).

Em relacdo ao peso dos animais antes e apds os ciclos de vapor, a distribuicdo Gamma
foi a que melhor aderiu aos dados (AIC =377,56). Os resultados mostraram que houve efeito
do tempo [X?*(1) =64,75, p <0,001] e interagdo entre o Tempo*Homecage [X*(1) = 8,82, p
=0,003], mas ndo houve efeito do homecage separadamente [X*(1) = 0,24, p =0,622].
Analisando o fator tempo, o peso dos animais, em média, aumentou comparando a semana 5 €
8 (B=2,23; p<0,001) (Sem 5: 39,66 + 1,28 g vs Sem 8: 41,92 + 1,29 g).

O peso dos animais também foi pesado na semana anterior ao inicio do protocolo de

exercicio fisico e no final desse protocolo. Em relagdo ao peso dos animais, a distribui¢do que
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melhor aderiu aos dados foi a Gamma (AIC =592,23). Os resultados apresentados na figura 71
mostraram que nao houve efeito do tempo [X2(1) =2,88, p =0,090], do treinamento [X2(1) =
3,38, p=0,066], do consumo [X2(1) = 0,14, p=0,699] ou da homecage [X2(1) = 2,24, p=0,134].
Esses dados indicam que, em média, o peso dos animais se manteve o mesmo antes € apos o
exercicio fisico [Antes: 42,53 = 0,79 g; Depois: 42,77 £ 0,79 g].

Entretanto, os resultados também demonstraram que houve interagdo entre
Treinamento*consumo [X2(1) = 4,78, p=0,029]. A interagdo mostra que os animais do grupo
etanol, que passaram pelo exercicio apresentaram em média, peso menor do que os animais

sedentarios deste mesmo grupo [Etanol (Exercicio 39,17 + 1,63 g; Sedentério: 45,53 + 1,36 g)].

Quantificacio complementar dos parametros: espaco-temporal e avaliacio de risco do

teste LCE (LCEeba, LCEtba, LCEtbf, LCEttf, LCEmd, LCEed); testes complementares do

campo aberto (CAzc e CAzp) e calculo do indice de exploracao dos objetos no teste do

Reconhecimento de objeto (% TE).

e LCeba:

Em relagdo ao nimero de entradas nos bragos abertos, a distribuicdo que melhor aderiu
aos dados foi a Poisson (AIC =725,81). Os resultados mostraram que ndao houve efeito do
homecage [X?(1) =0,175, p =0,676], consumo [X*(1) =1,55, p =0,213], mas houve efeito do
treinamento [X?(1) = 34,49, p<0,001].

Em relagdo ao treinamento, ap6s o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu diminui¢do no numero de entradas nos bragos abertos nos animais exercitados em
comparagdo aos sedentarios (Bonferroni p<0,001) [exercicio: 21,1 £ 0,770; Sedentérios: 27,9

+0,876].
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Figura 71. Grafico do nimero de entradas no brago aberto. *Diminui¢do no numero de entradas nos bragdes
abertos pelos animais exercitados quando comparados aos sedentarios.
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Em relagdo ao tempo total no braco aberto, a distribuicdo que melhor aderiu aos dados
foi a Gamma (AIC =658,62). Os resultados apresentados na figura 72, para o tempo no brago
aberto, mostraram que nfio houve efeito do homecage [X?*(1) =0,55, p =0,455], consumo [X?(1)
=1,66, p =0,197], do treinamento [X?(1) = 2,77, p=0,096] e também nio houve efeito em

nenhuma das interacoes.
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Figura 72. Grafico do tempo total no brago aberto. Nele pode-se observar que ndo houve efeito de nenhum
dos fatores (homecage, tratamento e treinamento).
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Em relacdo ao tempo total no braco fechado (LCEtbf), a distribuicdo que melhor aderiu
aos dados foi a Normal (AIC =745,22). Os resultados apresentados na figura 73, para o tempo
no braco fechado, mostraram que ndo houve efeito do homecage [X*(1) =0,138, p =0,709],
consumo [X?(1) =2,38, p =0,123], do treinamento [X?(1) = 2,41, p=0,120] e também ndo houve

