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RESUMO

O alcool ¢ uma das substancias psicoativas mais consumidas no mundo e seu uso abusivo
constitui importante problema de saude publica, estando associado ao desenvolvimento do
Transtorno por Uso de Alcool. A adolescéncia representa um periodo particularmente
vulneravel aos efeitos do etanol, devido as intensas mudangas no sistema nervoso central,
envolvendo maturacdo cerebral e alteracdes em sistemas relacionados ao controle inibitério,
recompensa e regulagdo emocional. A exposi¢ao ao alcool nessa fase pode produzir alteragcdes
duradouras no comportamento, aumentando a suscetibilidade a transtornos psiquiatricos, como
os transtornos de ansiedade. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos da intoxicagdo alcoolica durante a adolescéncia sobre comportamentos relacionados a
ansiedade em camundongos adultos da linhagem C57BL/6J. Os animais receberam solucdo
salina 0,9% ou etanol (3,5 g/kg; i.p.), em quatro ciclos de intoxicac¢ao/abstinéncia, compostos
por trés dias consecutivos de administracdo seguidos de trés dias de abstinéncia. Na fase adulta,
os animais foram submetidos ao Teste de Interacdo Social (TIS) e ao Teste de Supressao da
Alimentacdo Induzida pela Novidade (NSF), modelos etoldgicos utilizados para avaliagdo de
ansiedade em roedores. Nas analises gerais, nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controle e intoxicado nos parametros avaliados. Entretanto, ao
considerar o fator sexo, observou-se interacao significativa entre sexo e tratamento na fase 2 do
Teste de Interacdo Social, com reducdo da duracdo de contato com animal ndo familiar em
machos previamente expostos ao etanol durante a adolescéncia, efeito ndo observado em
fémeas. No teste de NSF, nao foram verificadas diferencas significativas entre os grupos. Os
resultados demonstram que a intoxicagao alcoolica na adolescéncia ndo promoveu alteracdes
amplas em comportamentos do tipo-ansiedade na vida adulta, porém induziu mudangas
especificas relacionadas a interacdo social em machos. Esses achados reforcam a adolescéncia
como periodo critico de vulnerabilidade aos efeitos do 4lcool e evidenciam a importincia de
considerar diferengas sexuais na investigacao das consequéncias comportamentais da exposi¢ao

precoce ao etanol.

Palavras-chaves: etanol; adolescéncia; ansiedade; comportamento social; intoxicagdo

alcodlica.



ABSTRACT

Alcohol is one of the most widely consumed psychoactive substances in the world, and its
abusive use constitutes an important public health problem, being associated with the
development of Alcohol Use Disorder. Adolescence represents a particularly vulnerable period
to the effects of ethanol due to intense changes in the central nervous system, involving brain
maturation and alterations in systems related to inhibitory control, reward, and emotional
regulation. Alcohol exposure during this stage may produce long-lasting behavioral changes,
increasing susceptibility to psychiatric disorders, such as anxiety disorders. Therefore, the
present study aimed to evaluate the effects of alcohol intoxication during adolescence on
anxiety-related behaviors in adult C57BL/6J mice. The animals received 0.9% saline solution
or ethanol (3.5 g/kg; i.p.) in four intoxication/abstinence cycles, consisting of three consecutive
days of administration followed by three days of abstinence. In adulthood, the animals were
subjected to the Social Interaction Test (SIT) and the Novelty-Suppressed Feeding Test (NSF),
ethological models used to assess anxiety in rodents. In the overall analyses, no statistically
significant differences were observed between the control and intoxicated groups in the
evaluated parameters. However, when considering sex as a factor, a significant interaction
between sex and treatment was observed in phase 2 of the Social Interaction Test, with reduced
duration of contact with an unfamiliar animal in males previously exposed to ethanol during
adolescence, an effect not observed in females. In the NSF test, no significant differences were
found between groups. The results demonstrate that alcohol intoxication during adolescence
did not promote broad alterations in anxiety-like behaviors in adulthood; however, it induced
specific changes related to social interaction in males. These findings reinforce adolescence as
a critical period of vulnerability to the effects of alcohol and highlight the importance of
considering sex differences when investigating the behavioral consequences of early ethanol

exposure.

Keywords: ethanol; adolescence; anxiety; social behavior; alcohol intoxication.
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1. INTRODUCAO

1.1. Alcool

O élcool, presente em diversas bebidas alcodlicas na forma de etanol ou alcool etilico,
¢ uma substancia psicoativa amplamente consumida em todo o mundo, associada a importantes
efeitos farmacologicos no organismo humano. Por ser uma molécula de baixo peso molecular
com propriedades hidrofilicas e hidrofobicas, o etanol difunde-se rapidamente pelos tecidos do
organismo e atravessa a barreira hematoencefalica. No sistema nervoso central, essa substancia
atua como um depressor da atividade neuronal, podendo provocar diferentes altera¢des, incluindo
as comportamentais, como prejuizos na coordenagao motora, alteragdes nos processos de tomada
de decisdo, desinibicdo comportamental, déficits cognitivos e mudangas no estado emocional,
incluindo efeitos ansioliticos, mais comum, ou ansiogénicos, a depender da dose, do padrdo de
consumo, do contexto ambiental e variabilidade individual (Costardi et al., 2014; Cederbaum,
2012).

A exposi¢ao repetida ao etanol pode induzir alteragdes neuroadaptativas em diferentes
sistemas de neurotransmissdo envolvidos na regulacdo do comportamento, incluindo os sistemas
GABA¢érgico, glutamatérgico e dopaminérgico. Essas alteragdes contribuem para mudangas
comportamentais ¢ para o desenvolvimento de padrdes compulsivos de consumo, podendo
evoluir para transtornos relacionados ao uso de alcool (Koob; Volkow, 2016). Nesse contexto,
os efeitos do etanol sobre o sistema nervoso central estdo diretamente relacionados aos seus
mecanismos neurobiologicos de acdo, que incluem a modulagdo de diferentes sistemas de
neurotransmissores.

O etanol modula diferentes sistemas de neurotransmissao envolvidos na regulacao do
comportamento. Entre seus principais mecanismos de acdo estd a potencializacdo da
neurotransmissdo GABA¢érgica, principal sistema inibitério do cérebro, e a inibicdo da
neurotransmissao glutamatérgica, responsavel pela excitagao neuronal, processo demonstrado na
Figura 1. O etanol aumenta a atividade dos receptores GABA-A, intensificando efeitos inibitorios
como sedacdo, relaxamento e desinibi¢do comportamental, enquanto reduz a atividade de
receptores glutamatérgicos ionotropicos, como NMDA e AMPA, diminuindo a excitabilidade

neuronal (Vengeliene et al., 2008; Costardi et al., 2015).
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Figure 1: Neurotransmissao glutamatérgica e GABA¢érgica. Fonte: Jones, 2003 (Adaptado).

Essas alteragdes na transmissdo sindptica contribuem para diversos efeitos
comportamentais do alcool, incluindo desinibi¢do social, prejuizos cognitivos e alteragdes no
controle comportamental. Evidéncias indicam que o etanol também pode afetar regides do
cortex pré-frontal, levando a alteragdes no metabolismo cerebral, como redugdao do fluxo
sanguineo e da utilizacdo de glicose, o que compromete fungdes executivas relacionadas ao
julgamento, tomada de decisd@o e controle inibitorio (Bento, 2015; Vogel-Sprott et al., 2001).

E importante salientar que o etanol exerce efeitos importantes sobre o sistema de
recompensa cerebral, particularmente no circuito dopaminérgico mesolimbico. Nesse circuito,
neurénios dopaminérgicos localizados na area tegmental ventral (VTA) projetam-se para
estruturas como o nucleo accumbens (NAC), onde ocorre aumento da liberacdo de dopamina
em resposta a estimulos reforgadores, incluindo drogas de abuso (Figura 2). O etanol favorece
essa liberacao dopaminérgica ao reduzir a inibi¢ao exercida por interneuronios GABAérgicos
sobre esses neurdnios, contribuindo para os efeitos gratificantes da substancia e para o reforgo

positivo associado ao consumo (Spanagel, 2020; Vazquez-Leon et al., 2021).
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Figure 2: Vias dopaminérgicas do cérebro. Fonte: Klein et al., 2019 (Adaptado).

Outro sistema relevante na modulagao dos efeitos do etanol é o sistema endocanabinoide
(eCB), que atua na regulacdo da transmissdo sindptica e na modulag@o de circuitos envolvidos
em recompensa, estresse ¢ emocodes. Esse sistema ¢ composto principalmente pelos
endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG), além dos receptores
canabinoides CB1 e CB2. No sistema nervoso central, os receptores CB1 estdo amplamente
distribuidos em regides como cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo e ganglios da base, onde
regulam a liberacdo de neurotransmissores como glutamato, GABA e dopamina. Evidéncias
indicam que o etanol pode alterar a sinalizagdo endocanabinoide em diferentes regides
cerebrais, contribuindo para processos de reforgo, tolerancia e dependéncia (Basavarajappa,
2019; Lowe et al., 2021).

Alteragdes nesses sistemas neuroquimicos também estdo associadas a mudancas em
circuitos cerebrais envolvidos na regulagdo do estresse e das emogdes, incluindo estruturas
como amigdala, nucleo do leito da estria terminal (BNST) e substancia cinzenta periaquedutal
(PAG). Essas regides participam da modulagdo de respostas relacionadas ao medo, ansiedade
e comportamento defensivo, sendo frequentemente recrutadas durante estados de abstinéncia
alcoodlica e contribuindo para o desenvolvimento de estados emocionais negativos associados

ao transtorno por uso de alcool (Vazquez-Leon et al., 2021; Bedse et al., 2019).
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1.2. Transtorno por uso de alcool (TUA)

O Transtorno por Uso de Alcool (TUA) esta inserido em um conjunto mais amplo de
condi¢des denominadas Transtornos por Uso de Substancias (TUS), que englobam o uso
problematico de diferentes substancias psicoativas, como alcool, nicotina, opioides e outras
drogas. Os TUS representam um importante marco conceitual na psiquiatria contemporanea,
sendo caracterizados por padrdes disfuncionais de consumo associados a prejuizos clinicos e
sociais significativos. (American Psychiatric Association, 2013). Nesse sentido, o TUA
constitui uma das formas mais prevalentes e relevantes desse grupo de transtornos, sendo o foco
do presente estudo devido ao seu elevado impacto na saude publica e as suas consequéncias
neurocomportamentais.

O TUA ¢ caracterizado por um padrao problematico de consumo alcodlico associado a
prejuizos clinicos significativos ou sofrimento, incluindo perda de controle sobre a ingestao,
desejo intenso de consumo (fissura, do inglés: craving), desenvolvimento de tolerancia e
sintomas de abstinéncia (Koob; Volkow, 2016). De acordo com o Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders (DSM-5), o diagnodstico baseia-se na presenga de critérios
comportamentais, fisiologicos e cognitivos que indicam comprometimento no controle do uso
da substancia e persisténcia do consumo apesar de consequéncias negativas.

Além disso, o DSM-5 (do inglés: Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders — Fifth Edition), um manual de diagnostico, utilizado como referéncia para a
classificagcdo dos transtornos mentais pela psiquiatria, propde uma classificagao dimensional da
gravidade do transtorno, baseada no nimero de critérios atendidos: leve (2 a 3 critérios),
moderado (4 a 5 critérios) e grave (6 ou mais critérios). Esses critérios, demonstrados na Tabela
1, abrangem diferentes dominios relacionados ao padrdo de uso da substancia, incluindo
prejuizo no controle do consumo (como dificuldade em reduzir ou interromper o uso),
comprometimento social (como prejuizos em atividades ocupacionais e interpessoais), uso em
situacdes de risco, além de aspectos farmacoldgicos, como o desenvolvimento de tolerancia e
sintomas de abstinéncia. Essa abordagem permite uma avaliagdo mais precisa do grau de
comprometimento do individuo, considerando ndo apenas a presenga do transtorno, mas

também sua intensidade clinica (American Psychiatric Association, 2014).
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A substancia ¢ frequentemente consumida em maiores quantidades ou por um periodo
! mais longo do que o pretendido.

Existe um desejo persistente ou esfor¢os malsucedidos no sentido de reduzir ou controlar
2 o uso da substancia.

Muito tempo ¢ gasto em atividades necessarias para a obtengdo da substancia, na
3 utilizacao da droga ou na recuperagao de seus efeitos.

Uso recorrente da substancia, resultando no fracasso em desempenhar papéis
4 importantes no trabalho, na escola ou em casa.

Uso continuado da substancia, apesar de problemas sociais ou interpessoais persistentes
> ou recorrentes causados ou exacerbados por seus efeitos.

Importantes atividades sociais, profissionais ou recreacionais sao abandonadas ou
6 reduzidas em virtude do uso da substancia.

Uso recorrente da substancia em situagdes nas quais isso representa perigo para a
! integridade fisica.

O uso da substancia ¢ mantido apesar da consciéncia de ter um problema fisico ou
8 psicologico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pela droga.

Tolerancia: necessidade de quantidades progressivamente maiores da substancia para
? alcancgar a intoxicac¢do ou o efeito desejado.
10 | Sindrome de abstinéncia.

Tabela 1: Critérios definidos pelo DMS-5 para o diagnostico do transtorno por uso de substancias. Fonte: Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM), 5% ed., 2014.

Nesse sentido, 0 TUA, bem como os demais transtornos envolvendo outras substancias
(TUS) sao considerados transtornos cronicos e recorrentes, nos quais a interrup¢ao ou reducao
do consumo de alcool pode desencadear a sindrome de abstinéncia, caracterizada por
manifestagdes neuroquimicas, comportamentais e fisicas, como tremores, agitagdo e delirios
(Airagnes et al., 2019). Além disso, individuos dependentes frequentemente apresentam estados
emocionais negativos, como ansiedade e irritabilidade, especialmente durante periodos de
abstinéncia, o que contribui para a manutencao e/ou retorno do comportamento de busca pela
substancia e aumenta o risco de recaidas (Koob, 2016).

Adicionalmente, o TUA apresenta forte associagdo com transtornos psiquidtricos,
caracterizando um quadro de comorbidade, especialmente os transtornos de ansiedade.
Evidéncias indicam que o consumo cronico de alcool pode levar ao surgimento de estados
emocionais negativos, como ansiedade e disforia, particularmente durante periodos de
abstinéncia, favorecendo um ciclo no qual o consumo de élcool ¢ utilizado como tentativa de

aliviar esses estados aversivos (Gilpin; Koob, 2008).
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Esses achados destacam a importancia de compreender fatores que aumentam a
vulnerabilidade ao desenvolvimento do TUA, especialmente durante periodos criticos do

desenvolvimento cerebral, como a adolescéncia (Spear, 2000; Spear, 2018).

1.3. Epidemiologia do TUA

Os problemas relacionados ao Transtorno por Uso de Alcool (TUA) representam um
importante desafio para a satide publica global, sendo responsaveis por uma parcela significativa
da carga mundial de doencas e da mortalidade associada ao consumo nocivo dessa substancia
(OMS, 2024).

O alcool ¢ a subtancia psicoativa mais consumida no mundo. Estima-se que
aproximadamente 40% da populacdo mundial com mais de 15 anos consuma bebidas alcoolicas
anualmente, o que corresponde a cerca de dois bilhdes de pessoas. Dentre essas,
aproximadamente 2 a 2,5 milhdes de mortes por ano estdo associadas ao consumo de alcool e
as suas consequéncias para a saide (Andrade; Anthony; Silveira, 2009).

No Brasil, o consumo de alcool também representa um importante fator de risco para a
satide. Dados indicam que aproximadamente 6,2% dos dbitos no pais estdo relacionados ao uso
de bebidas alcodlicas (Andrade et al., 2025). Além disso, o alcool ocupa a terceira posi¢ao entre
os principais fatores de risco para carga de doencas no pais e a quarta posi¢do em nivel global,
sendo superado apenas por tabagismo, hipertensdo arterial e obesidade, segundo estimativas do
estudo Global Burden of Disease 2019 (Freitas; Stopa; Silva, 2023).

Apesar de ser uma substancia legalmente controlada, o dlcool permanece amplamente
disponivel e frequentemente consumido entre adolescentes. Segundo dados da Organizacdo
Mundial da Satde, cerca de 23,5% dos adolescentes em todo o mundo relatam consumo de
alcool, com as maiores prevaléncias observadas nas regides da Europa (45,9%) e das Américas
(43,9%). No Brasil, apesar da proibicdo da venda de bebidas alcoolicas para menores de 18
anos, 0 uso nessa faixa etaria permanece elevado (Rassool; Winnington, 2003). Dados do 111
Levantamento Nacional sobre Uso de Drogas (LNUD), realizado pela Fiocruz, indicam que
aproximadamente 5% dos adolescentes entre 12 e 17 anos e 20,5% dos jovens entre 18 e 24
anos relataram ao menos um episddio de consumo episddico excessivo de alcool (binge
drinking) nos ultimos 30 dias (Bastos et al., 2017). O binge drinking, ¢ caracterizado pela
ingestdo de grandes quantidades em um curto intervalo de tempo, geralmente quatro ou mais
doses para mulheres e cinco ou mais para homens em uma tnica ocasido, estando associado ao

aumento do risco de prejuizos comportamentais, cognitivos e fisicos (National Institute on
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Alcohol Abuse and Alcoholism, 2021).

Diante desse cenario, a elevada prevaléncia do consumo de alcool entre adolescentes
torna-se particularmente preocupante, visto que a exposicao precoce a substancia esta associada
a maior vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos relacionados ao uso de alcool e a

altera¢des neurocomportamentais na vida adulta (Spear, 2018).