efeito em nenhuma das interagdes.
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Figura 73. Grafico do tempo total no brago fechado. Nele pode-se observar que nao houve efeito de nenhum
dos fatores (homecage, tratamento e treinamento).
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Em relagdo ao tempo total no terco final do braco aberto (LCEttf), a distribuicdo que
melhor aderiu aos dados foi a Normal (AIC =618,64). Os resultados apresentados na figura 74,
para o tempo no terco final, mostraram que ndo houve efeito do homecage [X*(1) =0,729, p
=0,393], consumo [X*(1) =0,58, p =0,446], do treinamento [X?*(1) = 5,68, p=0,017] e também

nao houve efeito em nenhuma das interagdes.
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Figura 74. Grafico do tempo total no terco final do brago aberto. Nele pode-se observar que ndo houve efeito
de nenhum dos fatores (home case, tratamento e treinamento).

TTFinal (s)

Agrupado Isolado

50+
Sedentario

40 : 4 Exercicio

30 P A

Tempo (s)
> >
[ g
>
»

20+

10—

0 1 1 : 1 1
Ctr ETOH Ctr ETOH

Tratamento

e LCEmd:

Em relagdo ao nimero de mergulhos desprotegidos (LCEmd), a distribuicao que melhor
aderiu aos dados foi a Poisson (AIC =783,50). Os resultados mostraram que ndo houve efeito
do homecage [X*(1) =0,041, p =0,838], consumo [X*(1) =1,704, p =0,192] e do treinamento
[X3(1) = 6,36, p=0,012], mas houve efeito da interacdo consumo*treinamento [X*(1) = 8,33,
p=0,004].

Em relacdo a interagado, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que ocorreu
uma diminui¢ao no nimero de mergulhos desprotegidos entre os animais ctr*exercicio quando
comparado aos animais ctr*sedentario (poonferoni=0,002) [Ctr*exercicio: 13,5 + 0,889;

Agua*sedentario: 18,4 + 1,07].
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Figura 75. A. Grafico do nimero de mergulhos desprotegidos. Nele pode-se observar que houve efeito da
interacdo consumo*treinamento. *Diminui¢do do nimero de mergulhos desprotegidos entre ctr *exercicio e
ctr*sedentario.
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e LCEmp:

Em relacdo ao nimero de mergulhos protegidos (LCEmp), a distribui¢do que melhor
aderiu aos dados foi a Poisson (AIC =452,72). Os resultados mostraram que houve efeito do
homecage [X?(1) =10,17, p=0,001] e consumo [X*(1) =18,63, p <0,001], mas niio houve efeito
do treinamento [X?(1) =0,003, p=0,952] e das interagdes. Em relagio a homecage, apds o
PostHoc de Bonferroni, foi possivel observar que ocorreu uma diminui¢do no numero de
mergulhos protegidos entre os isolados quando comparado aos animais sociaveis
(Pvonferroni=0,001) [Isolados: 8,93 £ 0,495; Ctr*sedentario: 11,32 + 0,567].

Em relagdo ao consumo, apés o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no nimero de mergulhos protegidos entre os animais etanol quando

comparado aos animais ctr (Pbonferroni<0,001) Ctr: 11,7 £+ 0,598; ETOH: 8,52 £0,457].
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Figura 76. B. Grafico do nimero de mergulhos protegidos. Nele pode-se observar que houve efeito dos fatores
homecage e consumo. *Diminui¢do do niumero entre isolados em relag@o aos agrupados. # Diminui¢&o no numero de
mergulhos entre etanol x ctr.
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e LCEed:

Em relagdo ao nimero de esticadas desprotegidas (LCEed), a distribuicao que melhor
aderiu aos dados foi a Poisson (AIC =465,0). Os resultados mostraram que nao houve efeito do
homecage [X*(1) =0,069, p =0,792] e do consumo [X?*(1) =0,77, p =0,378], mas houve efeito
do treinamento [X?(1) = 9,58, p=0,002]. Nao houve efeito das interacdes.