1.4. Adolescéncia como janela de vulnerabilidade

A adolescéncia corresponde ao periodo de transi¢dao entre a infancia e a vida adulta,
caracterizado por intensas mudangas bioldgicas, comportamentais e sociais. Parte desse periodo
¢ marcada pela puberdade, fase associada a ativagdo de glandulas hormonais e a uma cascata
de eventos fisioldgicos que levam a maturacdo sexual. No entanto, a adolescéncia ndo se limita
as alteragdes reprodutivas, envolvendo também importantes processos de reorganizacdo do
sistema nervoso central ¢ de desenvolvimento cognitivo e emocional (Sawyer et al., 2018;
Vijayakumar et al., 2018).

A fase da adolescéncia ¢é, portanto, um periodo critico de matura¢do cognitiva,
emocional e social, além de representar uma etapa relevante no desenvolvimento cerebral,
caracterizada por intensas mudancas na densidade sinaptica e na conectividade neural, as quais
contribuem para a reorganizagao dos circuitos neurais, por meio do fortalecimento de conexdes
mais utilizadas e da eliminacao de conexdes pouco ativas, favorecendo maior eficiéncia na
comunicagdo neuronal e o desenvolvimento de fun¢des mentais mais complexas. As
caracteristicas cognitivas desse estagio incluem maior sensibilidade a recompensa, busca por
sensagoes € comportamentos impulsivos, associados a uma capacidade ainda limitada de
autocontrole. Esse conjunto de fatores favorece a ado¢do de comportamentos de risco, como a
experimentacao e a intensificacdo do consumo de alcool (Lees et al., 2020).

Durante a adolescéncia ocorre um processo significativo de neurodesenvolvimento que
se estende aproximadamente até os 25 anos de idade. Nesse periodo, diversos sistemas de
neurotransmissores passam por importantes modificagdes. Observa-se, por exemplo, aumento
das proje¢des dopaminérgicas em regioes limbicas e frontais, o que torna os adolescentes
particularmente responsivos a estimulos recompensadores. Em contrapartida, o controle
inibitorio ainda se encontra em desenvolvimento, em parte devido a menor atividade de
sistemas inibitorios, como o GABA¢érgico, em regides do cortex pré-frontal. Essa combinagao
entre hipersensibilidade a recompensa e menor controle inibitério contribui para maior

propensdo a busca por novidades e comportamentos de risco, incluindo o consumo de alcool
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(Lees et al., 2020).

Nesse contexto, a adolescéncia ¢ considerada uma janela critica de vulnerabilidade para
os efeitos de substancias psicoativas. Evidéncias indicam que adolescentes apresentam maior
sensibilidade aos efeitos estimulantes do etanol e menor sensibilidade aos seus efeitos sedativos
e aversivos, o que pode favorecer padroes de consumo mais intensos e repetidos nessa fase da
vida (Spear; Varlinskaya, 2004; Davis et al., 2021).

A exposicdo ao etanol durante esse periodo pode produzir efeitos neurobiologicos
particularmente relevantes, uma vez que ocorre em uma fase de intensa reorganizagao de
circuitos neurais envolvidos na regulacao das emogdes, da motivagdo ¢ do comportamento.
Estudos indicam que o consumo de alcool na adolescéncia pode interferir em circuitos neurais
relacionados a transtornos emocionais, como ansiedade e depressdo, além de aumentar a
vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquidtricos na propria adolescéncia e ao
longo da vida (Ehlers et al., 2013; Paus; Keshavan; Giedd, 2008).

Além disso, evidéncias experimentais demonstram que a exposi¢ao ao alcool durante a
adolescéncia pode produzir alteragdes persistentes que se estendem até a vida adulta, incluindo
mudangas na neurotransmissdo dopaminérgica, prejuizos cognitivos e aumento de
comportamentos relacionados a ansiedade e ao consumo de alcool. Essas alteragcdes parecem
envolver modificacdes duradouras em regides cerebrais como o cortex pré-frontal, amigdala e
hipocampo, estruturas essenciais para a regulagdo emocional e tomada de decisdo (Crews;
Vetreno; Broadwater, 2016; Spear, 2018).

Dessa forma, a adolescéncia ¢ reconhecida como um periodo particularmente sensivel
aos efeitos do alcool, no qual a exposi¢do a substancia pode promover alteracdes duradouras na
fungdo cerebral e no comportamento, aumentando o risco para o desenvolvimento de
transtornos relacionados ao uso de alcool e outros transtornos psiquiatricos na vida adulta

(Spear, 2018).

1.5. Transtorno de ansiedade

Os transtornos de ansiedade estdo entre os transtornos mentais mais prevalentes no
mundo, representando importante problema de saude publica devido ao impacto significativo
na qualidade de vida dos individuos e aos elevados custos sociais € econdmicos associados
(Bateson; Brilot; Nettle, 2011).

A ansiedade pode ser compreendida como uma resposta emocional e fisiologica

adaptativa frente a situagdes percebidas como ameagadoras ou desafiadoras. Em condigdes
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normais, essa resposta desempenha papel fundamental para a sobrevivéncia, pois prepara o
organismo para lidar com potenciais perigos, promovendo estados de alerta, vigilancia e
mobilizacao de recursos fisioldgicos necessarios para enfrentar ou evitar ameagas (Blanchard,
1993; Craske et al., 2017).

Entretanto, a ansiedade torna-se patoldgica quando sua intensidade, duracdo ou
frequéncia sdo desproporcionais a situa¢do desencadeadora ou quando ocorre na auséncia de
estimulos reais de ameaga. Nessas condigdes, os individuos podem apresentar respostas
exacerbadas de medo, preocupagdo excessiva e hipervigilancia, frequentemente acompanhadas
de manifestacdes fisioldgicas, como taquicardia, sudorese, alteragdes gastrointestinais, tensao
muscular e dificuldade de concentracdo (Castillo et al., 2000; Lent, 2001).

Os transtornos de ansiedade estdo frequentemente associados a prejuizos significativos
no funcionamento social, académico e ocupacional, podendo contribuir para isolamento social,
desenvolvimento de outros transtornos psiquiatricos ¢ aumento do risco de comportamentos
relacionados ao uso de substancias (Gongalves; Kapczinski, 2008). Nesse contexto, observa-se
uma relagdo bidirecional entre ansiedade e consumo de alcool. Embora o etanol possa produzir
efeitos ansioliticos em doses baixas, levando alguns individuos a utiliz4-lo, de forma perigosa
e sem indicagdo farmacoldgica, como estratégia de enfrentamento em situagdes sociais ou
estressantes, o consumo cronico de alcool pode, paradoxalmente, aumentar a vulnerabilidade
ao desenvolvimento e agravamento de transtornos de ansiedade (Cui; Koob, 2017; Buckner et
al., 2020; Crews et al., 2016).

Essa interagdo entre ansiedade e consumo de alcool € particularmente relevante, uma
vez que ambos os fendmenos compartilham circuitos neurais relacionados ao processamento
emocional, a resposta ao estresse e aos sistemas de recompensa cerebral. Dessa forma,
compreender os mecanismos que relacionam a exposicdo ao dlcool com alteragdes em
comportamentos do tipo-ansiedade torna-se fundamental para o entendimento das bases

neurobioldgicas desses transtornos (Anker; Kushner, 2019; Koob; Volkow, 2016).

1.6. Epidemiologia dos transtornos de ansiedade

Estimativas epidemioldgicas indicam que os transtornos de ansiedade afetam
aproximadamente 4,5% da populacdo mundial, o que corresponde a cerca de 300 milhdes de
individuos, representando uma das principais causas de carga global de doengas mentais
(Javaid et al., 2023). Outrossim, observa-se um aumento expressivo na prevaléncia desses

transtornos nas ultimas décadas, associado a fatores sociais, econdmicos e ambientais.
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No Brasil, dados da Organizacdo Mundial da Satde indicam que cerca de 9,3% da
populacdo apresenta transtornos de ansiedade, correspondendo a aproximadamente 18,5
milhdes de individuos, configurando o pais com uma das maiores prevaléncias desses
transtornos no mundo (Organizagdo Mundial da Saude, 2019). Estudos epidemioldgicos
nacionais também evidenciam elevada ocorréncia desses transtornos, com prevaléncias que
podem variar entre aproximadamente 18,8% e 20,8% em centros urbanos, como Sao Paulo e
Rio de Janeiro (Ribeiro et al., 2013; Costa et al., 2019).

Destaca-se a existéncia de diferenca na distribuicao desses transtornos entre 0s sexos,
sendo mais frequentes em mulheres, enquanto o uso abusivo de substancias, incluindo o
alcool, apresenta maior prevaléncia em homens (Andrade et al., 2002). Essa diferencga ¢
relevante, uma vez que evidencia perfis distintos de vulnerabilidade e expo si¢ao a fatores de
risco.