Em relacdo ao treinamento, ap6s o PostHoc de Bonferroni, foi possivel observar que ocorreu
uma diminui¢do no numero de esticadas desprotegidos entre os animais do grupo exercicio
quando comparado aos sedentarios (pvonferroni=0,002) [Exercicio: 9,17 £ 0,507; Sedentario: 11,5

+0,558].
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Figura 77. (A) Grafico do numero de esticadas desprotegidas. Nele pode-se observar que houve efeito do
treinamento. *Diminui¢do no nimero de esticadas nos animais que fizeram exercicio fisico em relagéo aos
sedentarios
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e LCEep:

Em relacdo ao nimero de esticadas protegidas (LCEep), a distribuicio que melhor
aderiu aos dados foi a Poisson (AIC =509,88). Os resultados mostraram que houve efeito do
homecage [X*(1) =13,84, p <0,001], mas niio houve efeito do consumo [X?*(1) =3,27, p =0,071],
do treinamento [X?(1) = 1,14, p=0,285] e das intera¢des.

Em relagdo a homecage, apdés o PostHoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no numero de esticadas protegidas entre os animais do grupo isolado
quando comparado aos agrupados (Poonferroni<0,001) [Isolado: 6,92 + 0,433; Agrupado: 9,40 +
0,507].

Figura 78. (B) Grafico do numero de esticadas protegidas. Nele pode-se observar que houve efeito do

homecage. *Diminui¢do no nimero de esticadas nos animais isolados em relagao aos agrupados.

186



B. N° Esticadas Protegidas

Agrupado Isolado
- . *
20 A . : : Sedentario
A
154 : . 4 Exercicio
) A
< .
=
5 A
- A A
Z 10+ .
D
=
V4 Ala
5—
A
0 T T : T T
Ctr ETOH Ctr ETOH
Tratamento

e CAzce CAzp:

Em relagdo ao tempo total na zona central (s), a distribuicdo que melhor aderiu aos dados
foi a Gamma (AIC =783,04). Os resultados apresentados na figura 79 (A), para o tempo na zona
central, mostraram que houve efeito do homecage [X?(1) =11,46, p<0,001] e consumo [X*(1)
=7,75, p =0,005], mas ndo houve efeito do treinamento [X*(1) = 0,0132, p=0,908] e também
nao houve efeito em nenhuma das interagdes.

Em relacdo a homecage, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no tempo de permanéncia na zona central entre os animais isolados
quando comparado aos agrupados (poonferroni=0,001) [Isolado: 146 + 7,07; agrupado: 184 +
8,96].

Em relagdo ao consumo, ap6s o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢ao no tempo de permanéncia na zona central entre os animais do grupo
etanol quando comparado ao grupo controle (poonferroni=0,008) [Etanol: 150 + 6,8; Controle: 181
+9,16].

Para o tempo total na zona periférica (s), a distribuicao que melhor aderiu aos dados foi
a Normal (AIC =789,25). Os resultados apresentados na figura 79 (B), para o tempo na zona

periférica, mostraram que houve efeito do homecage [X?(1) =13,09 p<0,001] e consumo [X>*(1)
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=7,95, p =0,005], mas ndo houve efeito do treinamento [X*(1) = 0,0132, p=0,908] e também
nao houve efeito em nenhuma das interagdes.

Em relagdo a homecage, apos o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no tempo de permanéncia na zona periférica entre os animais
agrupados quando comparado aos isolados (Pvonferroni<0,001) [Isolado: 456 + 7,75; Agrupado:
416 + 7,83].

Em relagdo ao consumo, apds o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no tempo de permanéncia na zona periférica entre os animais do grupo

controle quando comparado ao grupo etanol (Povonferroni=0,006) [Etanol: 451 + 7,37; Controle:
420 + 8,19].