Adicionalmente, estudos demonstram elevada comorbidade entre transtornos de
ansiedade e transtorno por uso de alcool, sendo estimado que individuos com transtornos de
ansiedade apresentam maior risco de desenvolver problemas relacionados ao consumo de
alcool ao longo da vida. Da mesma forma, individuos com transtorno por uso de alcool
apresentam maior prevaléncia de sintomas ansiosos, evidenciando uma sobreposi¢do

significativa entre essas condi¢des em estudos populacionais (Smith; Randall, 2012).

1.7. Modelos Etolégicos

Os transtornos de ansiedade envolvem alteragdes complexas em circuitos neurais € no
comportamento, o que torna sua investigagao direta em humanos limitada por questdes éticas e
metodoldgicas. Nesse contexto, modelos animais tém sido amplamente utilizados como
ferramentas experimentais para o estudo dos mecanismos neurobioldgicos e comportamentais
associados a esses transtornos, permitindo maior controle das variaveis e analise detalhada das
respostas observadas (Campos, 2013; Czéh, 2016).

Entre esses modelos, destacam-se os modelos etologicos, que se baseiam na observacao
de comportamentos naturais exibidos por camundongos, como exploracdo, evitacio e interagdo
social. Essas respostas refletem estados emocionais relacionados a ansiedade e permitem a
inferéncia de alteragdes comportamentais de forma indireta, a partir de situagdes que envolvem
novidade ou conflito motivacional (Blanchard et al., 2001; Cryan; Sweeney, 2011).

Diversos testes comportamentais foram desenvolvidos com base nesses principios,

possibilitando a avaliagdo de diferentes aspectos do comportamento do tipo-ansiedade. A
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sociabilidade, por exemplo, constitui um parametro relevante, uma vez que alteracdes nesse
comportamento estdo associadas a diferentes transtornos psiquiatricos, incluindo os transtornos
de ansiedade (O’Tuathaigh et al., 2007; Raulo; Dantzer, 2018).

Nesse sentido, testes como o Teste de Interagdo Social ¢ o Teste de Supressdo de
Alimenta¢do induzida pela novidade sdo amplamente utilizados para avaliar comportamentos
relacionados a ansiedade em roedores. Esses testes permitem investigar alteracdes na interagao
social e na resposta a ambientes novos, sendo ferramentas importantes para a compreensao de
estados emocionais e dos mecanismos envolvidos nessas respostas (Rosso et al., 2022).

Apesar das evidéncias sobre os efeitos do alcool durante a adolescéncia, a relagdo entre
a intoxicacdo alcodlica nesse periodo e alteragdes comportamentais do tipo-ansiedade na vida
adulta ainda ndo estd completamente elucidada. Em especial, sdo escassos os estudos que
avaliam as consequéncias da exposi¢do precoce ao etanol sobre respostas comportamentais
relacionadas a regulacdo emocional. Nesse contexto, torna-se relevante investigar os efeitos da
intoxicacdo alcodlica nas respostas comportamentais relacionadas a ansiedade em

camundongos adultos previamente expostos ao etanol durante a adolescéncia.
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2. JUSTIFICATIVA

O Transtorno por Uso de Alcool (TUA) representa um importante problema de saude
publica, uma vez que o alcool permanece como a substancia psicoativa mais consumida
globalmente. Seu uso configura um desafio significativo para os sistemas de saude, ndo apenas
pelos custos econdmicos envolvidos, mas também pelos impactos sociais e prejuizos a
qualidade de vida dos individuos e de suas familias. Em nivel populacional, padrdes de
consumo nocivo ou excessivo contribuem significativamente para o aumento da carga global
de doencas e mortalidade (Organizacdo Mundial da Satude, 2024).

Paralelamente, os transtornos de ansiedade figuram entre os transtornos mentais mais
prevalentes no mundo, sendo responsaveis por elevado 6nus social, econdmico e funcional.
Estima-se que uma parcela significativa da populagdo mundial viva com algum transtorno
mental, incluindo os transtornos de ansiedade, que frequentemente se associam a prejuizos no
funcionamento diario e na qualidade de vida (Organizagdo Mundial da Saade, 2022; Lowe et
al., 2021).

Ainda nessa perspectiva, evidéncias indicam que existe uma importante associagao entre
o consumo de alcool e os transtornos de ansiedade, sendo comum a coexisténcia dessas
condigdes. Individuos com uso problematico de alcool frequentemente apresentam sintomas
ansiosos, enquanto a presenca de ansiedade pode favorecer padrdes de consumo disfuncionais,
contribuindo para a manutencao e agravamento de ambos os quadros (Anker; Kushner, 2019).

Adicionalmente, o consumo de bebidas alcodlicas durante a adolescéncia representa
uma preocupacdo crescente, uma vez que esse periodo constitui uma fase critica do
desenvolvimento cerebral. A exposi¢do precoce ao etanol estd associada a maior
vulnerabilidade a alteragdes comportamentais € ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos na vida adulta, sendo influenciada, entre outros fatores, pela ampla
disponibilidade e pela exposicao a estratégias de marketing relacionadas ao consumo de bebidas
alcodlicas (Organizacdao Mundial da Saide, 2022).

Nesse contexto, torna-se importante investigar os efeitos da intoxicacdo alcoodlica
durante a adolescéncia sobre comportamentos do tipo-ansiedade na vida adulta. Assim, o
presente estudo busca contribuir para a compreensao dessas alteragdes por meio da avaliagao
de respostas comportamentais em camundongos adultos previamente expostos ao etanol
durante a adolescéncia, fornecendo subsidios para o entendimento dos mecanismos envolvidos

e para o desenvolvimento de estratégias de prevengao e intervengao.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da intoxicag¢do alcoolica durante a adolescéncia sobre as respostas
comportamentais do tipo-ansiedade em camundongos adultos, por meio de testes

comportamentais especificos.

3.2. Objetivos especificos

- Investigar alteragcdes no comportamento social como indicador de ansiedade por meio
do Teste de Interagao Social.

- Avaliar a resposta a ambiente novo como indicador de ansiedade por meio do Teste de
Supressdo de Alimentacao induzida pela novidade.

- Comparar os efeitos da exposicdo ao etanol na adolescéncia sobre o comportamento
do tipo-ansiedade na vida adulta.

- Verificar a influéncia do sexo nas respostas comportamentais avaliadas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo Animal

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J (n = 24), provenientes da Rede
de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR/UFU), sendo os
experimentos realizados nas dependéncias da propria instituicdo. Os animais foram distribuidos
igualmente quanto ao sexo, sendo 12 machos e 12 fémeas. Os camundongos foram recebidos
no dia pos-natal 21 (DPN 21) e mantidos no biotério por, no minimo, sete dias para adaptagao
ao ambiente, com inicio dos procedimentos experimentais no DPN 28, correspondente ao
periodo inicial da adolescéncia em roedores (Spear, 2000; Laviola et al., 2003).

Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 £ 2 °C) e
ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ragdo, exceto durante a realiza¢do dos
testes. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes estabelecidas
pelos Principios de Cuidados com Animais de Laboratério. Durante o protocolo experimental,
quatro animais foram a Obito, totalizando 20 animais ao final do experimento, sendo 11

pertencentes ao grupo intoxicado e 9 ao grupo controle.

4.2. Substancias

- Etanol (Sigma-Aldrich®, 95% v/v, St. Louis, MO, EUA). A dose de 3,5 g/kg foi obtida
a partir de uma solugdo de etanol a 20% (v/v), administrada por via intraperitoneal durante o
protocolo experimental.

- Isoflurano a 4%, administrado por via inalatoria para inducgao anestésica.

- Solugdo salina 0,9% (NaCl), utilizada como veiculo para o grupo controle.

4.3. Protocolo de Intoxicacio Alcodlica

O protocolo de intoxicagao alcoolica utilizado neste estudo foi adaptado de Vore et al.
(2017), com o objetivo de promover a exposi¢do dos animais ao etanol durante o periodo
correspondente a adolescéncia e possibilitar a avaliacdo das consequéncias dessa exposi¢ao
sobre o comportamento na vida adulta.

No protocolo experimental, os animais receberam inje¢des intraperitoneais de solucao
salina 0,9% (grupo controle) ou etanol (3,5 g/kg; i.p.) (grupo intoxicado). O delineamento

experimental foi estruturado de modo a garantir a administragdo repetida de etanol durante a
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adolescéncia, fase considerada critica para o desenvolvimento neurobiologico e
comportamental.

A escolha pela administragdo de etanol por via intraperitoneal, em detrimento de
modelos baseados na ingestdo voluntaria, fundamenta-se na necessidade de maior controle
experimental da dose administrada, ajustada ao peso corporal de cada animal, reduzindo a
variabilidade individual. Além disso, protocolos de consumo voluntario geralmente demandam
periodos experimentais prolongados, o que poderia ultrapassar a janela da adolescéncia, foco
deste estudo, bem como apresentar perdas experimentais decorrentes da nao aquisicdo do
comportamento de ingestdo por parte de alguns animais. Do ponto de vista toxicologico, a
intoxicacdo etandlica corresponde a um estado agudo decorrente da a¢do do etanol no sistema
nervoso central, caracterizado por efeitos semelhantes a embriaguez, como desinibi¢do
comportamental, prejuizos motores e alteragdes cognitivas (Vengeliene; Bilbao; Spanagel,
2014).

O protocolo consistiu em quatro ciclos de intoxicacdo/abstinéncia (Figura 3), com
duragdo de seis dias cada. Durante os trés primeiros dias de cada ciclo, os animais receberam
uma administragdo diéria de etanol ou salina, seguidos por trés dias consecutivos de abstinéncia,
periodo no qual ndo houve administra¢do de substancias.

Ap6s cada administragdo de etanol, foi avaliada a perda do reflexo postural,
caracterizada pela incapacidade do animal de se posicionar adequadamente sobre as quatro

patas.

1° Cido : 2° Ciclo 3° Cidlo 4° Cido
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Figure 3: Esquema representativo dos ciclos de intoxicagdo alcoolica. Fonte: Autoria propria.

4.4. Teste Comportamentais

Ap6s a finalizacdo dos quatro ciclos de intoxicagdo/abstinéncia, foram realizados os
testes comportamentais para avaliagdo das respostas do tipo-ansiedade na fase adulta dos

animais que, segundo Laviola et al. 2003, corresponde ao 60° DPN. Os camundongos foram
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distribuidos em grupo controle (salina 0,9%) e grupo intoxicado (etanol), conforme o protocolo
previamente descrito.

A Figura 4 apresenta o delineamento experimental dos testes comportamentais,
indicando a sequéncia temporal das avalia¢des realizadas, incluindo o Teste de Interagao Social
(TIS) e do Teste de Supressdo de Alimentacdo induzida pela novidade, ou do inglés Novelty

Suppressed Feeding (NSF).
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Figure 4: Esquema representativo do protocolo para avaliagdo de comportamentos do tipo ansiosos. Fonte:
Autoria propria.

4.4.1. Teste de Interaciao Social

Uma das formas de avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade foi por meio
do Teste de Interagdo Social (TIS). Nesse teste, o comportamento do tipo ansiolitico ¢ inferido
pelo aumento no tempo de intera¢do social, desde que a atividade motora geral permaneca
inalterada. Em contrapartida, o comportamento do tipo-ansiogénico ¢ caracterizado pela
redugdo no tempo de interagdo social, sem alteracdes significativas na locomogao (Pentkowski
et al.,, 2021). O teste baseia-se na andlise das respostas de aproximacdo e evitagdo frente a
estimulos sociais, permitindo a avaliagdo de aspectos relacionados a sociabilidade e a
preferéncia por novidade social, conforme descrito por Hoffman (2016).

O delineamento experimental do TIS permitiu avaliar dois aspectos principais do
comportamento social: a sociabilidade, definida como a propensdo do animal experimental a
permanecer mais tempo interagindo com um coespecifico nao familiar, do mesmo sexo, do que
com um compartimento vazio, e a preferéncia por novidade social, caracterizada pela tendéncia
do animal experimental a interagir mais com um animal desconhecido, igualmente do mesmo
sexo, do que com um animal previamente familiarizado.

O protocolo foi composto por uma etapa de habituagdo e por dois testes consecutivos.
A habituacao foi realizada 24 horas antes do inicio dos testes, com dura¢dao de 5 minutos, na
qual o animal experimental foi exposto ao aparato com os compartimentos abertos € as gaiolas

metalicas vazias, permitindo a familiarizagdo com o ambiente, como mostrado na Figura 5Sa.
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Apos a habituagdo, os animais receberam uma nova administragdo de etanol ou salina,
seguindo os mesmos parametros previamente estabelecidos. Essa intoxicacdo prévia foi
realizada com o objetivo de reproduzir uma condi¢do de reexposi¢ao a substancia ap6s periodo
de abstinéncia, permitindo investigar a expressao comportamental dos efeitos decorrentes da
exposicao alcodlica prévia durante a adolescéncia.

No 40° dia do protocolo, foi realizado o Teste 1, com o objetivo de avaliar a
sociabilidade. O Animal Controle 1 foi posicionado dentro de uma gaiola de metal no
compartimento A (CA), enquanto no compartimento C (CC) foi posicionada uma gaiola de
metal vazia, como ilustrado na Figura 5b. O animal experimental foi colocado no
compartimento central (CB), inicialmente com as divisdrias fechadas. Em seguida, as divisorias
foram removidas, permitindo a livre exploragao do aparato por um periodo de 10 minutos.

No 41° dia do protocolo, foi realizado o Teste 2, destinado a avaliagdo da preferéncia
por novidade social, esquematizado na Figura 5c. O Animal Controle 1 foi reposicionado no
compartimento C (CC), sendo considerado o animal familiar, enquanto um novo animal
controle (Animal Controle 2) foi colocado no compartimento A (CA), representando o animal
ndo familiar. O animal experimental foi novamente posicionado no compartimento central
(CB), com as divisorias inicialmente fechadas e, em seguida, removidas para permitir a

exploracao livre do aparato durante 10 minutos.

CA CB cc

a)

CA CB cC

b)

CA CB cC

) 6 M

Figure 5: Representacdo esquematica do aparato utilizado no Teste de Interacao Social (TIS). (a): Na etapa de
habituacdo, o animal experimental foi exposto ao aparato com as gaiolas vazias. (b): No Teste 1, um animal
controle foi posicionado em um dos compartimentos, enquanto o compartimento oposto permaneceu com a gaiola
vazia, permitindo a avaliacdo da sociabilidade. (c): No Teste 2, um novo animal controle foi introduzido no
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compartimento oposto, possibilitando a avaliagdo da preferéncia por novidade social. Fonte: Autoria propria com
a utilizacdo do software Biorender®.

Foram avaliados parametros comportamentais relacionados a interagdo social e a
exploracdo do ambiente, incluindo a duracdao total dos contatos diretos entre o animal
experimental e os estimulos presentes no aparato. No Teste 1, foram analisados os contatos com
a gaiola de metal vazia e com o Animal Controle 1, enquanto, no Teste 2, foram avaliados os
contatos com o Animal Controle 1 (animal familiar) € com o Animal Controle 2 (animal nao
familiar). Além disso, foi analisado o tempo total de permanéncia do animal experimental em
cada compartimento do aparato.

Vinte e quatro horas apos a realizagao do Teste 2 (42° dia do protocolo), foi conduzido
mais um dia do protocolo de intoxicacdo alcoodlica, seguindo os pardmetros previamente
descritos. Apos outras 24 horas (43° dia do protocolo), foi realizado o Teste de Supressdao de

Alimenta¢ao induzida pela novidade.

4.4.2. Teste de supressiao de Alimentacio induzida pela novidade

No NSF, a laténcia para se aproximar do alimento e iniciar sua ingestdo reflete como o
animal lida com um conflito comportamental entre a motivagao para se alimentar e 0 medo de
explorar um ambiente novo, sendo esse comportamento inversamente relacionado a respostas
do tipo-ansiedade, uma vez que animais com maior nivel de ansiedade tendem a postergar a
aproximacao do alimento devido a aversdo ao ambiente aberto e iluminado, enquanto animais
menos ansiosos apresentam menor laténcia para iniciar a alimentagao (Pentkowski et al., 2021).

Os camundongos foram pesados, e todo o alimento foi removido de suas gaiolas 24
horas antes do teste, enquanto a 4gua permaneceu disponivel ad libitum. Durante o teste, os
camundongos foram colocados individualmente em uma caixa de plastico branca (40 cm % 36
cm % 15 cm), cujo piso foi coberto com maravalha, a qual foi substituida a cada animal, a fim
de evitar interferéncias olfativas entre os camundongos.

Um pequeno pellet de racao foi posicionado no centro da arena sobre um papel filtro
branco, sob iluminagdo direta proveniente de uma lampada posicionada acima do aparato,
criando uma condi¢@o aversiva moderada caracteristica desse teste comportamental. No inicio
do teste, cada animal foi colocado em um dos cantos da caixa de forma padronizada (Figura 6).

Durante o periodo de observacao de 6 minutos, foram registradas a laténcia para iniciar
a alimentacdo e a duracdo do comportamento alimentar. O peso do pellet de ragdo e o peso dos

animais foram mensurados antes e ap0s a realizacdo do teste.
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Figure 6: Representagdo do aparato do Teste Supressdo de Alimentag@o induzida pela novidade. Fonte: Autoria
propria com a utilizag@o do software Biorender®.

4.5. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versao 8.1, e os
dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Para a andlise inicial das
respostas comportamentais, os animais foram agrupados de acordo com o tratamento recebido,
independentemente do sexo, sendo comparados os grupos, intoxicado e controle, por meio do
teste t de Student para amostras independentes.