Figura 79. (A) Grafico do tempo de permanéncia na zona central do CA. Nele pode-se observar que
houve efeito do fator homecage e consumo. *Diminui¢do no tempo entre os animais do grupo isolado em relagdo
ao agrupado. # Diminui¢&o no tempo de permanéncia entre os animais que consumiram ETOH em relagéo ao
controle. (B) Grafico do tempo de permanéncia na zona periférica do CA. Nele pode-se observar efeito do fator
homecage e consumo. *Diminui¢do no tempo entre os animais agrupados em relacdo ao isolado. # Diminui¢do

no tempo de permanéncia entre os animais do grupo controle em relagao ao grupo ETOH.
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% TE na habituacao

A porcentagem do tempo de exploracdo para a habituagcdo (%TELl), aderiu melhor a
distribuicdo (AIC =503,78). Os resultados apresentados na figura 80(B), para (%)TEl,
mostraram que ndo houve efeito do homecage [X*(1) =1,62 p=0,202], do consumo [X*(1)
=0,013, p =0,907], do treinamento [X*(1) = 1,15, p=0,282] e também ndo houve efeito em
nenhuma das interagdes. Os valores da porcentagem de exploragdo permaneceram em torno de
50%. Isso indica que os grupos exploraram de forma semelhante os dois objetos (Objeto Al:

20,44 + 0,84s; Objeto A2: 22,96 + 0,95s).

Figura 80. (Grafico da % tempo de exploragdo dos objetos na habituacdo. Nele pode-se observar que ndo
houve efeito dos fatores (homecage, tratamento ¢ treinamento) e como as medidas de tempo ficaram proximas a
50%, exploraram igualmente os dois objetos.
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Teste de 1h (Al e B) (% TE?2)):

Em relacdo a porcentagem do tempo de exploragdo para o teste de lh (%TE2), a
distribuicdo que aderiu melhor aos dados foi a Normal (AIC =583,78). Os resultados
apresentados na figura 81, para (%)TE2, mostraram que ndo houve efeito do homecage [X?(1)
=1,74 p=0,186], do consumo [X?*(1) =2,96, p =0,085], do treinamento [X?(1) = 0,001, p=0,972]
e também ndo houve efeito em nenhuma das interagdes. Os valores da porcentagem de
exploragdo ficaram acima de 50%. Portanto, os animais exploraram mais o objeto novo B em

comparagdo ao objeto familiar Al.
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Figura 81. Grafico da % tempo de exploragdo dos objetos no teste de l1hora. Nele pode-se observar que a
porcentagem permaneceu acima de 50%, indicando que os animais exploraram mais o objeto B do que o Al.
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Teste de 24h (Al e C) (% TE3):

A porcentagem do tempo de exploragao para o teste de 24h (%TE3), aderiu melhor na
distribuicao Normal (AIC =609,05). Os resultados apresentados na figura 82, para (%)TE3,
mostraram que houve efeito do homecage [X*(1) =10,09 p=0,001], mas ndo houve efeito do
consumo [X?(1) =2,36, p =0,124], do treinamento [X*(1) = 0,076, p=0,783] e também nio
houve efeito em nenhuma das interagoes.

Em relagdo a homecage, apos o post Hoc de Bonferroni, foi possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do no tempo de exploracdo entre os animais isolados quando comparado
aos socidveis (Bonferroni p=0,002) [Isolado: 65,5 + 2,29; Agrupados: 75,9 £+ 2,32]. Portanto
independente do consumo e treinamento, os animais isolados apresentaram uma diminui¢do no

tempo de explora¢dao do objeto novo.
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Figura 82.Grafico da % tempo de exploracdo dos objetos no teste de 24horas. Nele pode-se observar que a
porcentagem permaneceu acima de 50%, indicando que os animais passaram mais tempo explorando o objeto C
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