Em seguida, as possiveis diferengas entre os sexos foram avaliadas por analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA), considerando os fatores tratamento (solugdo salina
ou etanol) e sexo. Quando identificados efeitos principais ou interacdes significativas, foi
aplicado o teste post hoc de Sidak para comparagdes multiplas entre os grupos. Foram

considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05.

4.6. Aspectos éticos na utilizacio de animais

Os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comissio de Etica na
Utilizag¢ao de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo nimero

23117.030582/2025-11 (anexo A).
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5. RESULTADOS

5.1. Analise comportamental considerando os grupos controle e intoxicado

Inicialmente, as analises comportamentais foram realizadas comparando-se os grupos
controle e intoxicado, independentemente do sexo dos animais. A Figura 7 apresenta os
parametros comportamentais avaliados durante o teste de interacdo social na fase inicial (TIS
1), incluindo a duragdo do contato com a gaiola vazia, a duragdo do contato com o animal, bem
como o tempo de permanéncia nos compartimentos C ¢ A. Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos controle (salina; n = 9) e intoxicado (alcool; n =

11) em nenhum dos parametros avaliados (p > 0,05; teste ¢ de Student).
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Figure 7: Parametros comportamentais avaliados durante o teste de interagdo social na fase inicial (TIS 1),
incluindo a duragdo do contato com a gaiola vazia (A), a dura¢do do contato com o animal (B), o tempo de
permanéncia no compartimento C (C) e o tempo de permanéncia no compartimento A (D). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Grupo controle (salina; n = 9) e grupo intoxicado (alcool;
n = 11). As andlises estatisticas foram realizadas por meio do teste t de Student para amostras independentes,
considerando-se significativos valores de p < 0,05.

A Figura 8 mostra os parametros comportamentais avaliados durante o teste de interagdo
social na fase 2 (TIS 2), incluindo a duracdo do contato com o animal controle no
compartimento C, a dura¢dao do contato com o animal ndo familiar no compartimento A, bem
como o tempo de permanéncia nos compartimentos C e A. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos controle (salina; n = 9) e intoxicado (alcool; n =

11) em nenhum dos parametros avaliados (p > 0,05; teste ¢ de Student).
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Figure 8: Parametros comportamentais avaliados durante o Teste de Interagdo Social na fase 2 (TIS 2), incluindo
a duracdo do contato com o animal familiar (A), a duragdo do contato com o animal ndo familiar (B), o tempo de
permanéncia no compartimento C (C) e o tempo de permanéncia no compartimento A (D). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Grupo controle (salina; n = 9) e grupo intoxicado (élcool;
n = 11). As andlises estatisticas foram realizadas por meio do teste t de Student para amostras independentes,
considerando-se significativos valores de p < 0,05.

A Figura 9 apresenta o desempenho dos animais no teste de supressdo da alimentacao
induzida pela novidade (NSF). A andlise da laténcia para iniciar a alimentacdo nao revelou
diferengas significativas entre os grupos controle e intoxicado (p = 0,8442). Da mesma forma,
o tempo total de alimentacdo e a quantidade de ragdo consumida também nao diferiram entre

os grupos avaliados (p = 0,3459 e p > 0,9999, respectivamente; teste ¢ de Student).
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Figure 9: Parametros comportamentais avaliados no teste de supressdo da alimentagdo induzida pela novidade
(NSF), incluindo a laténcia para iniciar a alimentacao (A), o tempo total de alimentagdo (B) e a quantidade de
ragdo consumida (C). Os dados sdo apresentados como média + erro padrado da média (EPM). Grupo controle
(salina; n = 9) e grupo intoxicado (alcool; n = 11). As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste t de
Student para amostras independentes, considerando-se significativos valores de p < 0,05.
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5.2. Analise comportamental considerando o sexo dos animais

Considerando o fator sexo, foram observadas as seguintes respostas comportamentais
entre machos e fémeas nos grupos controle e intoxicado. A Figura 10 mostra os parametros
comportamentais avaliados no Teste de Interacdo Social (TIS 1). A andlise estatistica
demonstrou que nao houve diferenca significativa na duracao do contato com a gaiola vazia
(Figura 10A) nem na duragao do contato com a gaiola contendo o animal controle (Figura 10B),
nao sendo observados efeitos significativos dos fatores sexo, tratamento ou da interagdo sexo x
tratamento para esses parametros (p > 0,05).

Por outro lado, foi observado efeito significativo do fator sexo no tempo de permanéncia
nos compartimentos do aparato. O tempo no compartimento C (Figura 10C) apresentou efeito
significativo desse fator (p = 0,0031), assim como o tempo no compartimento A (Figura 10D)
(p = 0,0119). Entretanto, o fator tratamento e a interagdo sexo X tratamento nao mostraram

diferengas estatisticamente significativas para esses parametros (p > 0,05).
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Figure 10: Pardmetros comportamentais avaliados no Teste de Interagdo Social na fase 1 (TIS 1), considerando o
fator sexo, incluindo a durag@o do contato com a gaiola vazia (A), a duragdo do contato com a gaiola contendo o
animal controle (B), o tempo de permanéncia no compartimento C (C) e o tempo de permanéncia no
compartimento A (D). Os dados sdo apresentados como média + erro padrado da média (EPM) para os grupos
controle (salina) e intoxicado (4lcool), considerando machos e fémeas. As analises estatisticas foram realizadas
por modelo de efeitos mistos (REML), considerando os fatores sexo e tratamento. Foram considerados
significativos valores de p < 0,05.
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A Figura 11 mostra os pardmetros comportamentais avaliados no Teste de Interacdo
Social na fase 2 (TIS 2). A andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa
na duracao do contato com o animal familiar (Figura 11A), ndo sendo observados efeitos
significativos dos fatores sexo, tratamento ou da interagdo sexo X tratamento para esse
parametro (p > 0,05). Em contrapartida, foi observada diferenca significativa na duragdo do
contato com o animal ndo familiar (Figura 11B), evidenciada por uma interagdo significativa
entre os fatores sexo e tratamento (p = 0,0017). A analise post hoc de Sidak revelou diferenca
significativa entre os grupos apenas nos machos (p = 0,0483), com redu¢ao da duracao de
contato no grupo alcool em comparacdo ao grupo salina, enquanto ndo foram observadas
diferengas significativas nas fémeas (p > 0,05).

Para os parametros relacionados ao tempo de permanéncia nos compartimentos do
aparato, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no tempo de
permanéncia no compartimento C e A (Figura 11C e 11D, respectivamente), ndo sendo

identificadas diferencas significativas entre os grupos avaliados (p > 0,05).
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Figure 11: Parametros comportamentais avaliados no Teste de Interagdo Social na fase 2 (TIS 2), considerando o
fator sexo, incluindo a duracdo do contato com o animal familiar (A), a duragdo do contato com o animal ndo
familiar (B), o tempo de permanéncia no compartimento C (C) e o tempo de permanéncia no compartimento A
(D). Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM) para os grupos controle (salina) e
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intoxicado (4lcool), considerando machos e fémeas. As andlises estatisticas foram realizadas por modelo de efeitos
mistos (REML), considerando os fatores sexo e tratamento. Diferengas significativas foram identificadas por
analise post hoc de Sidak quando apropriado. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

A Figura 12 mostra os parametros comportamentais avaliados no teste de NSF. A

analise estatistica demonstrou que nao houve diferencgas estatisticamente significativas na

laténcia para iniciar a alimentagdo (Figura 12A), no tempo total de alimentacdo (Figura 12B)

ou na quantidade de ra¢ao consumida (Figura 12C), ndo sendo observados efeitos significativos

dos fatores sexo, tratamento ou da interagdo sexo X tratamento para esses parametros (p > 0,05).
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Figure 12: Parametros comportamentais avaliados no teste de NSF, considerando o fator sexo, incluindo a laténcia
para iniciar a alimentagdo (A), o tempo total de alimentacdo (B) e a quantidade de ragdo consumida (C). Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) para os grupos controle (salina) e intoxicado (alcool),
considerando machos e fémeas. As analises estatisticas foram realizadas por modelo de efeitos mistos (REML),
considerando os fatores sexo e tratamento. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam que a intoxicacdo alcodlica durante a
adolescéncia, nas condi¢des experimentais empregadas, ndo foi suficiente para produzir um
fendtipo amplo de ansiedade na vida adulta quando os animais foram analisados de forma
agrupada, independentemente do sexo. De modo geral, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos controle e intoxicado nos parametros avaliados TIS 1,no TIS 2 e
no NSF, sugerindo que a exposic¢ao repetida ao etanol durante a adolescéncia ndo desencadeou,
de forma global, alteracdes robustas de comportamento do tipo-ansiedade detectaveis por esses
modelos comportamentais. Esse achado deve ser interpretado com cautela, pois nado
necessariamente indica auséncia de efeito do etanol sobre circuitos relacionados a ansiedade,
mas pode refletir que, no presente delineamento, tais alteracdes foram sutis, dominio-
especificas ou dependentes do sexo.

Essa interpretagao ¢ particularmente relevante considerando a literatura que reconhece
aadolescéncia como uma janela critica de vulnerabilidade aos efeitos do alcool. Como discutido
na introducdo deste trabalho, a exposicdo ao etanol durante esse periodo pode promover
alteragdes persistentes em circuitos neurais relacionados a regulacdo emocional, recompensa e
controle comportamental, envolvendo estruturas como cortex pré-frontal, amigdala e
hipocampo (Spear, 2018; Crews, Vetreno; Broadwater, 2016). Além disso, o consumo precoce
de alcool tem sido associado a maior vulnerabilidade a transtornos psiquidtricos na vida adulta,
incluindo altera¢des emocionais relacionadas a ansiedade (Ehlers et al., 2013; Paus; Keshavan;
Giedd, 2008). No entanto, os dados obtidos aqui sugerem que essa relacdo ndo se manifestou
como um aumento inespecifico de ansiedade em todos os testes aplicados, mas sim como
alteracdes comportamentais mais discretas e seletivas.

No TIS 1, a auséncia de diferengas entre os grupos na dura¢ao do contato com a gaiola
vazia € com o animal controle sugere que a intoxicagdo alcoolica na adolescéncia nao
comprometeu, de forma evidente, a sociabilidade basal dos animais adultos. Por outro lado,
observou-se efeito significativo do fator sexo no tempo de permanéncia nos compartimentos A
e C, indicando que machos e fémeas apresentaram padrdes distintos de exploragdo espacial do
aparato. Esse resultado ¢ interessante porque sugere que parte da variabilidade comportamental
observada nesse modelo ndo depende exclusivamente do tratamento, mas também de diferencas
sexuais intrinsecas na forma de explorar ambientes e estimulos sociais. Considerando que a
literatura epidemiologica aponta diferencas importantes entre os sexos tanto na prevaléncia de

transtornos de ansiedade quanto no uso abusivo de alcool, esse achado refor¢a a importincia de
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analisar o sexo como variavel bioldgica e ndo apenas como fator de controle experimental
(Andrade et al., 2002; Smith; Randall, 2012).

Embora os efeitos observados no TIS 1 tenham se concentrado nos parametros de
permanéncia nos compartimentos, € nao na interagao social direta, esse padrdao nao deve ser
subestimado. Em modelos etoldgicos, o modo como o animal distribui seu tempo no aparato
pode refletir diferencas na exploracdo, na avaliagdo de novidade e na organizagdo da resposta
comportamental frente a estimulos potencialmente relevantes. Assim, ¢ possivel que o TIS 1
tenha captado diferencas mais relacionadas ao padrao exploratério entre machos e fémeas do
que propriamente um comportamento ansioso classico. Isso ajuda a explicar por que houve
efeito de sexo no tempo gasto nos compartimentos, mas nao na duragdo do contato com os
estimulos sociais em si.

Os resultados do TIS 2 foram, possivelmente, os mais relevantes do ponto de vista
bioldgico. Nesse teste, ndo houve diferenca na dura¢do do contato com o animal familiar, mas
foi identificada interagdo significativa entre sexo e tratamento para a dura¢ao do contato com o
animal ndo familiar, sendo o efeito localizado pelo post hoc de Sidak apenas nos machos, nos
quais o grupo exposto ao alcool apresentou redug¢do do tempo de contato com o animal ndo
familiar em comparagao ao grupo salina. Esse achado sugere que a exposi¢ao ao etanol durante
a adolescéncia pode ter afetado de forma mais especifica a resposta a novidade social,
particularmente em machos. Tal resultado ¢ importante porque a preferéncia por novidade
social representa um componente mais refinado do comportamento social do que a simples
sociabilidade basal, envolvendo ndo apenas motivacdo exploratdria, mas também
processamento de novidade, discriminagao social e integragdo emocional.

Esse resultado permite uma interpretagdo particularmente interessante: mais do que
induzir um estado ansioso generalizado, a intoxicacdo alcoolica na adolescéncia pode ter
produzido uma alteracdo sutil na forma como os animais adultos, especialmente os machos,
respondem a estimulos sociais novos. Em outras palavras, os efeitos do etanol podem ter sido
mais evidentes em um componente especifico da interagdo social do que em medidas globais
de ansiedade. Essa leitura ¢ coerente com a nog¢do de que o alcool, ao atuar sobre multiplos
sistemas neuroquimicos, pode comprometer dimensdes particulares do comportamento,
incluindo processos ligados a interagdo social, a resposta a novidade e a regulagdo emocional,
sem necessariamente gerar alteracdo detectavel em todos os modelos comportamentais

aplicados.
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Além disso, esses achados sdo compativeis com a ideia de que diferentes testes de
ansiedade captam dominios distintos do comportamento, e que nem todos apresentam a mesma
sensibilidade para detectar consequéncias de uma mesma manipulagdo experimental. Tal fato
pode ser exemplificado pela conhecida dificuldade que o modelo mais utilizado de ansiedade,
o labirinto em cruz elevado, exibe em responder a manipulacdes das vias relacionadas ao
neurotransmissor serotonina (Pinheiro et al., 2007).

A auséncia de alteragdes significativas no NSF reforca essa interpretagdo. Esse teste
envolve um conflito entre a motivagdo para se alimentar e a aversao gerada por um ambiente
novo, sendo amplamente utilizado como indicador de comportamento do tipo-ansiedade. No
presente estudo, ndo foram observadas diferengas entre os grupos na laténcia para iniciar a
alimentagdo, no tempo total de alimentacdo ou na quantidade de ragdo consumida, tanto na
analise global quanto quando considerado o fator sexo. Embora, visualmente tenha sido
possivel observar uma tendéncia de diferenca entre machos e fémeas no tempo total de
alimentac¢do, essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica, possivelmente em razdo do
baixo numero amostral (n), o que pode reduzir o poder estatistico das analises. Isso sugere que
a intoxicagdo alcoolica na adolescéncia nao promoveu um aumento consistente da ansiedade
em um contexto de novidade alimentar.

Quando analisados em conjunto, os resultados do NSF e dos TIS indicam que o
protocolo utilizado ndo levou a um fendtipo ansioso generalizado, mas sim, possivelmente, a
uma alterag¢@o mais especifica na dimensao social da resposta a novidade. A obteng¢ao de efeitos
comportamentais mais sutis também ¢ compativel com estudos prévios que investigaram
comportamentos relacionados a ansiedade apos exposicao ao etanol, como o trabalho de Silva
(2025), no qual foram observadas alteragdes significativas apenas em um dos parametros de
ansiedade avaliados no Labirinto em Cruz Elevado. Nesse aparato, camundongos intoxicados
com etanol, sob protocolo parecido com o deste trabalho, apresentaram menor tempo de
permanéncia nos bragos abertos, sem alteracdes no outro parametro, o nimero de entradas nos
bragos abertos do labirinto. Além disso, ndo foram detectadas diferengas significativas em outro
modelo animal de ansiedade testado, o teste de Transicao Claro-Escuro.

Esse padrao de resultados também pode refletir diferengas na sensibilidade dos testes
empregados. O TIS, especialmente na segunda fase, depende fortemente de processamento
social, memoria social e motivagdo para explorar um estimulo social novo, enquanto o NSF
avalia um conflito motivacional distinto, relacionado ao comportamento alimentar em ambiente

aversivo. Assim, € plausivel que altera¢des induzidas pelo etanol durante a adolescéncia sejam
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mais facilmente detectadas em tarefas que recrutem circuitos neurais ligados a sociabilidade e
a novidade social do que em tarefas baseadas em conflito alimentar. Tal hipotese ¢ compativel
com a complexidade dos efeitos do alcool sobre o SNC, uma vez que o etanol modula diferentes
sistemas de neurotransmissao ¢ pode impactar circuitos de maneira ndo uniforme, dependendo
da natureza do comportamento avaliado (Koob e Volkow, 2016; Basavarajappa, 2019).

Ainda nessa perspectiva, a relevancia dos achados observados neste estudo também
pode ser compreendida quando considerados os padrdes descritos em estudos experimentais e
clinicos sobre os efeitos do consumo precoce de alcool. Evidéncias da literatura indicam que a
exposicao ao etanol durante a adolescéncia nem sempre resulta em alteragdes comportamentais
amplas ou imediatamente detectaveis, mas pode estar associada a mudangas mais sutis em
processos emocionais € sociais, que se manifestam de forma dependente do contexto
comportamental avaliado e do sexo bioldgico (Squeglia et al., 2015; Lees et al., 2020). Dessa
maneira, a comparagdo entre os grupos controle e intoxicado neste modelo experimental
permite inferir que, embora ndo tenham sido observadas altera¢des generalizadas de ansiedade,
a exposicdo ao etanol durante a adolescéncia pode produzir modificagdes comportamentais
discretas, mas biologicamente relevantes, alinhadas ao padrao observado em estudos clinicos e
experimentais que descrevem impactos seletivos do alcool sobre o funcionamento emocional e
social em fases posteriores do desenvolvimento (Silveri et al., 2012; Spear, 2018).

Do ponto de vista neurobiologico, ainda que o presente estudo tenha sido centrado em
desfechos comportamentais, os achados permitem levantar hipdteses relevantes. Como
discutido na introdu¢do, a exposicdo ao etanol durante a adolescéncia pode alterar sistemas
GABA¢érgico, glutamatérgico, dopaminérgico e endocanabinoide, todos fortemente implicados
na regulacdo das emogdes e do comportamento social. O sistema endocanabinoide, em especial,
merece destaque, por modular a liberagdo de neurotransmissores em regides como amigdala,
hipocampo, cortex pré-frontal e substdncia cinzenta periaquedutal, areas criticamente
envolvidas no processamento de estimulos aversivos, sociais € emocionais (Basavarajappa,
2019; Lowe et al., 2021). Nesse sentido, € possivel que os efeitos discretos observados no TIS
2, particularmente em machos, reflitam alteragdes neuroquimicas persistentes nesses circuitos,
ainda ndo evidenciadas diretamente neste trabalho, mas plausiveis considerando o modelo
experimental empregado.

Outro aspecto importante diz respeito ao papel do sexo biolodgico. A presenca de efeitos
de sexo no TIS 1 e a interagdo sexo X tratamento no TIS 2 sugerem que machos e fémeas nao

responderam de maneira idéntica a exposi¢do precoce ao etanol. Isso € particularmente
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relevante porque reforga a necessidade de incorporar o sexo como variavel central em estudos
neurocomportamentais, especialmente naqueles voltados a adolescéncia. Diferengas sexuais em
circuitos de estresse, recompensa, sociabilidade e regulacdo hormonal podem influenciar tanto
a resposta ao alcool quanto a manifestagdo de comportamentos relacionados a ansiedade. No
presente trabalho, o efeito mais claro do tratamento emergiu justamente em machos, no
parametro de contato com o animal ndo familiar, o que sugere maior sensibilidade desse sexo
para esse dominio comportamental especifico sob as condi¢des experimentais utilizadas.

Algumas limitag¢des do estudo devem ser consideradas. Primeiramente, o nimero final
de animais foi reduzido em decorréncia de perdas ao longo do protocolo experimental, o que
pode ter diminuido o poder estatistico para detectar efeitos mais discretos. Além disso, embora
os testes empregados sejam modelos etoldgicos amplamente utilizados, ¢ possivel que outras
abordagens comportamentais complementares, ou tempos diferentes de avaliagdo apods a
exposicao alcodlica, revelassem alteragdes ndo captadas no presente delineamento. Também
deve ser considerado que a interpretacao dos parametros de permanéncia nos compartimentos
do TIS nem sempre ¢ simples, pois esses indices podem refletir ndo apenas ansiedade, mas
também exploragao, preferéncia espacial e dindmica de interagdo com o aparato.

Ainda assim, o estudo apresenta pontos fortes importantes. O protocolo foi estruturado
de modo a garantir a exposi¢do repetida ao etanol durante a adolescéncia, uma fase
reconhecidamente vulneravel do desenvolvimento, e a avaliagdo comportamental foi realizada
na vida adulta, permitindo investigar consequéncias tardias dessa exposi¢do. Além disso, a
inclusdo de machos e fémeas fortalece a relevincia bioldgica dos achados e amplia a
interpretagdo dos resultados. O fato de os efeitos mais consistentes terem emergido na analise
estratificada por sexo demonstra, inclusive, que essa escolha metodolédgica foi acertada.

Como perspectiva futura, ¢ importante destacar que o presente trabalho representa uma
etapa inicial de uma investigagdo mais ampla, voltada a compreensdo dos efeitos
neurobioldgicos da exposicdo ao alcool durante a adolescéncia. Apos a realizacdo dos testes
comportamentais, no mesmo dia, os encéfalos dos animais foram coletados apds eutanasia sob
anestesia com isoflurano a 4% por via inalatoria, seguida de deslocamento cervical, decapitagao
e rapida criopreservagdo em nitrogénio liquido, sendo posteriormente mantidos em gelo seco e
armazenados em freezer a -80 °C.

A partir desse material bioldgico, estudos subsequentes permitirdo a dissecagdo, em
criostato, de regides do sistema nervoso central particularmente relevantes para os achados

comportamentais observados, como amigdala, hipocampo e substincia cinzenta periaquedutal,
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com objetivo de investigar possiveis alteragdes no sistema endocanabinoide. Nesse contexto, a
analise da expressao génica de FAAH e MAGL, bem como dos receptores canabinoides CB1 e
CB2, apo6s preparagao do homogenato das areas encefalicas e utilizacdo de estratégia de pré-
amplificacdo multiplex previamente descrita por Liu et al. (2014), podera contribuir para
elucidar os mecanismos moleculares subjacentes as alteracdes comportamentais identificadas
neste trabalho. Além disso, estudos futuros serdo realizados envolvendo um incremento no
numero de animais, explorando a diferenca entre machos e fémeas, uma vez que houve uma
interessante diferenca na resposta e, nesse estudo, quando separamos por sexo o “N”
experimental reduziu a metade, fato que pode ter impactado na observagao de resultados além
do observado estatisticamente.

Em sintese, os resultados deste estudo indicam que a intoxicagdo alcodlica durante a
adolescéncia, no protocolo empregado, ndo induziu alteracdes generalizadas de comportamento
do tipo-ansiedade na vida adulta. Entretanto, a analise estratificada por sexo revelou achados
relevantes, com efeito do sexo sobre pardmetros de exploragdo espacial no TIS 1 e,
principalmente, com redugdo da interacao com o animal ndo familiar em machos expostos ao
alcool no TIS 2. Em conjunto, esses dados sugerem que a exposi¢do precoce ao etanol pode
produzir consequéncias comportamentais mais sutis e especificas do que um feno6tipo ansioso
global, afetando de modo particular a resposta a novidade social e reforcando a importancia de
considerar o sexo bioldgico e 0s mecanismos neuroquimicos associados na interpretacao desses

efeitos.
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7. CONCLUSAO

Os achados deste trabalho demonstram que a intoxicagao alcoolica na adolescéncia nao
induziu alteragdes amplas de comportamento do tipo-ansiedade na vida adulta, mas produziu
mudangas comportamentais especificas, particularmente na interagao social € moduladas pelo
sexo dos animais. Esses resultados reforcam a importancia da adolescéncia como periodo
critico de vulnerabilidade aos efeitos do alcool e demonstram diferencas na resposta entre
machos e fémeas. Tais resultados sustentam a necessidade de estudos futuros para compreender

melhor os mecanismos neurobioldgicos associados.
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ANEXO A - Certificado de Comissdo de Etica na Utilizacio de Animais
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Rua Ceara, 5/n, Bloco 20, Sala 02 - Bairro Umuarama, Uberlandia-MG, CEP 38400-902
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CERTIFICADO

Certificarnos gque o projeto intitulado Awvaliagdo dos Efeitos da Intoxicacio Alcodlica nas respostas
Meurocomportamentais  Relacionadas & Ansiedade e Depressio em Camundongos, protocolo n?
23117.030582/2025-11, sob a responsabilidade de Tarciso Tadeu Miguel = que envolve a produgdo,
manutengdo efou utilizagio de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAED DE ETICA NA
UTILIZACAD DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 22 de Agosto
de 2025.

[{We certify that the project entitled Awvaliagio dos Efeitos da Intoxicagio Alcodlica nas respostas
Meurocomportamentais  Relacionadas &  Ansiedade e Depressio  em  Camundongos, protocol
23117.030582/2025-11, under the responsibility of Tarciso Tadeu Miguel - involving the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for
purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n? 11.794, of October 8th,
2008, of Decree n? 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA)
from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of August 22th, 2025).

Finalidade () Ensino (% ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Inicio: 15/09/2025 Término:14/09/2027
Espécie/Linhagem/Grupos Taxondmicos  |[Camundongos C57BL/6).

Nimero de animais 96

Peso/ldade 10-12 gramas / 21 dias

Sexo Macho ¢ Fémea

Origem/Local |ReBiR - UFU

Local onde serdo mantidos os animais: IRcBir - UFUJ

Uberlandia, 25 de agosto de 2025.

LUIZ FERNANDO MOREIRA IZIDORO
Coordenador da Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)
Portaria R N2 6794/2024

Seil ) Documento assinado eletronicamente por Luiz Fernando Moreira Izidoro, Presidente, em
. [Ii,] 25/08/2025, as 09:21, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 18, do

assinatura

eletrbnica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

g hittps:/fwww.sei.ufu.br/seifcontrolador _externo.php?

43 acao=documento_conferir&id orgac_acesso_externo=0, informando o cédige verificador 6618001 e
o codigo CRC 41D76CT7.

52



